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AGV: Acidos grasos volatiles (mg/L).

CoDA: Codigestion anaerobia

DA: Digestion anaerobia
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GJ: Gallinaza de jaula

LS: Lactosuero o suero de leche

MC: Melaza de cafa

NAT: Nitrdgeno Amoniacal Total
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SV: Sdlidos volatiles (mg/L)
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RESUMEN

TITULO: EFECTOS SINERGICOS EN LA CODIGESTION ANAEROBIA DE
GALLINAZA DE JAULA CON RESIDUQOS INDUSTRIALES.

AUTOR: JOSE DANIEL MARIN BATISTA

PALABRAS CLAVES: Gallinaza de jaula, codigestion anaerobia, glicerol, melaza
de cafia, lactosuero.

En este trabajo de investigacion se evalud la sinergia del proceso de codigestion
anaerobia desde la perspectiva de la inhibicion, aumentos en la carga organica y
cinética del proceso. La investigacion se realiz6 en dos etapas: la primera etapa
permitio identificar los efectos sinérgicos en la codigestion anaerobia de gallinaza
de jaula con residuos ricos en carbohidratos (Melaza de cafia), lipidos (glicerol
crudo) y proteinas (Lactosuero) en operacion discontinua. Los ensayos fueron
disefiados mediante la implementacion de un disefio estadistico lattice simplex, el
cual permitié eliminar la aleatoriedad en los experimentos y optimizar el proceso
en funcion de una sinergia. La mezcla sinérgica 6ptima se evalué en operacion
continua en un reactor de tanque agitado. La operaciéon continua permitié definir
los tiempos de retenciéon hidraulicos necesarios para la operacién del proceso de
monodigestion de gallinaza de jaula y codigestibn anaerobia con residuos
industriales. El efecto de los cosustratos sobre la sinergia del proceso fue
modelado corroborandose que la sinergia permite disminuir los niveles de
inhibicion a medida que la produccién de biogas incrementa por mejoras en el
tiempo de retencidén. Este trabajo describe una metodologia que facilita la
formulacion de mezclas de residuos para su estabilizacion mediante codigestion
anaerobia.

*Trabajo de investigacion

** Facultad de Ing. Fisicoquimica. Escuela de Ing. Quimica. Director Liliana
Castro molano. Director Humberto Escalante Hernandez.
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ABSTRACT

TITLE: SINERGISTIC EFFECTS DURING ANAEROBIC CODIGESTION OF
CHICKEN MANURE WITH INDUSTRIAL AGROWASTE.

AUTHOR: JOSE DANIEL MARIN BATISTA

KEYWORDS: Chicken manure, anaerobic codigestion, glycerol, sugarcane
molasse, cheesy whey.

In this research the synergy of anaerobic co-digestion process was evaluated from
the perspective of inhibition, increases in organic load and process kinetics. The
research was conducted in two stages: the first stage identified synergistic effects
on anaerobic co-digestion of chicken manure with waste rich in carbohydrates
(sugarcane molasse), lipids (Crude glycerol) and proteins (chease whey) in batch
operation. The trials were designed by implementing a statistical design simplex
lattice, which allowed eliminating randomness in the experiments and optimize the
process based on a synergy. The optimum synergistic blend was evaluated in a
continuously operating stirred tank reactor. Continuous operation allowed defining
hydraulic retention time necessary for the operation of process monodigestion
cage chicken manure and anaerobic co-digestion with industrial waste. The effect
of co-substrates on the synergy of the process was modeled corroborating that
synergy allows lower levels of inhibition as biogas production increased by
improvements in retention time. The main outlook of this study comprises of a
methodology which ease formulation of waste mixture for further stabilization via
anaerobic codigestion.

*Thesis

** Faculty of phisicochemistry. School of chemical engineering. Director
Liliana Castro molano. Director Humberto Escalante Hernandez. °©

14



INTRODUCCION GENERAL

La avicultura, al estar presente en diferentes productos basicos de la canasta
familiar (huevos y carnes) se considera uno de los sectores agroindustriales con
mayor crecimiento a nivel mundial. Como consecuencia, el sector ha incrementado
el volumen de residuos organicos poniendo interés particularmente en el estiércol
avicola, por su alta velocidad de generacion durante los procesos de explotacion
(Salminen et al., 2002). Para la eliminacién del estiércol, conocido comunmente
como gallinaza, el sector emplea tecnologias como el compostaje para la
obtencion de fertilizantes (Abouelenien et al., 2014). EI compost representa una
tecnologia insuficiente para el sector, al no permitir la disposicion total de la

gallinaza y la recuperacion de la inversion de capital (Dong et al., 2003).

Dependiendo del tipo de explotacion, el estiércol avicola adquiere diferentes
caracteristicas fisicoquimicas. La gallinaza procedente de las explotaciones en
jaula o gallinaza de jaula, resulta de las deyecciones (sélidas y liquidas), plumas,
residuo de alimento y huevos rotos, que caen al piso y se mezclan (Estrada,
2005). Este tipo de estiércol contiene un alto contenido de humedad y altos niveles
de nitrégeno principalmente en forma de proteinas (70%) y acido Urico (30%) que
se volatiliza rapidamente creando fuertes olores (Abouelenien, et al., 2009). Dado
el potencial contaminante y la ineficiencia del sector para dar disposicion final al
residuo, se requieren de nuevas tecnologias que permitan aumentar la capacidad

de gestion de la gallinaza de jaula.

Estudios sobre valorizacion energética de GJ reportan un poder calorifico oscilante
entre 12,828 - 10,351kJ/kg, el cual permite aproximar la cantidad de energia
extraible a partir de la biomasa (Cotana, et al., 2014; Escalante, et al., 2010). La
figura 1 presenta el potencial energético de la GJ en términos de potencia y capital
en diferentes partes del mundo. Paises como Rusia, China y Turquia lideran la
explotacion avicola al generar alrededor de 700, 400 y 345 millones de toneladas
de GJ al afio (Yetilmezsoy, et al., 2009; Li, et al., 2013b; Serhat et al., 2009).
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Figura 1. Potencial energético de la GJ
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La conversion de esta biomasa en energia representa altos niveles de potencia
con un valor comercial aproximado de 2'254,000, 1'288,000, 1'111,000 millones de
dolares anuales. Otros paises competitivos son Colombia, Inglaterra, Japon, USA,
Canada, Brasil y Espafia con una generacion de GJ entre 106 — 2 millones de
toneladas al afio los cuales representan una produccién de energia entre 340,000
- 6,000 millones de kW con un valor comercial entre 73,000-1,000 millones de
dolares anuales (Escalante, et al., 2010; Callaghan, et al., 2002; Niu, et al., 2013;
McDonald, et al., 2008; Valdehita, et al., 2014). Lo anterior, evidencia el grado del
valor energético agregado del tratamiento de la GJ a través de las tecnologias de

conversion energética.

Una alternativa para el manejo de residuos como la gallinaza de jaula es el
tratamiento  anaerobio mediante digestion 'y codigestion  anaerobia.
Particularmente, la digestion anaerobia de gallinaza de jaula (GJ) no es suficiente
al presentarse un bajo potencial de biometanizacion. El residuo presenta un
elevado contenido de proteinas que al degradar se transforman en amoniaco, el
cual a concentraciones superiores a 2500 mg/L inhibe la actividad metanogénica
(Nui et al 2013a). La codigestion anaerobia (CoDA) de GJ con residuos organicos
ricos en carbono ha demostrado ser una alternativa viable para mitigar la inhibicién
y mejorar la factibilidad de operar digestores con gallinaza (Abouelenein et al.,
2014). La CoDA favorece las interacciones positivas de equilibrio entre macro y
micro nutrientes, balance de humedad, dilucion de compuestos tdxicos o
inhibitorios (Astals et al., 2014). Bajo estas circunstancias 1+1>2, lo cual indica
que codigestar dos 0 mas residuos es producir mas metano que el obtenido al
ponderar el metano de las digestiones de los residuos por separado (Mata-Alvarez
et al., 2014). Lo anterior se conoce como sinergismo, la sinergia describe el
resultado del trabajo colectivo de varios actores, creando asi un efecto mas
grande que el esperado por la suma de los efectos de cada uno al operar

independientemente (Lu, et al., 2013).
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En los resultados de Li et al, 2013b, la produccion especifica de metano
ponderado (PEMP) y la produccion especifica obtenida experimentalmente (PEM)
para la mezcla rastrojo de maiz y GJ (1:3 en base a solidos volatiles) fue de 260
mi/g SV y 328 ml/g SV, respectivamente. No obstante, a las proporciones dadas
se presentod un efecto sinérgico al ser positiva la diferencia entre la PEMP vy la
PEM experimental de 68 ml/g SV. Esta sinergia se confirma al comparar el valor
positivo de la sustraccion con la desviacion estandar, 6 ml/ g SV, el cual es mucho
mayor. Por otra parte, para esta proporcion de mezcla la relacion C/N fue 16.8,
muy por debajo del rango optimo (entre 20 y 30) (Yangin-Gomec & Ozturk, 2013),
indicando que la relacion C/N es independiente del efecto sinérgico.

Igualmente, la sinergia del proceso ha sido relacionada con mejoras en el
equilibrio nutricional. Los efectos sinérgicos podrian ser consecuencia de la
contribucion del cosustrato en términos de alcalinidad, oligoelementos, nutrientes,
u otra caracteristica que el sustrato carezca por si mismo; resultando en mejoras
de la estabilidad del proceso y por lo tanto de la produccién especifica de metano
(Labatut et al., 2011). La composicion del sustrato determina la eficacia de la
poblacién microbiolégica, que a su vez influye en gran medida en el rendimiento
de biogés, la rapidez del proceso de estabilizacion y la tasa de degradacion de
sélidos (Pagés-Diaz, et al., 2014).

Por otra parte, la sinergia también se ha relacionado con el alivio en la inhibicién
del proceso que a su vez se manifiesta en mejoras de la cinética de
biodegradacion (Astals et al., 2014). La mitigacion de la inhibicion facilita el
correcto desarrollo de los consorcios microbianos, lo cual conduce a digestiones
estables que garantizan la correcta medicién del potencial de biometanizacion
(Sharma et al., 2013). No obstante, tanto el potencial de biometanizacién como la
inhibicion al igual que la sinergia estan directamente vinculadas con la

composicion nutricional del sustrato (Astals et al., 2014).
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Es claro que el concepto de sinergia es limitado y por tanto, la literatura no reporta
modelos para predecir la sinergia y solucionar problemas operativos a través de la
identificacion de la misma. Dado el potencial inhibitorio del amonio en la digestion
anaerobia de la gallinaza de jaula, las plantas de biogas que tratan este residuo
estan forzadas a operar por debajo de su maxima capacidad (Wang et al., 2013).
No obstante, existe la necesidad de mejorar el rendimiento de los biodigestores
gue operan gallinaza de jaula como sustrato. Sin embargo, se requiere mayor
informacion que permita evaluar la efectividad de los cosustratos mediante la
identificacion de los efectos sinérgicos, la cual contribuya a la formulacion de
mezclas que mejoren la biodegradabilidad, cinética y estabilidad del proceso

anaerobio.

Esta investigacion evalud los efectos sinérgicos en la codigestion anaerobia de
gallinaza de jaula con residuos industriales ricos en carbohidratos, lipidos vy
proteinas. Durante el primer capitulo se estudié el efecto de la carga organica
expresada en funcion de la relacién indculo/sustrato (RIS) sobre la produccién
especifica de metano (PEM) en la gallinaza de jaula usando como in6culo lodo
estiércol bovino. Cargas organicas de 16.6, 11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g SV/L fueron
evaluadas. Los resultados obtenidos demuestran que el rendimiento del proceso
es directamente proporcional a la concentracion de sustrato. Este estudio también
confirmd que la RIS permite diluir la concentracibn de compuestos inhibitorios

como el amonio en el caso de la gallinaza de jaula.

Durante el segundo capitulo se evaluaron los efectos sinérgicos la de gallinaza de
jaula con residuos industriales ricos en carbohidratos (melaza de cafia), lipidos
(glicerol crudo) y lactosuero (proteinas) mediante ensayos de biometanizaciéon en
operacion discontinua. Los ensayos permitieron identificar las mezclas sinérgicas
optimas al igual que estimar parametros cinéticos a partir del modelamiento de los

perfiles de metanizacion. No obstante, se consiguié formular mezclas factibles de
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gallinaza de jaula con residuos ricos en carbohidratos, lipidos y proteinas para
posible implementacion en biodigestores a escala industrial.

Finalmente, el tercer capitulo evidencia los resultados de la puesta en marcha de
dos reactores continuos de tanque agitado con los cuales se estudio el efecto de
la sinergia sobre la inhibicion del proceso. El primer reactor fue alimentado con
gallinaza de jaula como sustrato y el segundo fue cargado con una mezcla
sinérgica Optima de gallinaza con residuos industriales. Cada reactor opero6 a las
mismas condiciones de operacion y se carg6 con velocidades de carga organica
(g SV/Ld) de 1, 2 y 3. EI modelamiento permiti6 determinar parametros de
biodegradabilidad y adicionalmente los rangos de tolerancia en cuanto a
concentracion de amonio y &cidos grasos al alcanzar el estado pseudo-

estacionario.

La realizacidén de esta investigacion permitié profundizar en el conocimiento de la
sinergia de la codigestion anaerobia de la gallinaza de jaula con residuos
industriales. Los efectos de la sinergia fueron estudiados sobre la carga organica,

la composicion del sustrato, y la inhibicién del proceso.
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1. CAPITULO |: EFECTO DE LA CARGA ORGANICA DE
LA GALLINAZA DE JAULA SOBRE LA PRODUCION
ESPECIFICA DE METANO.

Resumen

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la carga organica expresada
en funcibn de la relacion inéculo/sustrato (RIS) sobre el potencial de
biometanizacion de la gallinaza de jaula usando como indculo lodo estiércol
bovino. Se llevaron a cabo ensayos de biodegradacion anaerobia a temperatura
mesofilica de 37+2°C. Para cada una de las cargas organicas evaluadas (16.6,
11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g SV/L) se cuantificaron las variables: acidos grasos volétiles
totales, alcalinidad, concentracion de amonio y volumen acumulado de metano. El
mayor potencial de biometanizacién (0.58 m>CHas/kg SV) se alcanzé cuando la
biodegradacion anaerobia se llevé a cabo con una RIS de 1.0. Los resultados
obtenidos demuestran que la gallinaza es un sustrato potencial para ser
degradado por digestion anaerobia y el rendimiento del proceso es directamente
proporcional a la concentracién del sustrato. Este estudio también confirma que la
RIS permite diluir la concentracién de compuestos inhibitorios como el amonio en

el caso de la gallinaza de jaula.

Articulo publicado: Marin-Batista J., Castro L., Escalante H. (2015). Efecto de la carga organica de la gallinaza
de jaula en el potencial de biometanizacion. Revista Colombiana de Biotecnologia, 17 (1), 18-23.
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1.1 BIOQUIMICA DE LA DIGESTION ANAEROBIA

Durante el tratamiento anaerobio, la materia organica es transformada en biogas
(70% metano y 30% dioxido de carbono) y un digerido como subproducto del
proceso fermentativo destinado a la recuperacién de nutrientes (Chamy, et al.,
2012; Zhang, et al., 2014). La tecnologia de DA es un proceso bioquimico que
involucra cuatro etapas: a) la hidrdlisis de las macromoléculas como polisacéridos,
lipidos y proteinas b) la acidogénesis o fermentacién de los mondmeros, c) la
acetogénesis y d) la metanogénesis (Gangagni, et al., 2011). Estas etapas son
realizadas por consorcios microbianos conformados por diferentes poblaciones de
microorganismos que pueden utilizar variedad de sustratos y que actlan en
sintrofia (Quintero, et al., 2012).

Durante la hidrdlisis, la materia organica compuesta de moléculas complejas debe
ser degradada a compuestos mas simples que puedan ser metabolizados por los
microorganismos (Magbanua, et al., 1997). Las bacterias que participan en esta
etapa son las fermentativas, productoras de &acido acético, compuestos
monocarbonados, &cidos grasos organicos y otros compuestos policarbonados.
En esta etapa los microorganismos segregan enzimas extracelulares que actlan
sobre sustratos como la celulosa, el almidén, las proteinas y las grasas;
transformandolos por hidrélisis en compuestos organicos solubles (Fantozzi &
Buratti, 2009). De esta forma, los carbohidratos se convierten en azucares
simples, las grasas en acidos grasos libres y glicerol y las proteinas se hidrolizan
hasta péptidos y aminoacidos, liberando di6xido de carbono (CO;) e hidrégeno
(H2). Durante la acidogénesis, los monémeros producidos en la etapa anterior son
fermentados para generar acidos grasos ionizados (AGV) tipo acetato, propionato,
butirato, valerato, y CO, e H, (Barrera, et al., 2009). En la etapa de acetogénesis,
se produce acetato (mayoritariamente), H, y CO,. La metanogénesis es el paso
final, donde el consorcio metanogénico utiliza el acetato para producir gas metano

(CH,) y COy, principalmente (Gangagni, et al., 2011).

22



1.2 DEPENDENCIA ENTRE LA RELACION INOCULO/SUSTRATO (RIS) Y
LA CARGA ORGANICA.

Estudios sobre DA a condiciones mesofilicas, han reportado rendimientos en la
produccién de metano entre 0.29 y 0.50 m*CH./kg SV, utilizando GJ como sustrato
y lodo anaerobio de plantas de tratamiento de aguas residuales como inéculo (Li
et al, 2013; Nui et al, 2013). Un parametro importante a nivel operacional en DA es
la carga organica representada mediante la relacion Indculo/sustrato (RIS)
(Hashimoto et al., 1989). Se ha demostrado experimentalmente, que la RIS afecta
la velocidad de biodegradacién del sustrato, por tanto este pardmetro permite
especificar la produccién especifica de metano (PEM) y hacer estudios de DA

comparables para cualquier tipo de sustrato (Raposo et al., 2011).

Los primeros estudios relacionados con la influencia de carga organica sobre PEM
en términos de la RIS, se llevaron a cabo en operacion discontinua, usando
ensilado de maiz como sustrato y lodo estiércol bovino como inéculo en
concentraciones volumétricas de 0 (control), 10, 30, 50, 70 y 90 %. Los resultados
mostraron que para altas cargas organicas (valores de RIS por debajo de 0.25) la
velocidad de biodegradacién del sustrato fue lenta comparada con la velocidad de
biodegradacion del sustrato para valores en la RIS cercanos a 2 (Hashimoto et al.,
1989). Resultados similares fueron obtenidos por Raposo et al., (2006), para la DA

del mismo sustrato usando lodo estiércol bovino como in6culo a RIS entre 1y 3.

La influencia de la RIS sobre el PEM también ha sido estudiada para los desechos
de comida y residuos agroindustriales. Se comprob6 que existe una relacién lineal
decreciente entre los rendimientos de biogas y la RIS (Liu et al., 2009). Neves et
al., (2004), afirmo que para la DA de desechos de cocina utilizando lodo granular y
lodo suspendido como inoculo, la seleccion de la RIS llega a ser mas determinante
gue la misma actividad metabdlica del inéculo. El criterio para establecer un valor
de RIS gira en torno a la complejidad de biodegradacion del sustrato. En el caso
de la GJ, concentraciones de acidos grasos volatiles (AGV) entre 2000-4800 mg/L

y alcalinidad (AT) entre 4700-13600 mg/L permiten un adecuado arranque del
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proceso anaerobio (Salminen et al., 2002; Callaghana et al., 2002).Sin embargo, la
GJ también contiene nitrdgeno amoniacal que en concentraciones superiores a
5000 mg/L ejercen un efecto toxico o inhibidor sobre la actividad microbiana

afectando la estabilidad del proceso (Nue et al, 2013).

Owen et al., (1979), establecieron que valores superiores a 1 en la RIS permiten
diluir la concentracion de compuestos téxico presentes en el sustrato.
Adicionalmente, Chynoweth et al., (1993) observaron que para sustratos como la
celulosa se requiere una RIS de 2.0 para evitar inhibicion por elevada acumulacion
de acidos grasos volatiles (AGV). La acidificacién producida por la baja capacidad
buffer en la biodegradacion anaerdbica de residuos de cocina y la inhibicion
causada por la libracibn de ortofosfatos en la DA de algas también fueron
controladas al establecer una RIS superior a 1.0 permitiendo operar el proceso en
valores de pH dentro del rango adecuado (6.0-8.5) para la DA (Zeng et al., 2010;
Neves et al., 2004). No obstante, en los estudios de DA se requiere establecer una
carga organica en funcién de una RIS, que permita especificar las condiciones a
las cuales se realizé el arranque, se alcanzé la estabilizacion del proceso y se

determind el rendimiento especifico de metano.

1.3 MATERIALES

El sustrato utilizado en la experimentacion corresponde a GJ recolectada de una
granja avicola localizada en el municipio de Lebrija-Santander, Colombia
(7°12'15.0"N 73°07'47.9"W). La GJ se mantuvo refrigerada a temperatura de (4°C)
para su posterior caracterizacion. Se utilizé como indculo lodo estiércol bovino,
procedente de un frigorifico en Rio negro, Santander (7°12'15.0"N 73°07'47.9"W).
Santander. El estiércol bovino se pre-incubd a 25°C para reducir el contenido de la
materia organica residual. La composicion del inoculo fue de 777 mg/L DQO
soluble, 28.2 g de solidos totales/kg de muestra y de los cuales el 65%
corresponden a volatiles. Los grupos troficos presentes en el indculo fueron
identificados por medio del nimero mas probable de células por concentracion de
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in6culo (células NMP/g sélido suspendido volatil), reportdndose la presencia de
2.8x10"metandgenos aceticlasticas y 2.3x10* metanégenos hidrogenotréficas y

2.9x10* arqueas metandgenas de metanol (Alzate et al., 2016).

1.4 DISENO EXPERIMENTAL

La produccion especifica de metano (PEM) de la GJ fue determinado
experimentalmente de acuerdo al protocolo establecido por Angelidaki et
al.,(2009). Se evaluaron cinco cargas organicas 16.6 (RIS 1.0), 11.0 (RIS 1.5), 8.3
(RIS 2.0), 6.6 (RIS 2.5) y 5.5 (RIS 3.0) g SVI/L, en biodigestores de 60 ml, con una
cantidad fija de in6culo de 0.58 g de SV. Para garantizar condiciones de
anaerobiosis en el sistema, los biodigestores fueron purgados con nitrdgeno
durante 2 minutos y sellados con tapones de butilo y agrafes de aluminio. Los
ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo por triplicado durante 30 dias en
condiciones mesofilicas de temperatura (37°C+2) en una incubadora (BD-53+
RS422 WTB BINDER).

1.5 PROCEDIMIENTOS Y METODOS ANALITICOS

Los acidos grasos volatiles (AGV), alcalinidad total (AT), pH, NH;" y volumen de
metano acumulado fueron considerados como las variables de respuesta del
proceso. Los AGV fueron cuantificados por titulacion con NaOH (0.1 N) y la AT por
titulacion con HCI (0.1 N) (Anderson & Yang, 1992). El pH fue determinado
mediante un medidor de pH (pH meter 691 Metrohm) y el NH;" de acuerdo al
protocolo 4500-NH3D del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005). ElI biogas producido durante el tiempo de
experimentacion se burbuje6é en una solucién alcalina (NaOH) con fenolftaleina
como indicador y pH 12, en la cual el CO; es absorbido. El volumen de solucién
alcalina desplazada es equivalente al volumen de metano generado por el sistema
anaerobio (Angelidakiet al., 2009). El metano se cuantific6 en condiciones

normales de temperatura y presion mediante la ecuacion (1).
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(Po=P)T,
Vnrp =V ——7F (1)

Patm-T

Donde, Vntp €s el volumen de gas a condiciones normales (ml), V es el volumen
de gas generado durante el ensayo de biometanizacion, P, es la presion de
metano en condiciones normales (1013.25 mbar), T es la temperatura de ambiente
a la cual se realizo la medicion, P es la Presion de vapor (mbar) a temperatura T y
Pam €S la presion atmosférica del lugar en el cual se llevé a cabo el ensayo. La
produccion especifica de metano (PEM) correspondié al volumen normalizado de
metano acumulado sobre solidos volatiles adicionados del sustrato (SV). El
potencial tedrico de biometanizacion (PBMy,) del sustrato se calculd mediante la
estequiometria representada en la ecuacion de Buswell (2), la cual asume
conversion completa de toda la materia organica en biogas (Buswell & Neave,
1930).

CHON+( ¢ b+3C>HO <n+a b 3C)CH+<n a+b+3C)C0 + cNH
- __ 3 = S Z_Z_ - ST T
naplle T AN Ty Ty T )Y P g T g Ty T g) e T (3T g T g g )t T
n a b 3c
—+—————)22.4 3_CH
PBMth= (2 8 4 8) (m 4) (2)
’ 12n+ a+ 16b+14c \ kg-VS

Donde, 22.4 es el volumen de un mol de gas a condiciones estandar de
temperatura y presion. Los resultados experimentales fueron analizados con el
software StatGraphics plus 5.1, StatPoint Inc. (Virginia, EE.UU) ®. EIl test de

Fisher’s fue usado para verificar diferencias estadisticas entre los resultados.
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1.6 RESULTADOS

1.6.1 Caracterizacion fisicoquimica del sustrato e in6culo

En la Tabla 1, se presenta la caracterizacion fisicoquimica de sustrato e inéculo. El
pH del sustrato y del in6culo se encuentra en el rango de operacion para el
desarrollo de DA reportado en la literatura (Raposo et al., 2006). La materia
organica del sustrato representada por la concentracion de solidos totales (ST),
sélidos volatiles (SV) y acidos grasos volatiles (AGV) de la gallinaza de jaula,

permiten identificarla como una fuente de carbono atractiva para DA.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato e indculo.

Parametro Unidades Sustrato | In6culo

Ph - 6.3 8.5

Solidos totales (ST) g/L 226.2 29.2
Solidos Volatiles (SV) g/L 107.7 20.5
Alcalinidad total (AT) mg CaCOs/L 13467 6023
Acidos grasos voléatiles (AGV) mg/L 15613 1370
Densidad g/L 1080 1003

C %P/P 28.0 ND

H %P/P 2.6 ND

o] %P/P 18.4 ND

N %P/P 3.8 ND

ND: No determinado

1.6.2 Evolucion de la etapa acidogénica de la digestion anaerobia de
gallinaza de jaula

La cinética de consumo de AGV durante 30 dias de biodegradacion, se presenta
para las RIS de 1.0, 1.5, 2.0, 25 y 3.0 (Figura 2). Se observa que para las
diferentes relaciones inoculo-sustrato, el inicio del proceso presenta la misma
tendencia exponencial; indicando afinidad del in6culo hacia el sustrato(Quintero et
al., 2012). Se ha demostrado que concentraciones de AGV superiores a los 8000
mg/L pueden causar inhibicion del proceso anaerobio (Castillo et al., 2007), en

este estudio la maxima concentracién de AGV fue de 5400 mg/L (RIS 1), valor que
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se encuentra por debajo del limite que ocasionaria inhibicién por acidificacion.A
partir del dia 6, la concentracion de AGV disminuy6 por debajo de 450 mg/L, lo
gue demuestra alto grado de reduccion de materia organica y consecuentemente
actividad metabolica de los microorganismos acetogénicos, capaces de reducir los
AGV hasta acetato (Wang et al., 1999).

Figura 2. Cinética de consumo de acidos grasos totales (AGV)
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1.6.3 Estabilidad del proceso anaerobio

Los procesos anaerobios alcanzan la estabilidad en rangos de AGV/AT entre 0.2 -
0.8. (Raposo et al., 2011). Relaciones de AGV/AT superiores a 0.8 indican que no
hay balance entre la poblacién de microorganismos acidogénicos y metanogénicos
(Wan et al, 2011). En la figura 3a, se muestra el cambio en la estabilidad del
proceso de digestidn anaerobia de la gallinaza para diferentes RIS. Se demostrd
gue la estabilidad del proceso de digestion anaerobia de gallinaza se favorece a
cargas organicas inferiores a 16.6 g SV/I, equivalentes a RIS superiores a 1.0. Sin
embargo, durante el inicio del proceso se evidencio inestabilidad en el sistema
para todas las relaciones estudiadas con valores de AGV/AT superiores a 0.8.
Esto se debe a que las velocidades de produccién de acidos son mayores a las de

consumo de los mismos, razon por la cual la relacion AGV/AT se encuentra en los
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limites de estabilidad para el experimento con RIS de 3. Debido a la capacidad
buffer del indculo (0.23, ver tabla 1), el sistema alcanza estabilidad, al noveno dia
de biodegradacion y la relacion AGV/AT se conserva en un rango 0.0 y 0.3, el cual
es adecuado para operar un proceso a condiciones estables. Estos resultados
concuerdan con la estabilidad alcanzada (AGV/AT = 0.4) para la digestion de lodo
estiercol bovino y gallinaza diluida al 15% (Callaghan et al., 2002).

La evolucion del pH, para las diferentes RIS se presenta en la figura 3b. El pH
para las RIS evaluadas oscilé en un rango de entre 7.5 y 8.5, valores adecuados
para el crecimiento de consorcios microbianos metanogénicos (Gerardi, 2003).
Durante el proceso biodegradativo el pH disminuyd durante los primeros 3 dias
producto de incrementos en la concentracion de AGV. Luego del cuarto dia el pH
se incrementd gradualmente hasta estabilizarse. Este comportamiento se puede
explicar con base a lo reportado por Lay et al., (1998), los sustratos con alta carga
organica como la GJ tienden a presentar rapidos incrementos en la concentracion
de AGV causando fuertes descensos en el pH y desestabilizando el reactor. Sin
embargo incrementos progresivos en la concentracion de amonio aumentan el pH
al comportarse como una base (Lay et al., 1998; Yenigun et al., 2013). Angelidaki
et al., (2003), describi6 resultados similares para sistemas con diferentes residuos
organicos, puntualizando que para el caso de la GJ se pueden presentar
interacciones entre la produccion de AGV y pH que conducen a un estado de

equilibrio.
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Figura 3. Estabilidad de la digestion anaerobia de la gallinaza de jaula; a) Capacidad
tampon (relacion AGV/AT) b) pH
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1.6.4 Efecto de la concentracion de amonio sobre la digestion anaerobia de
la gallinaza de jaula

En la Figura 4 se muestra que la variacién de la concentracibn de amonio para
cada una de las relaciones evaluadas tiene una tendencia similar. Las
concentraciones de amonio son proporcionales a la carga organica adicionada. La

maxima concentracion de amonio (2066 mg/L) se presenta en el arranque del
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proceso para la RIS de 1.0, que equivale a una carga organica de gallinaza de
16.6 g SV/L. El proceso se estabiliza a los 9 dias de digestion alcanzando
concentraciones de amonio que oscilan entre 225 mg/L y 550 mg/L. Teniendo en
cuenta que concentraciones de amonio superiores a 2000 mg/L inhiben el sistema
anaerobio; se observa que la digestion anaerobia de gallinaza de jaula no
presenta efecto inhibitorio por iones amonio, excepto para cargas organicas
superiores a 16.6 g SV/I (equivalente a RIS de 1).

Figura 4. Variacién de la concentracion de amonio en la digestion anaerobia de la
gallinaza de jaula
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1.6.5 Biodegradabilidad anaerobia de la gallinaza de jaula

Segun la composicién elemental la gallinaza de jaula utilizada en este estudio

(%op/p C:28; H:2.6; 0:18.4; N:3.8) tiene teoricamente un potencial de

biometanizacién (PBM) de 0.59 m*® CH./kg-SV. La produccién especifica de

metano (PEM) del inéculo fue de 0.17 m*® CH4/kg-SV, este valor se sustrajo de las

respectivas PEM para cada uno de los ensayos (Figura 5). La maxima PEM fue de

0.58 m® CH./kg-SV para RIS de 1.0 alcanzando una eficiencia del proceso del
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98%. La produccién méas baja de metano fue de 0.55 m*® CHs/kg SV para los
valores de RIS de 2.5y 3.0, que corresponden a cargas orgénicas adicionadas de
6.6 g SV/IL y 5.5 g SVI/L respectivamente. Los valores obtenidos en este estudio
son superiores a los reportados por Li et al, (2013), quienes alcanzaron
producciones de 0.30 m*® CH4/kg-SV a partir de una carga orgénica de 3.0 g SV/L
de gallinaza de jaula. Lo anterior indica que el proceso de digestion anaerobia de

la gallinaza de jaula presenta altos rendimientos de produccion de metano.

Figura 5. Produccién especifica de metano a partir de gallinaza de jaula
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La comparacion de medias para las PEMs de la gallinaza de jaula a las RISs
evaluadas (analisis estadistico), mostro que existen diferencias significativas entre
cada uno de los experimentos con un valor de p = 0.0001 (Figura 6). Por
consiguiente, se corrobora quecargas organicas inferiores a 17 gSV/L, no inhiben
el proceso anaerobio de la gallinaza de jaula, demostrando un efecto inverso entre
la carga organica de la gallinaza de jaula (expresada en funcion de la RIS) y el

potencial de biometanizacion de este sustrato.
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Figura 6. Analisis de medias del potencial de biometanizacion para la gallinaza de jaula
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1.7 CONCLUSIONES

La produccion especifica de metano a partir de gallinaza de jaula se favorece al
operar el proceso con cargas organicas inferiores a 17 g SV/L . En consecuencia,
las relaciones in6culo (lodo estiércol bovino)/sustrato (gallinaza de jaula)
superiores a 1.0 reducen la inhibicién de la digestion anaerobia causada por la
acumulacion de acidos grasos volatiles y iones amonio; dado que las maximas
concentraciones de estos compuestos son 5400 mg/L y 2066 mg/L
respectivamente. Como resultado, el potencial de biometanizacion de la gallinaza
de jaula es de 0.58 m® CH4/kg-SV, alcanzando una eficiencia del proceso del 98%.

Estos resultados permiten inferir que una alternativa para mejorar la produccion
especifica de metano a partir de la gallinaza de jaula avalores de cargas organicas
superiores a 17 g SV/L, seria la co digestién con residuos industriales ricos en

carbohidratos, lipidos y proteinas.
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2. CAPITULO Il: OPTIMIZACION DE LA SINERGIA DEL
PROCESO DE CODIGESTION DE GALLINAZA DE
JAULA CON RESIDUOS INDUSTRIALES

Resumen

En codigestion anaerobia, los efectos sinérgicos son descritos como una
interaccidn positiva entre sustratos que hace superior a la produccion de metano
de la mezcla en comparacion con la produccién ponderada de las mono-
digestiones. En la actualidad, el conocimiento es limitado para definir la sinergia
como un parametro de control, disefio o para la solucién de problemas en el
proceso anaerobio. En esta investigacion, se evaluaron los efectos sinérgicos en
la codigestion anaerobia de la gallinaza de jaula con residuos industriales (melaza
de cafia, lactosuero y glicerol crudo). Se utilizé Un disefio estadistico de mezclas
para realizar la formulacion de proporciones. El disefio estadistico permitio
identificar el efecto de los cosustratos para mezclas binarias y ternarias.
Adicionalmente, los modelos empleados permitieron seleccionar las proporciones
sinérgicamente Optimas mediante andlisis de los parametros cinéticos y de
biodegradabilidad. Las proporciones optimas se evaluaron posteriormente a
condiciones inhibidas y no inhibidas. Como resultado, se concluyé que la sinergia
del proceso es confiable cuando los cosustratos adicionados logran disminuir la
inhibicion del proceso al mismo tiempo que incrementan la produccion de metano

y la carga organica.

Ponencia: Marin-Batista J., Castro L., Puyol D., Escalante H, Astals S. Feasibility of sugarcane molasses as
cosubstrate for chicken manure anaerobic digestion. XIV world congress on anaerobic digestion. Vifia del
Mar, Chile. 15-18th Nov, 2015.

Trabajo fin de carrera: Angarita A.K (2016) Evaluacion de la co-digestion anaerobia de una mezcla terciaria
compuesta por gallinaza de jaula, melaza de cafia y lactosuero en un reactor de tanque agitado. Escuela Ing.
Quimica. Universidad Industrial de Santander-UIS.
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2.1 REVISION GENERAL SOBRE LA SINERGIA EN CODIGESTION
ANAEROBIA.

La codigestion anaerobia (CoDA) se conoce como el tratamiento conjunto de dos
0 mas sustratos con caracteristicas complementarias. En CoDA, la
complementariedad de los cosustratos contribuye a la disminucion de los riesgos
de inhibicion, debido a un mejor equilibrio nutricional (Mata-Alvarez et al., 2014).
La codigestién anaerobia de gallinaza con residuos organicos ha incrementado la
factibilidad de operar plantas de biogéas (Li et al., 2014). Los estudios demuestran
que al codigestar gallinaza con residuos ricos en carbonos se presenta una
sinergia durante el proceso biodegradativo, la cual conduce a un mejor
rendimiento de metanizacion, mejoras en la estabilidad del digestato y disminucion

del riesgo de inhibicion por amonio (Abouelenien et al., 2014).

En la tabla 2 se presenta un resumen de codigestién de gallinaza con residuos
organicos ricos en carbono. En general, en estos estudios las proporciones de
mezcla fueron seleccionadas aleatoriamente para lograr valores o6ptimos en
relacion C/N (25 a 30). Sin embargo, mezclas con baja relacion C/N también
fueron digestadas exitosamente con incrementos en la produccién de metano
(Zhang et al., 2014). Adicionalmente, los estudios demostraron que el cosustrato
diluye la concentracion de amonio disminuyendo la toxicidad, pero la produccion
de metano no fue mejorada significativamente. Por otra parte, las codigestiones se
llevaron a cabo bajo condiciones humedas o concentraciones de solidos <10%, lo
cual es inviable para aplicacion industrial debido al alto consumo de agua y gran

volumen de digestores (Li et al., 2013).

En CoDA, las mejoras en la produccion de metano estan relacionadas con la
sinergia del proceso y los aumentos en la carga organica. El efecto sinérgico
podria ser visto como un rendimiento de metano adicional al rendimiento

ponderado de la mezcla y sirve como pardmetro para explicar las mejoras en el
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Tabla 2. Algunas experiencias de codigestiones anaerobias de gallinaza de jaula con residuos organicos ricos en carbono

Concentracion final

Tiempo Mayor produccion | (g/L) de nitrégeno
Modo de de Carga y . i
Cosustrato B . |TCo o Proporcién de mezcla de metano amoniacal total Referencia
operacion | digestion organica (M®CHalkg VS) | (NAT) 0 amonio libre
(Dias) (NHs)
Control | Mezcla| Control Mezcla
Mezcla de residuos 35 0.480 0.502 | 12.5 NAT | 10.6 NAT ]
Batch Abouelenien et al.,
agricolas 40 10% ST 7:3SV
) (500 ml) 55 0.490 0.506 | 15.8 NAT | 9.7 NAT 2014
(coco, yuca, café)
] . Batch 1:0, 3:1, 1:1, 1:3, ]
Rastrojo de maiz 30 37 3gVSI/L 0.291 0.298 | 0.09 NH3 | 0.02 NH3 Lietal, 2013
(250 ml) and 0:1 SV
100:0, 83.3:16.7, 75:25,
) Batch 0.375
Rastrojo de arroz ) 60 35 8% ST 50:50, 25:75, 16.7:83.3, 0.282 : N.R N.R Zhang et al., 2014
0:100 TS
Residuos alimenticios | CSTR (5L) 225 35 10% ST 50:50 SV 0.308 0.507 | 4.2 NAT 2.7 NAT | Wangetal., 2014
15%, 25%, 35% and 50% Gelegenis et al.,
Lactosuero CSTR (25L) 90 35 6% ST 0.880 0.860 4 NAT 3.2 NAT
(viv) 2007
y ) Batch 100:0; 80:20; 60:40, Magbanua et al.,
Estiércol porcino 113 35 N.R <0.130 0.130 | 1.7 NAT | 0.34 NAT
(225 ml) 40:60, 20:80; 0:100 2001
Estiércol bovino y Batch ) ) 3 Wang, x., et al,
) . 30 35 |15¢9ST/L Disefio factorial 2 0.126 0.234 | 25 NAT | 1.1 NAT
ensilado de maiz 1(L) 2013

N.R: No reportado
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rendimiento de la produccion de metano debido a la complementariedad del
cosustrato (Labaut et al., 2011).

Estudios previos reportan mejoras en la viabilidad econdémica de la planta de
biogas cuando hay presencia de efectos sinérgicos. Estos efectos propician
incrementos en la biodegradabilidad y rapidez en la estabilizacion del proceso
(Sharma et al., 2013). Por otro lado, Mata-Alvarez et al., (2014) afirm6 que desde
la perspectiva industrial, las mejoras en la producciéon de metano son
consecuencia principalmente del aumento en la velocidad de carga organica en
lugar de sinergia. Por tanto, si se desea implementar un proceso de CoDA, es
viable considerar todo tipo de mezcla si el costo de transporte del cosustrato,
desde el punto de generacién hasta la planta de digestibn se tiene en cuenta

como el primer criterio de seleccion.

Ademas, la produccion de metano es ampliamente influenciada por la carga
organica o concentracion inicial de sélidos volatiles en los digestores. La carga
organica y el volumen acumulado de biogas presentan una relacion proporcional
(Raposo et al., 2006). Si la carga organica es muy baja, existe el riesgo de
actividad metabdlica microbiana deficiente causando poca produccién de biogas
(Tanimu et al., 2014), Por el contrario, si la carga organica es demasiado alta, se
podria conducir a una situacion de saturacion donde los compuestos intermedios y
toxicos se acumularian, resultando en la inhibicion del proceso (Wang et al.,
2015).

En este capitulo se evaluaron los efectos sinérgicos durante la codigestion
anaerobia gallinaza de jaula con residuos industriales (melaza de cafia azucarera,
lactosuero y glicerol crudo). El estudio permitio evaluar el efecto sinérgico bajo

condiciones de inhibicion y no inhibicion.

37



2.2 RESIDUOS COLOMBIANOS ATRACTIVOS PARA LA CODIGESTION
ANAEROBIA DE GALLINAZA DE JAULA.

La seleccion de un cosustrato esta ligada a criterios tales como la
complementariedad de sus caracteristicas fisicoquimicas y disponibilidad de la
biomasa residual. En Colombia, la actividad agroindustrial es la principal fuente
generadora de residuos organicos contaminantes, los cuales a su vez requieren de
tecnologias econdémicas y ambientalmente amigables para su adecuada gestion
(Escalante et al., 2010).

El lactosuero (LS) es un subproducto de la industria lactea. En Colombia, se
producen aproximadamente 36000 toneladas de LS/afio que lo posicionan como el
residuo de mayor impacto ambiental en las industrias lacteas de mediano y gran
tamafo (Rivaset. al, 2010). El lactosuero se genera en el proceso de produccion
de queso. Por un kilogramo de leche procesada se genera entre 85y 90% de LS
(Prazeres, 2013). A nivel mundial, las grandes empresas procesan el LS mediante
liofilizacién, pero esta tecnologia es costosa para ser aplicada en las pequefias y
medianas empresas (Mojica et. al,2007). El lactosuero presenta una concentracion
promedio en peso humedo de proteina de 1.2-0.6 % (Rico et al., 2015; Gelegenis
et al., 2007). Cuando los digestores se alimentan con residuos ricos en proteinas,
aumentos significativos en la concentraciéon de amoniaco se producen durante la
etapa de fermentacién que fortalece la capacidad de taponamiento, pero en
concentraciones muy elevadas limita la metanogénesis (Esposito et al, 2014).
Estudios sobre digestion anaerobia del LS, alcanzaron rendimientos de 0.2 - 0.4
m?/kg sélidos volatiles (SV) (Comino, et. al, 2012). Sin embargo, el pH &cido (3.5)
y reducida alcalinidad (1.02 g/L CaCOz3) del LS reducen la factibilidad de operar
digestores anaerobios con altas velocidades de carga organica (Gelegenis et al.,
2007).

Comino et al., 2009, desarrollaron un digestor anaerobio a escala piloto (128 L) en

el cual se estudid la codigestion anaerobia de LS con estiércol bovino fresco. El
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estudio demostr6 mejorar el rendimiento global del proceso al incrementar la
produccion de biogas en 79%, por suplemento de una mezcla 50% de LS y
estiércol bovino. La codigestion también demostr6 mejorar la eficiencia de

conversion de SV hasta un 90%.

Dado que la gallinaza de jaula presenta elevada alcalinidad (10 g CaCO3/L) y
valores basicos de pH (9.3 0.2) (Li et al., 2013), su codigestion con LS podria
mejorar la capacidad buffer del sistema mejorando asi la estabilidad del proceso.
Adicionalmente, el alto contenido de humedad y materia orgénica facilmente
fermentable en forma de proteinas y lactosa (Hublin et al., 2012), convierten al LS
en un sustrato rapidamente biodegradable atractivo para mejorar la velocidad de
produccion de biogas en sistemas anaerobios de gallinaza de jaula. La factibilidad
de operar plantas de biogéas utilizando como sustrato GJ y LS ha sido evidenciada
previamente en los estudios realizados por Gelegenis et al., (2007). Los
investigadores evaluaron la produccion de biogas en planta piloto a partir de
incrementos significativos en la velocidad de carga organica. Se encontro para la
mezcla GJ y LS, que la velocidad de produccion del biogas se favorecia a
velocidades de cargas organicas entre 1.5 -2 g SVLdia™.

Por otra parte, Colombia produce 21.5 millones de toneladas de cafia azucarera
cada afio equivalentes a una productividad anual de 108 toneladas por hectarea
cultivada, la cual se espera incremente en un 10% anual los proximos afos
(Delgadillo-Vargas et al., 2016). Debido a que la industria azucarera colombiana
se caracteriza por lograr integrar el cultivo de cafia con la produccion de azucar
comercial, generacién de bioetanol y electricidad, el gobierno ha incrementado la
inversion en capital para investigaciones orientadas a implementar tecnologias
gue permitan la obtencion de nuevos productos a partir de los residuos del ingenio
(Moncada et al., 2014).

La melaza de cafa es un residuo del proceso de concentracion del jugo de cafa y

usado como fuente de carbono para fermentaciones industriales, fertilizante y
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suplemento alimenticio para animales (Vega-Baudrit et al., 2007). La melaza tiene
una concentracién de carbohidratos cercana al 90% de su composicion (Fang et
al.,, 2010). La degradacion anaerobia de los carbohidratos es fuertemente
dependiente de la relacibn entre la velocidad metabdlica acidogénica y
metanogénica. En particular, los carbohidratos presentan una rapida hidrolisis que
genera una fuerte acidificacion, que pese a su baja alcalinidad no puede ser
contrarrestada y reduce la poblacién de microorganismos metanogénicos (Yang et
al., 2015).

La melaza de cafia aiin no ha sido ampliamente estudiada como sustrato potencial
para la produccion de biogas. Previos estudios de digestion reportan producciones
de metano de 0.26+0.03 m3kg SV partir de melaza de remolacha azucarera. La
baja produccién de metano fue consecuencia principalmente de inhibiciones
ocasionadas por altas concentraciones de sodio y potasio entre 11 g/L y 28 gl/L,
respectivamente (Fang et al., 2011). Como cosustrato, la melaza aporta azucares
facil y rapidamente fermentables tales como glucosa, fructosa y sacarosa (Park et
al., 2010). Mezclas de GJ con melaza de cafia resultarian benéficas para el
tratamiento anaerobio conjunto de ambos residuos dado que resultarian diluidos
tanto el amonio presente en la GJ como posibles compuestos toxicos en la melaza
de cafa. Adicionalmente, el alto contenido de carbono en la melaza permitiria

ajustar la baja relacion C/N de la gallinaza de jaula.

El glicerol crudo representa otro cosustrato atractivo para mejorar la velocidad de
produccion de biogas y cinética de biodegradacion en la GJ. Este residuo es el
principal subproducto de la reaccion de transesterificacion en el proceso de
produccion de biodiesel (Panponga et al., 2014). La utilizacion del glicerol como
fuente potencial de energia, se presenta como una forma adecuada para bajar los
costos de produccion del biodiesel y hacer mas competitiva esta industria
emergente. El glicerol crudo corresponde a una mezcla entre glicerol y un alto
contenido de acidos grasos remanentes del proceso de transesterificacion (Viana

et al., 2012). Normalmente, los gliceroles crudos con mayor valor comercial
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contienen concentraciones de &cidos grasos solubles de 10 g/L, la cual varia con
respecto a la pureza del producto y con la tecnologia empleada para su
produccion (Panpong et al., 2014). En cuanto a la composicion del sustrato, los
lipidos son atractivos para la produccion de biogas debido a la alta cantidad de
atomos de C y H sus moléculas, lo que implica un potencial teérico de
metanizacion elevado. Sin embargo, también presentan problemas de inhibicion y
adsorcion que puede causar floculacion de lodos y de lavado de la biomasa
(Neves et al., 2009). Adicionalmente, el glicerol se caracteriza por tener una alta
concentracion de carbono provenientes del glicerol y restos de alcohol, que son
compuestos disponibles para la degradacién inmediata de los microorganismos
acidogénicos (Astals et al., 2012). La ausencia de nitrdgeno en el glicerol limita su
uso como sustrato. Sin embargo es un residuo atractivo para los procesos de

codigestion anaerobia con sustratos ricos en nitrégeno (Silvestre et al., 2015).

Las ventajas que presenta el uso de glicerol como cosustrato para la codigestion
anaerobia con cualquier tipo de estiércol son: a) el elevado contenido de agua en
el estiércol actia como solvente para el glicerol b) La alta alcalinidad del estiércol
permite que el sistema tenga una capacidad tampon que evita la acumulacion de
acidos grasos, c) el amplio rango de micro nutrientes presentes en el estiércol son
esenciales para el crecimiento microbiano y el glicerol aporta materia organica

rapidamente biodegradable (Santibafiez et al., 2011).

El glicerol ha sido empleado como cosustrato para mejorar el rendimiento en la
produccion de metano de estiércoles (Bovino y porcino) (Santibafiez et al., 2010;
Astals et al., 2012), residuos lignocelulosicos (ensilados, bagazo) (Viana et al.,
2012), aguas residuales (Panpong et al., 2014), biomasa microalgal (Neumann et
al., 2015), entre otros. Reportes de codigestiones de glicerol crudo con GJ no

fueron encontrados en la revision literaria.

41



En digestion anaerobia, el desequilibrio en la composicién del sustrato es
inapropiado para el proceso al producir un bajo rendimiento en la metanizacion y
un indice bajo de hidrolisis (Pagés-Diaz et al.,, 2014).Teniendo en cuenta lo
anteriormente descrito, la codigestion de GJ con residuos ricos en carbohidrato
(MC) lipidos (GC) y proteinas (LS) podria mejorar el equilibrio nutricional en la
composicién del sustrato prometiendo un proceso con efectos sinérgicos, alta

cinética de desintegracion y estabilidad.

2.3 OPTIMIZACION DE LA SINERGIA DEL PROCESO DE CODIGESTION
ANAEROBIA

Las metodologias de optimizacion estadistica permiten la formulacién de modelos
de regresion de primer, segundo y tercer orden. De esta manera, la maximizacion
de la variable de respuesta posibilita encontrar las proporciones éptimas para una
serie de componentes (Wang, et al., 2013b). Las variables de respuesta como
relacion C/N, pH, produccion de metano y consumo de DQO han sido optimizadas
mediante la metodologia de superficie de respuesta aplicando disefios
experimentales de mezclas, compuesto central y Box-Wilson (Wang, et al., 2013;
Serhat & Ferda, 2009). Los disefios tipo mezclas corresponden al disefio simplex,
centroide central y simplex enrejado. Los disefios consisten en la distribucion de
diferentes combinaciones de compuestos puros a lo largo de un area geométrica
denominada simplex. Cuando la mezcla la constituyen 3 componentes puros, el
area del simplex denota un diagrama triangular, donde los puntos vértices
corresponden a los compuestos puros, puntos sobre las aristas son mezclas
binarias y los puntos al interior del triangulo corresponden a mezclas ternarias
(Misi & Foster, 2001).

El centroide simplex, consta de un disefio factorial 29 —1 puntos, donde q
corresponde al numero de componentes puros que hacen parte de la mezcla, es
decir para una mezcla de 3 componentes el simplex consta de 7 puntos o
proporciones distribuidas en 3 vértices, 3 mezclas binarias y un punto centroide

equivalente a una mezcla ternaria (Jiménez, et al., 2015). Si se requiere
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implementar una mayor cantidad de puntos al interior del simplex se recomienda
usar un disefio simplex enrejado el cual consiste de un disefio factorial {q,m}
donde g es el numero de componentes de la mezcla y m es grado del polinomio
resultante de la superficie de respuesta. EI nimero de puntos de un disefio

enrejado simplex se obtiene de acuerdo a la ecuacion (3).

_ (@+m-1)!
{q,m} = ml(q—1)! (3)

Particularmente, para un disefio enrejado simplex {3,3} el nimero de puntos es 10
distribuidos sobre la superficie simplex en 3 puntos veértices (componentes puros),
3 puntos sobres la arista (mezclas binarias), 3 puntos axiales (mezclas ternarias) y
un punto centroide. La metodologia de optimizacién estadistica fue empleada para
evaluar la codigestion anaerobia de la gallinaza de jaula con estiércol bovino (EB)
y rastrojo de arroz (RA). En este estudio, se utilizdé un disefio simplex centroide
central dando como resultado una proporcion éptima para los sustratos de 42.4%
EB + 29.3% GJ + 28.3% RA para una relacion C/N de 28.0(Wang, et al., 2013).
Adicionalmente, a través de modelamiento se puede indicar el grado de sinergia o
antagonismo de uno o varios componentes en la mezcla (Misi & Foster, 2001). La
ecuacion canodnica para expresar la sinergia de un disefilo con mezcla se presenta

a continuacion (4).

fi= Z Bix; + Z Bixixj + Z Bixixjx,  (4)
12i=24

120> )24 12i>j>k=4

Donde la primera sumatoria corresponde a un modelo lineal de biodegradabilidad
para sustratos puros, la segunda y tercera sumatoria corresponde a un modelo
cuadratico y cubico de biodegradabilidad para las mezclas binarias y ternarias de
sustratos. El coeficiente B representa los efectos sinérgicos (+) o antagonicos (-)

de las fracciones.
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Los efectos sinérgicos del proceso de codigestion anaerobia pueden ser
evaluados a partir de los resultados de ensayos de biodegradabilidad anaerobia
(Labatut et al., 2011). Los efectos sinérgicos se determinan al comparar la
produccion especifica de metano (PEM) con la produccion especifica de metano

ponderado (PEMP) calculado con la ecuacion (5).

PEM Axa+ PEM B+
a+f

PEMP =

(5)

Donde, PEM Ay PEM B representa la produccion especifica de metano del
sustrato A y B, respectivamente. ay B corresponden a la fraccion de SV

adicionada del sustrato A y B, respectivamente.

2.4 ESTIMACION DE PARAMETROS CINETICOS

El modelo de digestion anaerobia N°1 (ADM1por sus siglas en inglés) desarrollado
por el grupo IWA fue disefiado a partir de la integracion de la mayoria de los
modelos para validacion de estudios de DA (Bastone et al., 2002). EI modelo
permite hacer una descripcién de los fendmenos fisicoquimicos, bioquimicos y
microbiolégicos involucrados en la DA a partir de una caracterizacion fisicoquimica
detallada del sustrato en términos de la fraccion de inertes, solubles,

carbohidratos, lipidos y proteinas (Astals, et al., 2013).

El modelamiento del proceso anaerobio comienza con la consideracion de la
hidrolisis como la principal etapa limitante del proceso cuando altas
concentraciones de sélidos estan presentes. Esta consideracion permite definir la
desintegracion del material particulado (moléculas de alto peso molecular) como
un parametro cinético denominado constante de desintegracion hidrolitica
(ecuacion 4) (Gali et al., 2009). Donde, Kgis corresponde al pardmetro cinético de
desintegracion y X; representa la concentracion de material particulado en el

sustrato.
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aX;
dt

= —KgisX; (6)
Teniendo en cuenta la relacion existente entre la biodegradabilidad del sustrato y
produccion especifica de metano. La ecuacion 6 se puede integrar para obtener un
modelo de primer orden, ecuacion 7, que permite calcular el pardmetro cinético de
desintegracion a partir del ajuste de los datos experimentales del perfil de
metanizacion.

B(t) = B,(1 — e faist) (1)

Donde, B(t) representa la produccién especifica de metano (m* CHa/kg SV) en el
tiempo t, B,(m® CHu/kg SV) corresponde a la méaxima produccién especifica de

metano y K,; (d}) el parametro cinético de desintegracion.

Modificaciones al modelo de primer orden han sido propuestas para condicionar la
produccion de metano a la velocidad de biodegradacion del sustrato, la cual varia
de acuerdo a la complejidad del mismo (Li, et al., 2013a). Este modelo

corresponde a la ecuacién 8.

B = Bo[(1—p) — (1 = p)exp(—kt)] (8)

Donde B (m® CH./kg SV) es la produccién especifica de biogas en un tiempo t (d),
B, (Mm® CHu/kg SV) es la méaxima produccién especifica de biogas alcanzada, S es
la fraccion no biodegradable del sustrato y K es la denominada constante de
desintegracion del material particulado (carbohidratos, lipidos y proteinas) del

sustrato.

Otros modelos de primer orden como la ecuacion de Gompertz se emplearon para
reproducir de manera rapida y sencilla la velocidad de produccion de biogas
(ecuacion 9) (Li, et al.,, 2013b). Adicionalmente, el modelo incluye un parametro
cinético que describe la fase de latencia que permite dar informacién sobre los

tiempos de adaptacion de los microorganismos a las condiciones del medio.
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B = B, exp (— exp [“Bioe A-t)+ 1]) (9)

Donde B (ml/g SV ad) es la produccién especifica de biogas en un tiempo t (d), B,
(ml/g SV ad) es la maxima produccidn especifica de biogas alcanzada, u,, es la
velocidad de produccion de biogas (ml/g SV ad. d), 4 se refiere a la etapa de

latencia (dias) y e equivale al numero de Euler.

Distintos modelos matematicos de regresion han sido empleados para describir la
cinética y optimizar la produccion de metano a partir de gallinaza de jaula. La
operacion de un reactor UASB se evalué mediante la formulacién de un modelo
matematico en funcion de la produccion de biogas (Qg), tiempo de retencion

hidraulico () y Carga organica (S;). El modelo se describe en la ecuacion 10.
Qg = 0.005775 (9)~10135,101? (10)

El modelo permitié definir los valores éptimos de remocién de COD del 83.6 % y
90.6% para tiempos de retencion hidraulicas entre 7.9 y 14.3 dias (Gungor-Demirci
& Demirer, 2004).

2.5 OPTIMIZACION DE LA SINERGIA DE LA CODIGESTION ANAEROBIA
DE LA GALLINAZA DE JAULA

2.5.1 Origen deindculo, sustrato y cosustratos

El inéculo utilizado corresponde a estiércol bovino pre digerido como se describio
en el capitulo 1. Sustrato y cosustratos se obtuvieron de las industrias
colombianas. La gallinaza de jaula (GJ) se obtuvo de una granja avicola
(7°12'15.0"N 73°07'47.9"W); la melaza de cafia de azucar (MC) se recolecté en
una refineria de cafa de azucar (7°12'15.0"N 73°07'47.9"W); el glicerol crudo (GC)
fue tomado de una refineria de petrdleo (7°12'15.0"N 73°07'47.9"W) y el
lactosuero (LS) fue suministrado por una empresa lactea (7°12'15.0"N
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73°07'47.9"W). Los residuos fueron refrigerados a 4°C para su posterior

caracterizacion.

2.5.2 Disefo experimental

El ensayo de metanizacion se llevd a cabo por triplicado a 37 + 2 ° C durante 30
dias segun el procedimiento descrito por Angelidaki et al (2009). Cada reactor de
60 ml contenia 12 ml de in6culo y una carga organica de 9 g SV/L equivalentes a
una relacion inoculo/sustrato (RIS) de 2 en base a sélidos volatiles (SV). El
volumen de operacién se ajustd a 35 ml con agua destilada y se sellaron los
digestores con tapones de butilo y agrafes metalicos. Ensayos blancos de solo
indculo, se realizaron por triplicado para descontar el metabolismo enddgeno del

in6culo.

2.5.3 Diseiio de mezcla

La aleatoriedad de los experimentos se elimind mediante la implementacion de un
disefio estadistico enrejado simplex {4,3}- aumentado con puntos axiales. El
disefio experimental se representd graficamente con un tetraedro compuesto de
una base triangular y caras llamadas simplex (Figura 7). Tres simplex,
denominados regiones de interés, fueron evaluados: A {GJ, MC, GC}, B {GJ, GC,
LS}, C {GJ, MC, LS}. Cada simplex constaba de 13 puntos (relaciones de mezcla),
donde los vértices corresponden a la monodigestion de cada sustrato. El vértice
superior del tetraedro fue la proporcion pura de GJ vy los vértices de la base fueron
las proporciones puras de MC, GC y LS. En los puntos sobre los ejes se ubican
las proporciones binarias y los puntos al interior del simplex coinciden con las
proporciones ternarias. El resumen de las proporciones evaluadas para cada uno
de los simplex se muestra en la tabla 3. Todas las proporciones fueron calculadas
con base a solidos volatiles (SV). El software MINITAB 17 (Licencia 17.1.0.0) se
emple6 para generar el disefio y examinar estadisticamente los datos
experimentales mediante analisis ANOVA. La minima diferencia significativa de
Fisher se calculé con una confianza del 95% para comparar por parejas las

medias de las producciones especificas de metano.
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Figura 7. Disefio enrejado simplex {4,3}.

Tabla 3. Disefio estadistico enrejado simplex {4,3}- aumentado con puntos axiales

_ Simplex A Simplex B Simplex C
Proporcion

GJ MC GC GJ GC LS GJ LS MC
1 17 66 17 17 66 17 17 66 17
2 33 0 67 33 0 67 33 0 67
3 0 67 33 0 67 33 0 67 33
4 100 0 100 0 100 0
5 33 67 33 67 33 67
6 34 33 33 34 33 33 34 33 33
7 17 17 66 17 17 66 17 17 66
8 0 100 0 100 0 100
9 67 33 67 33 67 33
10 67 33 0 67 33 0 67 33 0
11 0 33 67 0 33 67 0 33 67
12 66 17 17 66 17 17 66 17 17
13 0 100 0 0 100 0 0 100 0
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2.5.4 Técnicas analiticas

Los analisis de solidos totales (ST), sélidos volatiles (SV), demanda quimica de
oxigeno (DQO), volumen producido de metano, nitrégeno total Kjeldahl (NTK),
nitrégeno amoniacal total (NAT), carbono orgénico total (COT), proteinas y lipidos
se realizaron de acuerdo con los Métodos estandares para el examen de las
aguas residuales (APHA, 2005). La relacion C/N se determin6 dividiendo la
concentracion de COT sobre la concentracion de NTK. Los carbohidratos se
calcularon a partir de la sustraccion de las proteinas y lipidos de soélidos volatiles
(Gali et al., 2009). La alcalinidad total (AT) y acidos grasos volatiles totales (VFA)
se cuantificaron por titulacién (Jobling-Purser et al, 2014). Los valores de pH se

determinaron mediante un medidor de pH (691, Metrohm).

2.5.5 Identificacion de los efectos sinérgicos

La sinergia se identificé a partir del andlisis de la produccion especifica de metano
(PEM). La evaluacion de los efectos sinérgicos se realiz6 mediante la ecuacién 11.

PEM
0= PEMP

(11)

Donde, PEM representa la producciéon especifica de metano obtenida y PEMP
corresponde a la media ponderada del efecto obtenido en la digestién individual de
los residuos. El PEMP se calculé de acuerdo a la ecuacion 5. El significado del

resultado de la ecuaciéon 11 se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Significado del valor @

Resultado Descripcién

0 >1 Existe efecto sinérgico

0 <1 Existe efecto antagdnico

p=1 El resultado no es claro
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Para cada simplex se encontré una proporcion de mezcla con un maximo valor de
@, la cual se considerd6 como proporcion sinérgica optima. En esta investigacion,
se presenta un nuevo enfoque para la evaluacion de la sinergia, que integra tres
componentes: a. Efecto de la concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas;
b. Aumento de carga organica y c. Concentracion de NAT como inhibidor del

proceso

2.5.6 Validacién de los efectos sinérgicos
Con el objetivo de validar la presencia de la sinergia en la codigestion anaerobia

de GJ con residuos industriales, se propuso duplicar la carga organica de 9 g SV/L
a 18 g SVIL, para las proporciones sinérgicas 6ptimas de cada simplex. El ensayo
de biodegradabilidad anaerobia se realizé a las mismas condiciones de operacion
de la etapa anterior. Los valores del pH, capacidad tampdn (Relacidon AGV/AT) y
concentracion final de NAT se consideraron como variables de respuesta. Un
modelo de primer orden (ecuacién 7) se utilizé para evaluar la biodegradabilidad
de las mezclas con los méas altos valores sinérgicos a las cargas organicas
probadas. El ajuste del perfil de metanizacidon permitié la obtencién de los
parametros cinéticos de hidrolisis (Kgis) y maxima produccion especifica de metano
(Bo). Los parametros del modelo se calcularon con la herramienta curve fitting
(cftool) del software MATLAB R2014a (Licencia 271828).

2.6 RESULTADOS

2.6.1 Caracterizacion de los residuos

Las principales caracteristicas del sustrato (GJ) y cosustratos (MC, GC y LS) se
resumen en la Tabla 5. Todos los residuos mostraron valores de pH inferiores a
6.5, excepto la GJ que mostr6 valor de pH superior a 8.0. Los residuos mostraron
una relacion SV/ST entre 0.52 y 0.98, indicando alto contenido de materia
organica potencialmente biodegradable. Sin embargo, gran parte de la materia
organica en los cosustratos es rapidamente biodegradable haciendo susceptible el
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proceso a acidificaciones (Yang et al., 2015). La MC present6 el mayor contenido
de carbohidratos de 82.5% asi como GC y LS mostraron el mayor contenido de
lipidos del 49.3 % y proteinas del 23.0%, respectivamente. Por otra parte, para
cada residuo se encontrd una relacion C/N fuera del rango reportado como optimo
(20-25) para el proceso de degradacién anaerdbica (Mata-Alvarez et al., 2014). La
GJ presento la relaciéon C/N més baja, lo cual se representd en una concentracion
alta de NAT igual a 843.5 mg/L. Lo anterior demuestra que tanto el sustrato como
los cosustratos no presentan las condiciones adecuadas para el proceso
anaerobio. Sin embargo, las mezclas entre residuos podrian garantizar el éxito de

la digestion anaerobia.

Tabla 5. Caracterizacion de sustrato y cosustratos

Parametro Unidad GJ MC GC LS
pH - 7.5 5.6 5.0 3.8
DQO g/L 198.0 1387.8 1914.0 53.0
ST g/L 224.7 767.2 680.3 42.0
SV g/L 116.9 561.2 670.4 37.7
SVIST - 0.52 0.73 0.98 0.90
AGV mg/L 16680 3420 5790 9860
Carbohidratos % 17.1 82.5 41.2 55.3
Proteinas % 23.5 5.8 5.6 23.0
Lipidos % 1.8 0.9 49.3 1.9
C/N - 10.8 53.6 57.5 19.9
NAT mg/L 843.5 7.8 23.3 46.7

(%) Porcentaje en base humeda

2.6.2 Evaluacion de la sinergia desde el punto de vista de la composicién
del sustrato.

En esta seccién se evalué el efecto de la concentracion de carbohidratos, lipidos y
proteinas en la co digestion de la gallinaza de jaula.

2.6.2.1 Produccion especifica de metano en disefio lattice Simplex
La figura 8 presenta las vistas frontales para cada una de las caras del tetraedro

denominadas simplex A, simplex B y simplex C. Cada vista frontal corresponde a
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una gréfica de contorno construida a partir de la produccién especifica de metano
(PEM) con la ayuda del software MINITAB 17 (Licencia 17.1.0.0). La grafica de
contorno fue util para identificar el efecto de cosustratos ricos en carbohidratos
(Melaza de cafa), lipidos (Glicerol crudo) y proteinas (Lactosuero), sobre la PEM
de la gallinaza de jaula. En la gréfica de contorno, la respuesta es analizada
estadisticamente para delimitar al interior del simplex regiones con la misma
significancia estadistica. Cada region fue demarcada con un tono de la escala
verde-azul, el cual es gradual a la magnitud de la respuesta. Las zonas de color
verde intenso corresponden a las proporciones que presentaron estadisticamente
las mayores PEM, mientras que las zonas de color azul suave corresponden a las

proporciones que mostraron estadisticamente las menores PEM.

El Simplex A muestra el efecto de mezclar gallinaza de jaula con residuos ricos en
carbohidratos (melaza de cafia) y lipidos (glicerol crudo). De acuerdo con el
resultado, la madxima PEM se obtuvo entre el punto centroide y la proporcion
33:33:64 de GJ:MC:GC. La PEM promedio obtenida para cualquier punto de esta
region fue 0.45+0.02 m*® CHu/kg SV, correspondiente a una mejora en PEM de la
GJ del 32%. Este resultado indica que la PEM de la GJ mejora al incrementar la
concentracion de lipidos en el biodigestor. Para la zona de maxima respuesta en
el simplex A, la concentracion de glicerol crudo estuvo entre 1.53 g SV/L y 5.94 g
SVI/L. Estos valores son recomendados por la literatura para lograr altas tasas de
remocién de sélidos usando glicerol como cosustrato (Neumann et al 2015;
Panpong et al. 2015). La zona con menor PEM correspondio al vértice inferior
derecho (proporcion pura de GC) donde, la concentracion de glicerol crudo fue 9 g
SV/L. No obstante, en mezclas de GJ, MC y GC las concentraciones de glicerol
crudo se deben mantener inferior a 6 g SV/L para garantizar efectividad del

proceso anaerobio.
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Figura 8. Graficas de contorno de mezclas para la codigestion de gallinaza de

jaula con melaza de cafia, glicerol residual y lactosuero
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El simplex B muestra las interacciones entre la gallinaza de jaula (GJ), glicerol
crudo (GC) y lactosuero (LS). De acuerdo con la gréafica, la maxima respuesta se
presentd en las zonas comprendidas entre el punto centroide y el vértice inferior
derecho. Para esta regién la PEM promedio fue 0.56+0.03 m® CHakg SV
equivalentes a un incremento del 64% en el PEM de la GJ. De acuerdo al
resultado se puede inferir que el lactosuero presentd buena afinidad como
cosustrato para la codigestion anaerobia con gallinaza de jaula. La afinidad en los
residuos reduce la fase de latencia durante los primeros dias de digestion
incrementandose la biodegradabilidad de la mezcla (Wang et al., 2015).
Probablemente, la afinidad entre la GJ y LS pudo ser consecuencia de la
naturaleza en su composicion rica en proteinas. Igualmente, el elevado potencial
de biometanizacion del lactosuero facilité el mejoramiento PEM. No obstante, para
las mezclas GJ, GC y LS la concentracion de proteinas en la mezcla se debe
mantener alta para asegurar mejoras en la PEM.

Para el Simplex C la mayor respuesta se alcanzo alrededor del punto centroide
donde las proporciones de mezcla son iguales para GJ, MC y LS de 3 g SVI/L.
Para esta region la PEM promedio obtenida fue de 0.55+0.04 m® CHa/kg SV,
equivalentes a un 62% en la mejora de la PEM respecto a la GJ. La menor PEM
se alcanzé alrededor de la arista comprendida entre el vértice superior e inferior
derecho donde se presentd alta concentracion de melaza de cafa. Estudios han
demostrado que los carbohidratos tienen una velocidad de biodegradacion lineal
en comparacion con las proteinas y lipidos que presentan velocidades de
biodegradaciones no lineales (Yang, et al., 2015). No obstante, es probable que
exista poca afinidad al mezclar gallinaza de jaula con un residuo rico en
carbohidratos como la melaza de cafia. Sin embargo, la rapida velocidad de
biodegradacion en residuos ricos en carbohidratos sirve como soporte para
eliminar las fases de latencias en proporciones con altas concentraciones de
lipidos (Astals et al., 2014).

54



2.6.2.2 Evaluacion de los efectos sinérgicos y antagénicos ().

Las PEM obtenidas experimentalmente corresponden a indicadores de
biodegradabilidad. En los experimentos con mezclas, las graficas de contorno son
utilices para identificar las proporciones optimas en términos de la PEM. Sin
embargo, cualquier proporcion sobre la regibn de maxima respuesta podria ser
tomada en cuenta al no presentar diferencia significativa con los demas puntos de
la regidn. En CoDA, los efectos sinérgicos y antagonicos podrian determinarse
como parametros de estabilidad para hacer una discriminacion de los datos
adicional a la PEM. Los efectos sinérgicos son consecuencia de la contribucién del
cosustrato en términos de alcalinidad, oligoelementos, nutrientes, o cualquier
caracteristica que el sustrato carezca por si mismo, resultando en una mejora de
la estabilidad del proceso y por lo tanto de la PEM. Del mismo modo, los efectos
antagonicos pueden provenir de varios factores, tales como caidas en el pH, la
toxicidad del amoniaco, alta concentracion de acido volatil, entre otros (Labatut et
al., 2011). La existencia de efectos sinérgicos promueve digestiones anaerobias

estables, asi como la mitigacion de inhibiciones (Sharma et al., 2013).

La Tabla 6 presenta los efectos sinérgicos y antagonicos para mezclas binarias de
GJ con residuos ricos en carbohidratos (melaza de cafia), lipidos (glicerol crudo) y
proteinas (lactosuero). Los efectos sinérgicos se evidenciaron para las mezclas
binarias con valores de @ entre 1.05 y 1.68. La mayoria de las mezclas binarias
presentaron efecto sinérgico excepto la proporcion LS:MC de 67:33, la cual
presentd un valor antagonico de @= 0.86. El antagonismo en la mezcla refleja su
inestabilidad, la cual podria ser consecuencia de acidificaciones por el bajo pH

tanto del lactosuero como de la melaza de cafa
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Tabla 6. Efecto de los cosustratos en mezclas binarias con GJ

X, X, X, Simplex A | SimplexB | Simplex C
33 0 67 1.58 1.05 1.13
0 67 | 33 1.68 1.08 0.86
33 67 0 1.13 1.58 1.05
67 0 33 1.59 1.09 1.10
67 | 33 0 1.10 1.59 1.09
0 33 67 1.32 1.32 1.25

Simplex A {X1:GJ; X,:MC; X3:GC}; Simplex B {X1:GJ;
X2:GC; X3:LS}; Simplex C {X1:GJ; X2.LS; X3:MC}

La Tabla 7 presenta los efectos sinérgicos y antagdénicos para mezclas ternarias
de GJ con residuos ricos en carbohidratos (melaza de cafa), lipidos (glicerol
crudo) y proteinas (lactosuero). En general, todas las mezclas ternarias
presentaron efectos sinérgicos demostrado en valores de @ entre 1.25 y 2.67,
rango superior al obtenido para las mezclas binarias. Las proporciones de mezclas
con los valores mas altos de @ de cada simplex, se consideraron como mezclas
sinérgicas Optimas. Para el simplex A, el maximo valor sinérgico (¢ =2.67) se
presentd para la mezcla ternaria GJ:MC:GC de 17:17:66. Para el Simplex B, la
proporcion sinérgica optima fue GJ:GC:LS de 17:66:17 con un valor @ equivalente
a 2.29. Mientras que para el Simplex C, la proporcidon sinérgica optima
correspondio a la mezcla GJ:MC:LS de 34:33:33, la cual alcanzo una sinergia de @
=1.38. Lo anterior, confirma las ventajas de la codigestibn multicomponente con
respecto a la tradicional mezcla binaria. Pagés-Diaz et al. (2014) también
encontraron en la codigestion multicomponente una alternativa promisoria para
mitigar problemas de inhibicién y mejorar la estabilidad del proceso anaerobio. De
acuerdo al estudio, la sinergia en la codigestibon de mezclas ternarias y
cuaternarias con residuos solidos de las plantas de sacrificio bovino (viseras,

sangre, rumen), estiércol, residuos de poda y residuos soélidos urbanos presento
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una mejor distribucion de nutrientes que propicio el rapido y correcto desarrollo de

consorcios microbianos.

Tabla 7. Efecto de los cosustratos en mezclas ternarias con GJ

X, X, X, Simplex A | Simplex B | Simplex C
17 66 17 1.38 2.29 1.16
34 33 33 1.66 1.48

17 17 66 2.67 1.25 1.26
66 17 17 154 1.37 1.25

Simplex A {X1:GJ; X2:MC; X3:GC}; Simplex B {X1:GJ; X2:GC; X3:LS}
Simplex C {X1:GJ; X2:LS; X3:MC}

La tabla 8 muestra la composicidon nutricional (carbohidratos, lipidos y proteinas)
paras las mezclas sinérgicas Optimas. Las mezclas GJ:MC:GC de 17:17:66 y
GJ:GC:LS de 17:66:17 presentaron concentraciones de lipidos alrededor del 33%
en peso humedo. Dichas concentraciones se pueden considerar elevadas si se
comparan con la concentraciéon de lipidos de la mezcla sinérgica optima GJ:MC.LS
de 34:33:33 y la concentracién de lipidos en la gallinaza de jaula, las cuales no
sobrepasaron los valores de 1.8% en peso hiumedo. Todas las mezclas sinérgicas
Optimas presentaron concentraciones de carbohidratos altas permitiendo inferir
que a nivel nutricional los carbohidratos representan un soporte para la
biodegradacion de lipidos. Por otra parte, para las mezclas sinérgicas 6ptimas las
proteinas mantuvieron concentraciones intermedias, lo cual podria conducir a un

sistema anaerobio con producciones de amonio controladas.

No obstante, es posible concluir que altas concentraciones de lipidos en la mezcla
estimulan la sinergia del proceso. Entre los macro nutrientes, los lipidos presentan
el mayor potencial tedrico de biometanizacion pero requieren bajas velocidades de
cargas al disminuir el rendimiento de los digestores cuando se alcanza la

constante de saturacion de 1500 mg/L (esposito et al., 2014; Palatsi et al., 2009).
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No obstante, la sinergia podria estar ligada a la carga méaxima sostenible de
lipidos durante el proceso degradativo. La cual se podria traducir a tiempos de
retencidbn para optimizacion de sistemas continuos y solucion de problemas

operacionales a traveés de la sinergia.

Tabla 8.Comparacion de la composicidén de las mezclas sinérgicas optimas con la

composicion de la gallinaza de jaula.

Proporcion Carbohidratos | Lipidos | Proteinas
N (@)
sinérgica 6ptima (%) (%) (%)
GJ:MC:GC 17:17:66 44.1 33.0 8.7 2.67
GJ:GC:LS 17:66:17 39.5 33.2 11.6 2.29
GJ:MC:LS 34:33:33 51.3 1.5 17.5 1.38
Gallinaza de Jaula 23.5 1.8 17.1 1

2.6.3 Evaluacién de la sinergia desde el punto de vista operacional
La sinergia vista desde el punto operacional se evalu6 teniendo en cuenta la

incidencia de los parametros cinéticos sobre el aumento de carga organica.

2.6.3.1 Parametros cinéticos de biodegradabilidad
La figura 9 presenta una comparacion entre la PEM y sus respectivas superficies

de incertidumbre para los pardmetros cinéticos. La maxima produccion especifica
de metano (B,) y constante de hidrodlisis (Kgis), son los parametros cinéticos que
describen la velocidad de biodegradacién del sustrato (Gali et al., 2009). El
tamafio de las superficies de incertidumbre corresponde a la desviacion estandar
de los parametros cinéticos. Las areas rellenas pertenecen a los experimentos
llevados a cabo a una carga organica de 18 g SV/L mientras que las areas vacias
corresponden a los experimentos con carga de 9 g SV/L. De acuerdo con la
informacion mostrada en figura 9, la incertidumbre de los parametros cinéticos
incrementa ligeramente a cargas organicas pequefias, lo cual indica que la
concentracion de sustrato debe mantenerse alta con el fin de alcanzar resultados

mas confiables.
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Figura 9. Comparacion de las superficies de incertidumbre para la tasa de
produccién de metano. Area completamente rellenas y areas vacias representan
cargas organicas de 18 g VS/L y 9 g VSI/L, respectivamente.

0,80
0,70

0,60 U
0,50
0,40 P O

0,30
0,20

0,10 o ‘

0,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Bo+Kgis (M3 CH,/kg SV.dia)

PEM (m?3 CH,/kg SV)

En la figura 9 se observa que al duplicar la carga organica la mezcla GJ:MC:.LS de
34:33:33, aument6 significativamente (p = 0.000) la PEM desde 0.57 + 0.02 m®
CHu/kg SV hasta 0.66 + 0.01 m® CHakg SV. Por el contrario, las mezclas
GJ:GC:MC de 17:17:67 y GJ:GC:LS de 17:66:17 presentaron disminuciones en la
PEM. Para la carga de 18 g SVI/L, las mezclas GJ.:.GC:MC de 17:17:67 y
GJ:GC:LS de 17:66:17 alcanzaron PEM de 0.11 + 0.01 m*® CHa/kg SV y 0.13 *
0.00 m® CHukg SV, valores inferiores a la PEM alcanzada por el control
(monodigestién de GJ) de 0.38 + 0.01 m® CH4/ kg SV.

El anterior resultado se sustenta con la informacién de la tabla 9, correspondiente
a los parametros cinéticos obtenidos para las diferentes cargas. Al duplicar la
carga organica, las mezclas GJ:GC:MC de 17:17:67 y GJ:GC.LS de 17:66:17
aumentaron la Kgs hasta 0.38 + 0.02 dias™ y 0.74 £ 0.02 dias™, respectivamente.
Para dichas cargas los incrementos en la velocidad de hidrdlisis causaron el
declive en la PEM. Los valores elevados en la Kgis indican una rapida hidrolisis de
las fracciones solubles del residuo (Astals et al, 2015). La rapida hidrolisis se debe
a una mayor actividad acidogénica, la cual es estimulada al presentarse mayor
disponibilidad de nutrientes cuando la carga organica es alta (Tanimu et al., 2014).
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Dado que el coeficiente del rendimiento celular (Yys) de las bacterias acidogénicas
(0.15-0.17 g VS/g COD) es mucho mayor que el rendimiento de las bacterias
acetogénicas (0.025-0.051 g VS/g DQO) y archaea metanogénicas (0.020-0.054 g
VS/g DQO) (Viana et al., 2012). En consecuencia, los procesos anaerobios se
deben operar a cargas organicas donde la actividad hidrolitica sea proporcional a
la velocidad acetogénica y metanogénica para evitar caidas en el pH que

conduzcan a la acidificacién del proceso.

Tabla 9. Produccién especifica de metano (PEM) para las proporciones sinérgicas
optimas a cargas organicas de 9 g SV/Ly 18 g SV/L.

B Carga PEM Bo Kais

Proporcion 3 3 .1

(g SVIL) | (m” CH4/kg SV) | (m” CH4/kg SV) (dia™)
GJMC:GC 17:17:67 | 9 (O) 0.51 +0.04 0.56 + 0.01 0.10 + 0.03
GJ:GC:LS 17:66:17 9 (0) 0.60 + 0.02 0.64 + 0.02 0.11 +0.03
GJ:MC:LS 34:33:33 9 () 0.57 +0.02 0.58 + 0.02 0.15 + 0.02
Control GJ 9 (0) 0.34+0.01 0.36 + 0.01 0.11 +0.01
GJ:MC:GC 17:17:67 | 18 (@) 0.11+0.01 0.11+0.01 0.38 + 0.02
GJ:GC:LS 17:66:17 | 18 (@) 0.13 +0.00 0.13+0.01 0.74 £ 0.02
GJ:MC:LS 33:33:34 | 18 (%) 0.66 + 0.01 0.66 + 0.01 0.11+0.01
Control GJ 18 (@) 0.38 +0.01 0.43+0.01 0.07 £ 0.02

Por otra parte, al duplicar la carga para la mezcla GJ:MC:.LS de 34:33:33 se
presenté una disminucién en el valor de la Kgs desde 0.15+ 0.02 dias™ a 0.11 +
0.01 dias™. Para la mezcla GJ:MC:LS de 34:33:33 la velocidad hidrolitica se redujo
hasta valores proporcionales a la velocidad acetogénica y metanogénica,

generando estabilidad en la homeostasis celular que impidioé un declive en la PEM.

Para la carga organica de 9 g SVI/L, las constantes de hidrdlisis (Kgs) de las
mezclas sinérgicas Optimas fueron estadisticamente iguales a la monodigestion de
gallinaza. Las Kgs obtenidas estuvieron en el rango entre 0.10-0.15 dias™, valores
similares a los comunmente reportados en la literatura para codigestiones con

gallinaza de jaula (Li et al., 2013; 2014). No obstante, a bajas cargas organicas la
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codigestion no presentd un efecto significativo sobre las velocidades de
biodegradacion.

En términos generales, a una carga organica de 18 g SV/L prevalecieron efectos
antagonicos para los componentes de la mezcla GJ.:GC:MC de 17:17:67 y
GJ.:GC.LS de 17:66:17. A la carga de 18 g SV/L solo la mezcla GJ:MC.LS de
34:33:33 presentd efectos sinérgicos. Por su parte, para todas las mezclas
evaluadas a una carga organica de 9 g SV/L se presentaron efectos sinérgicos,
dado que los compuestos toxicos o intermedios se mantuvieron por debajo de los
umbrales de inhibicion o saturacion. Estos resultados representan un nuevo
enfoque para la evaluacion del efecto sinérgico en la CoDA. Una mezcla
presentaria un efecto sinérgico efectivo cuando la adicion del cosustrato permite
aumentar la carga organica, al mismo tiempo que son contrarrestados factores
negativos en el desempefio de la mezcla, tales como el pH, acumulacién de
acidos y toxicidad del amoniaco. Un efecto sinérgico efectivo facilitaria la
operacion de biodigestores anaerobios con alta velocidad de produccion de
biogas, bajos tiempos de retencién hidraulica y rapida velocidad de estabilizacién,

lo cual garantizaria un sistema anaerobio 6ptimo.

2.6.3.2 Perfil de cambio de los parametros de control para las mezclas
sinérgicas optimas.

La Figura 10a presenta la variacion de pH durante los 40 dias del periodo de
digestion. De acuerdo al resultado, las mezclas codigestadas a una carga organica
de 9 g VS/L mantuvieron variaciones en el pH en el rango de 7.6- 8.4 en el periodo
de digestion, valores adecuados para el desarrollo de los microorganismos
metanogénicos (Nui et al., 2014). Por el contrario, a 18 g SVI/L, solo la mezcla
GJ:MC:LS de 34:33:33 presentod variaciones dentro del rango apropiado de pH.
Las mezclas GJ:GC:MC de 17:17:64 y GJ:GC:LS de 17:64:17 disminuyeron el pH
hasta el rango inhibitorio de 5.4 - 6.4, el cual se mantuvo constante durante todo el

periodo de digestion. De acuerdo con la figura 10b, la capacidad buffer respondié
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a la dinamica de variaciéon del pH para una carga organica de 9 g VS/L. Para esta
carga, los valores de capacidad buffer se mantuvieron en el rango 6ptimo de 0.2-

0.8 (Li et al., 2013), indicando un proceso anaerobio estable.

Figura 10. Perfil de variacion de pH (a) y capacidad tampén (b) durante el periodo
de digestion para proporciones de GJ:MC:GC de 17:17:66 (9 g/L-e-and 18 g/L -¢-);
GJ:GC:.LS de 17:66:17 (9 g/L - and 18 g/L -#-); GJ:MC.LS de 34:33:33 (9 g/L
and 18 g/L ) y control GJ (9 g/L -e- and 18 g/L -¢-).
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Por otra parte, a 18 g SV/L solo la mezcla GJ:MC:LS de 34:33:33 present6 valores
estables en la capacidad buffer mientras que las proporciones GJ:GC.LS de
17:17:64 y GJ:GC.LS de 17:64:17 mostraron valores de inestabilidad (0.84 + 0.06
y 0.90 + 0.08, respectivamente) desde los primeros dias de digestion. Al dia 5 de
digestién, las proporciones GJ:GC.LS de 17:17:64 y GJ.GC.LS de 17:64:17
alcanzaron valores en la concentracién de AGV de 8,040 + 1,188 mg/L y 10,020 +
933 mg/L, lo que causO valores de pH inferiores a 6.5 implicando completo
consumo de la alcalinidad total para el sistema anaerdbico. Lo anterior confirma un

efecto sinérgico efectivo para la mezcla GJ:MC.LS de 34:33:33, dado que el
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incremento en la carga organica estimuld el proceso biodegradativo y permitié un

procesos anaerobio bajo condiciones estables de pH y capacidad buffer.

2.6.4 Evaluacion de la sinergia desde el punto de vista de la inhibicién del
proceso

La concentracion final de nitrégeno amoniacal total (NAT) para las mezclas

sinérgicas Optimas con cargas de 9 g SV/Ly 18 g SV/L se presenta en la figurall.

Figura 11. Concentracion final de nitrdgeno amoniacal total (NAT) para las
mezclas sinérgicas Optimas. Barras vacias corresponden a la carga de 9 g VSIL,

barras rellenas representan la carga de 18 g VS/L.
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La mono digestion de GJ alcanz6 una concentracion final de NAT de 935 + 66
mg/L, mientras que las codigestiones sinérgicas optimas alcanzaron
concentraciones finales de NAT en el rango de 368-361 mg/L. Los resultados
demuestran que con una carga organica de 9 g SVI/L, los ensayos no presentan
inhibicion por NAT, dado que el umbral de toxicidad del amoniaco se encuentra en
un rango entre 2,500 — 3,000 mg/L (Nue et al., 2013). En el caso de los reactores
alimentados con una carga organica de 18 g SVI/L, la monodigestion de la GJ
presentd una concentracion final en NAT de 2,427+ 237 mg/L, valor muy cercano
a la concentracion inhibitoria por amoniaco. Por el contrario, los experimentos de

codigestion se mantuvieron en el rango de 1,220-1,912 mg/L, lo cual permite
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afirmar que la sinergia entre los cosustratos reduce el riesgo de inhibicion por

amoniaco.

2.7 CONCLUSIONES

La sinergia del proceso de codigestion anaerobia se puede determinar a partir del
estudio de un disefio experimental de mezclas. Los efectos sinérgicos fueron
estimulados cuando se presentaron altas concentraciones de lipidos en la mezcla.
No obstante, la sinergia esta4 condicionada a la tolerancia y adaptabilidad de los
consorcios microbianos a operaciones sobre las condiciones de saturacion.
Cargas organicas de 9 g SV/L presentaron efectos sinérgicos al operar por debajo
de las condiciones de saturacién o inhibicion. Los efectos sinérgicos efectivos se
lograron cuando la suplementacién de cosustratos posibilit6 aumentar la carga
organica, al mismo tiempo que se disminuyeron los impactos negativos asociados
a factores téxicos e inhibitorios como caidas en el pH, acumulacion de acidos

grasos y amonio.

Efectos sinérgicos efectivos se pueden garantizar al mantener una mezcla de
gallinaza de jaula (GJ) con alta concentracién de residuos ricos en carbohidratos
(melaza de cafia) y proteinas (lactosuero). La codigestibn multicomponente
GJ:LS:MC de 17:66:17 (base %SV) incrementé la PEM de la GJ desde 0.34+0.01
m® CHakg VS hasta 0.60+0.01m*® CHa/kg VS. Adicionalmente, codigestion
multicomponente propici6 un mayor reajuste de los nutrientes permitiendo un
proceso anaerobio libre de inhibiciones. Dado que los cosustratos empleados en
este estudio son facilmente e incorporables a la cadena productiva del sector
avicola, se hace posible la implementacion de biodigestores anaerobios en el

sector para mejorar la sustentabilidad del proceso productivo.
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3. CAPITULO IIl: MODELAMIENTO DEL EFECTO
SINERGICO DURANTE LA CODIGESTION
ANAEROBIA DE GALLINAZA DE JAULA EN
OPERACION CONTINUA

Resumen

La digestion anaerobia de la gallinaza de jaula es limitada por la inhibicion de
amonio, la cual conduce al estado pseudo-estacionario donde hay una produccién
estable de biogas pero con bajo rendimiento. En este estudio se evalud el efecto
de la sinergia de la codigestién sobre el estado pseudo-estacionario inhibido. El
estudio se realizo a partir de la evaluacion de dos digestores continuos de tanque
agitado. El primer digestor (D1) operé gallinaza como Unico sustrato mientras que
el segundo digestor (D2) oper6 una mezcla sinérgica 6ptima de gallinaza de jaula,
melaza de cafia y lactosuero. Cada digestor fue analizado a partir del monitoreo
de los &cidos grasos volatiles (AGV), pH, capacidad Buffer, velocidad de
produccion de biogas (VPB) y amoniaco. El modelamiento del efecto sinérgico
sobre el estado pseudo estacionario se realizé a partir del ajuste de un modelo de
regresion polindbmica de segundo orden, el cual permiti6 comparar el efecto del
amonio sobre la VPB y el efecto del amonio sobre la acumulacion de AGV. De
acuerdo al resultado, se pudo concluir que la sinergia del proceso de codigestion
anaerobia permite operar los digestores por encima de las condiciones de

saturacion de la monodigestion de GJ.

Ponencia: Marin-Batista J., Castro L., Escalante H. (2015) Effect of total ammonia nitrogen during chicken
manure anaerobic digestion. 2" International congress of mechanical engineering and agricultural science.
Bucaramanga, Colombia. 7-9 de Oct.

Trabajo fin de carrara: Uribe D., Vega M.A. (2015) Efecto del amonio en proceso de digestién anaerobia de
gallinaza de jaula. Escuela de Ing. Quimica. Universidad Industrial de Santander.
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3.1 BIODEGRADABILIDAD ANAEROBIA DE LA GALLINAZA DE JAULA
EN OPERACION CONTINUA

La produccién anual de gallinaza de jaula (GJ) en Colombia supera las 3'436,204
ton (Escalante et al., 2010). El aprovechamiento de esta biomasa como fuente de
energia, permitiria al sector avicola disminuir el consumo de combustibles fosiles y
reducir costos operativos en los sistemas de explotacion (Hamawand et al., 2015).
Dentro de las tecnologias de trasformacion bioquimica de la biomasa a energia, la
digestién anaerobia se ha convertido en la opcidn mas atractiva para este residuo
(Afazeli et al., 2014). Actualmente, las plantas de biogas que operan gallinaza de
jaula como sustrato son limitadas por la presencia del estado pseudo-estacionario
inhibido, el cual se alcanza luego de un largo periodo de operaciéon (Wu et al.,
2016).

El estado pseudo-estacionario inhibido es consecuencia de la inhibicién por
amonio en el proceso. EI amonio difunde en las células de las arqueas
metanogénicas y altera la homeostasis celular (Niu et al., 2013). Al disminuir la
poblacién metanogénica se produce acumulacion de acidos grasos, conduciendo
a un equilibrio dindmico entre acidos grasos volatiles (AGV) y amonio, donde el
proceso opera en estado estable pero con baja produccién de metano (Lu et al.,
2013). Lo anterior, conduce a bajas velocidades de carga que reducen la
factibilidad de operacion del biodigestor y generan poca gestion del residuo
(Huang et al., 2016).

Dado que la GJ es un sustrato heterogéneo, amplios rangos de concentracion de
nitrogeno amoniacal total (NAT) han sido reportados como concentraciones
inhibitorias. Generalmente, la inhibicidbn ocurre en un rango de concentracion entre
2,000 y 4,000 mg/L. Wang et al. (2014) obtuvo valores de concentracion de NAT
entre 565—4,200 mg/L, notando que cuando las concentraciones eran superiores a
2,700 mg/L, la produccién de metano disminuyé notablemente desde 0.35 m®
CH./kg SV hasta 0.05 m® CH./kg SV. Por otra parte, Niu et al. (2014) operaron un

biodigestor CSTR en condiciones termofilas (55°C) y reportaron un rango de NAT
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entre 2,000-7,000 mg/L. En este estudio, se observo que a partir de 4,000 mg/L
de NAT, la produccién de metano disminuyé desde su maximo valor de 0.35 m®
CHa/kg SV hasta 0.29 m® CHa4/kg SV, con un rango de pH estable entre 8.1-8.3.
Incluso a una baja concentracion de amonio de 1,700 mg/L, se ha presentado
inhibicién (Niu et al., 2014). Liu et al. (2012), obtuvieron rangos de concentracion
de NAT entre 200-1,300 mg/L, reportando inhibicion del sistema al alcanzar
concentraciones mayores a 1,000 mg/L; el estudio evidencié que la produccion de
metano descendi6, mientras que el pH aumentaba de 7.5 a 8.2 dando lugar a un

aumento de la toxicidad.

En un estudio tipico de codigestion, la operacion en modo discontinuo permite
formular y optimizar proporciones de mezclas, que posteriormente son evaluadas
en reactores continuos donde se garantiza la estabilizacion de la carga organica
presente en el residuo (Garcia-Gen et al., 2014; Navaneethan et al., 2011). El
proceso de codigestion anaerobia con GJ se ha implementado en reactores
continuos tales como flujo piston (Field et al., 1995); UASB (Yetilmezsoy et al.,
2009); UBF (lbrahim et al., 1997), CSTR (Chamy et al., 2012), configuracion en
tres etapas (Xue et al., 2014) y reactores con sistemas de auto mezclado por
presion (Gangagni et al., 2011).

Cada configuracion requiere de un estudio operacional orientado a seleccionar las
mejores condiciones de operacion. Generalmente, el estudio corresponde a la
evaluacion del desempeiio del biodigestor en términos del tiempo de retencion
hidraulico, que a su vez, permite determinar una velocidad critica de carga
organica en la cual el proceso se operaria sin riegos de inhibicién por elevada
concentracion de NAT. La toxicidad del amonio ha sido ampliamente estudiada en
sistemas continuos. Sin embargo, se requiere informacion para determinar el
efecto sinérgico entre la produccién de acidos grasos volatiles (AGV), amonio y
biogas durante el estado pseudo-estacionario de la codigestion anaerobia de

gallinaza de jaula con residuos industriales.
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3.2 MECANISMO DE INHIBICION POR AMONIO

Las proteinas constituyen una parte importante del sustrato al representar una
fuente directa de nitrégeno (Marti., 2006). En la primera etapa de la DA, las
proteinas son hidrolizadas a aminoacidos por la accion de enzimas proteoliticas
llamadas proteasas. La formacion de los aminoacidos implica principalmente la
desaminacion oxidativa en cetoacidos, seguido por una descarboxilacion de los
cetoacidos (Demeyeret al.,, 1979). Consecuentemente, los aminoacidos se
convierten en &cidos grasos tales como acetato, propionato, butirato, amonio y
amoniaco (Niuet al., 2014). Tanto el amonio como amoniaco se encuentran en
equilibrio quimico (ecuacion 12), y la concentracion relativa de cada uno depende

del pH. El efecto inhibitorio del NH;" aumenta a pH alcalinos.

NH;+ H* & NH* (12)

Las concentraciones de NH;" no solo dependen del pH, también son dependientes
de la concentracion de sustrato, la relacion C/N y la temperatura de digestion
(Marti-Ortega., 2006).Concentraciones de NAT entre 50-200 mg/L resultan
benéficas para los consorcios microbianos (Niu et al., 2014). EI NH4" representa
un aporte de nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano y formacion de
capacidad buffer (Li et al., 2013). Bajas concentraciones de amoniaco facilitan el
crecimiento microbiano dado que representan una fuente de nitrégeno, mientras
que altas concentraciones perturban el desempefio del proceso anaerobico al

disminuir la actividad microbiana (Rajagopalet al., 2013). (Ver tabla 10).
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Tabla 10. Efecto de la concentracién del nitrdgeno amoniacal total en procesos

anaerobios.
CONCENTRACION DE NAT (mg/L) EFECTO
50 a 100 Beneéfico
200-1,000 No presenta efectos adversos

El efecto inhibitorio incrementa
1,500-3,000 conforme lo hace el pH
Superior a 3,000 Toxicidad
Fuente: Kumar, 2008.

La inhibicion por amoniaco se puede presentar en las distintas fases de la DA. El
mecanismo de inhibicidbn se muestra en la figura 12. EI NH3 se difunde a través de
la membrana celular, donde es ionizado hasta NH;'como parte del ciclo de
generacion de ATP en microorganismos estricta mente anaerobios. A diferencia
del amoniaco, el NH;" no puede difundirse facilmente a través de las membranas
lipidicas. Las concentraciones de NH," intracelular y extracelular dependen de la
concentracion de NHsy el pH local. Por lo tanto, las células cuyo pH intracelular es
mas bajo que el pH extracelular, tienen una concentracién de NH;" intracelular
mayor que la de su ambiente. Este desequilibrio de pH inactiva la accién de las
enzimas citosdOlicas que son las encargadas de transformar los azlcares a
piruvato, el cual es un sustrato clave para la produccion de energia, convirtiendo al

NH4 acumulado dentro de las células en una sustancia toxica (Niu, 2014).

Figura 12.Mecanismo de inhibicién del amoniaco
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Los metandégenos hidrogenotréficos son mas tolerantes y favorables para el
crecimiento que los metandgenos acetoclasticos. Por otra parte, la GJ tiene una
alta concentracion de calcio (Ca,") y magnesio (Mg?*), que puede contrarrestar la
inhibicién por NTA. Gracias a una concentraciéon de Ca®'y Mg?*, las células activas
aseguran suficiente ATP producido y potasio (K*) transportado, el K* es acumulado
en el citoplasma de los organismos metandgenos manteniendo el pH intracelular,
esto incrementa el requerimiento de energia de mantenimiento causando la

inhibicion de reacciones enzimaticas. (Niu, et al., 2014; Rajagopalet al., 2013).

3.3 EXPERIMENTACION

3.3.1 Puesta en marcha de los digestores continuos.
Se construyeron dos digestores en material plastico de 5 litros de tanque agitado

gue operaron con un volumen de operacién de 3 L (Figura 13). Ambos digestores
se equiparon con dos valvulas, para alimentacion del residuo y recoleccion del
efluente. Los digestores fueron equipados de un sistema de agitacién continua con
barra magnética a 80 rpm. La operacion del digestor se realizé a las condiciones
locales de temperatura ambiente (25+ 3°C). El biodigestor D1 fue cargado con GJ
como unico sustrato, mientras que el biodigestor de D2 se cargd con una mezcla
sinérgica optima de GJ:MC:.LS de 34:33:33 con base a sélidos voléatiles (SV).
Durante el arranque, los digestores se operaron en forma discontinua a 16g SV/L
cerca de las zonas de saturacion por amonio (Marin-Batista et al., 2015). Luego de
30 dias de operacion se procedié a cargar sustrato continuamente a una velocidad
de carga orgéanica (VCO) de 1 g SV/Ldia, 2 g SV/Ldiay 3 g SV/Ldia. El cambio en

la VCO se realizdé conforme el sistema alcanzo la estabilizacion.
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Figura 13. Biodigestor CSTR

3.3.2 Métodos analiticos
Los &cidos grasos volatiles (AGV), alcalinidad total (AT), pH, nitrégeno amoniacal

total (NAT) y produccion diaria de biogas fueron medidas durante el periodo de
digestién. Los AGV fueron cuantificados por titulacion con NaOH (0.1 N) y la AT
por titulacién con HCI (0.1 N) (Jobling-Purser et al., 2014). El pH fue cuantificado
mediante un medidor de pH (pH meter 691 Metrohm) y el NAT de acuerdo al
protocolo 4500-NH3D del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005). ElI biogas producido durante el tiempo de
experimentacion fue medido por desplazamiento de una solucién saturada con
NaCl para evitar la difusién del gas en el liquido. La produccion diaria de biogas se
expres6 en términos del rendimiento volumétrico de produccion de biogas,
correspondiente al volumen de biogas desplazado diariamente sobre el volumen

de operacion (Wang et al., 2014).

3.3.3 Optimizacion de la sinergia en operacion continua
La dinamica de la operacién anaerobia para D1 y D2 se describié usando el

modelo de segundo orden de la ecuacién 12. Donde, B,, Bi,B, fueron los
coeficientes de correlacion del polinomio y A correspondié a la variable
independiente del modelo equivalente a la concentracion de NAT. El efecto del

amonio sobre la metanogénesis se determind a partir del ajuste de la VPB como
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variable dependiente en el modelo (Y’). Mientras que el efecto del amonio sobre la
acetogénesis se determing a partir del ajuste del AGV como variable dependiente

en el modelo (Y”)

Y= Bo+ BiA+ B A° (12)

Los coeficientes del modelo fueron calculados y analizados estadisticamente
mediante analisis de varianza (ANOVA), empleando el software MINITAB 17
(Licencia 17.1.0.0). EI modelo de inhibicion y metanogénicos fue verificado con los
datos experimentales para D1 y D2. El punto maximo del modelo de inhibicion se
determind por aproximaciones con la primera derivada. Mientras que la
intercepciones en los modelos se calcul6 usando el método algebraico de

igualacion de ecuaciones.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Perfil de produccion de biogas, concentracion de NAT y concentracion
de AGV durante la operacién continta del CSTR.

La figura 14 muestra la velocidad volumétrica de produccion de biogas (a),
acumulacion de AGV (b) y concentracién de NAT (c), a medida que se incrementa
la VCO para D1 y D2. Para la VCO de 1 g SV/L*dia, D1 present6 una velocidad
volumétrica de produccién de biogas (VPB) que oscild entre 0.40-0.57 m*/mdia.
Por su parte, D2 presentd una VPB en el rango 1.34-1.93 m*m?3dia, la cual fue
superior a la VPB de D1. Ambos digestores mantuvieron concentraciones de AGV
oscilantes en un rango de 600- 1,200 mg/L. Sin embargo, D2 demostré una mejor
eficiencia de conversion de AGV siempre mantener la concentracion de AGV a
valores inferiores a D1. Por otra parte, para la VCO de 1 g SV/L*dia, el NAT no
presentd un efecto adverso en el desempefio de D1 y D2, al permanecer en

concentraciones inferiores a 800 mg/L.
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Figura 14. Velocidad de produccion de biogas (VPB), cambios en la concentracion

de NAT y concentracion de AGV durante la operacion continta de D1y D2.
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A partir del dia 60 de operacion D1 y D2 se cargaron con una VCO de 2 g-

SV/L*dia. El aumento en la VCO increment6 la VPB de D1 y D2 hasta
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0.83m*/m3dia y 2.30 m®m?3dia, respectivamente. Sin embargo, a partir del dia 75
D1 comenzé a disminuir su VPB hasta 0.30 m®/m?3dia, valores muy inferiores a la
VPBs obtenidas durante la VCO inicial. Este hecho, se puede asociar al estado
pseudo estacionario de la GJ en el cual el sistema produce biogas bajo
condiciones inhibidas (Nue et al., 2013).Al cargar D1 a una VCO de 2 g SV/L*dia,
los AGV se acumularon hasta alcanzar concentraciones hasta de 14,325 mg/L.
Mientras que D2, mantuvo una concentracion de AGV oscilante en un rango 780-
1800 mg/L que permitieron un produccién de biogas estable. Igualmente, para D1
las concentraciones de NAT se incrementaron hasta valores superiores a 2500
mg/L donde se inicia toxicidad del proceso (Nui et al., 2013). Mientras D2 presento
concentraciones de NAT oscilantes en 800 mg/L y 1800 mg/L, muy por debajo de

la concentracion toxica de amonio.

Dada la operacion inhibida de D1, se procedié operar solo D2 con una VCO de 3 ¢
SV/L*dia. D2 logré alcanzar una VPB estable en un rango de 2.80 -2.95 m*/m3.dia,
valores muy superiores a los valores maximos obtenidos por D1. Estos resultados
son consecuentes con los otros estudios reportados en la literatura. Por ejemplo,
Gelenenis et al. (2007) determinaron para la monodigestion anaerobia de la
gallinaza una VCO 6ptima de 1.8 kg SV/m>.dias con producciones de biogas de
0.55 m®m?.dia. Esta VCO pudo ser incrementada a 4kg SV/m?>.dias, mediante la
codigestion de la mezcla gallinaza (75% V/V) y lactosuero (35% V/V) logrando

producciones de biogas de 1.2 m*m?3.dia.

Por otra parte, los incrementos en la VCO disminuyen la eficiencia de conversion
de AGV dado que existe una mayor acumulacién a incrementar la VCO. Para la
VCO de 3 g SV/L*dia se presentd una acumulacion de AGV entre 2880 mg/L y
4300 mg/L. Por otra parte, el NAT se incrementd hasta valores entre 2300 -2890
mg/L sin causar efecto adverso en la produccién de biogas. No obstante, el efecto
de la sinergia presente en la mezcla de sustratos en D2 permiti6 un mejor
desemperio y estabilidad en el proceso, representado en una mayor velocidad de

conversion de AGV en biogas.
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3.4.2 Cambios en los parametros de estabilidad
La figura 15, muestra los cambios en el pH (a) y capacidad buffer (relacion

AGV/Alcalinidad) (b) durante el periodo de operacién en continuo para D1 y D2.

Figura 15. Perfil de cambios del pH (a) y capacidad buffer (b) durante la operacion

continla de D1y D2.
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Para ambos digestores, los incrementos en la VCO no generaron cambios
drésticos en el pH. Ambos digestores mantuvieron un pH elevado en un rango de
8.6-7.8, valores tipicos para sistemas anaerobios con alto contenido de amonio
(Wang et al., 2014). Por otra parte, los incrementos en la VCO tuvieron incidencia
en la capacidad tampoén del sistema. Durante la VCO de 1 g SV/Ldia, tanto D1
como D2 mantuvieron valores en la capacidad buffer por debajo de 0.40,
indicando una operacion estable durante el proceso biodegradativo. Sin embargo,
al incrementar la VCO, la capacidad tampon buffer en D1 incrementd
constantemente hasta valores superiores a 0.8, a partir del cual se presentan las
inestabilidades en el sistema. En cambio para la D2 la sinergia de la mezcla
permiti6 mantener un proceso estable. Los incrementos en la VCO no generaron
variaciones drasticas en los valores de la capacidad buffer que afectaran la

dinamica del proceso.

3.4.3 Modelamiento de la sinergia de la codigestion anaerobia en el estado
pseudo-estacionario.

El efecto del NAT sobre la metanogénesis (Y’) y la acetogénesis (Y’) se determiné
a partir del ajuste del modelo descrito en la ecuaciéon 12. La tabla 11 muestra los
coeficientes del modelo con su respectivo andlisis de varianza (ANOVA) para D1y
D2.

Tabla 11.Coeficientes y valores —p del modelamiento de D1y D2.

Reactor D1 D2

Modelo Y’ Y” Y’ Y”

Término | Coef P Coef p Coef p Coef P

B, 0.291 - 507,3 - 1.363 - 881.2 -
B, 6x10“ | 0.017 | 0,425 | 0.000 | 0.0003 | 0.000 | -0.561 | 0.000

B, -2x10” | 0.000 | 0,001 | 0.000 | 9x10® | 0.050 | 0.001 | 0.000
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Todos los coeficientes del modelo presentaron significancia estadistica, lo cual
indica que el NAT mantuvo un efecto directo sobre la VPB y los AGV. Las
variables de la VPB y los AGV presentaron un buen ajuste con los valores
experimentales. Todos los ajustes mostraron valores de R? > 90% y R? ajustado >
89.5%. No obstante, la mayoria de los datos obtenidos experimentalmente en
ambos digestores se pueden explicar bajo con la ecuacién 12. La simulacion del
efecto del amonio sobre la metanogénesis y acetogénesis se muestra en la figura

16a para D1y 16b para D2.

Figura 16. Modelamiento del efecto del amonio en la concentracion de AGV y VPB.
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De acuerdo con el resultado, para D1 la VPB éptima de 0.74 m*m®dia se alcanzé
cuando la concentracion de NAT fue de 1500 mg/L. A concentraciones de NAT por
encima del optimo se presenté un declive en la VPB indicando disminucion en la
actividad metabolica de los metandégenos. Esto se puede corroborar a partir del
comportamiento de los AGV respecto al NAT, lo cuales se mantuvieron altos a
concentraciones elevadas de amonio. Lo anterior corrobora que el amonio, en
altas concentraciones, inhibe el consumo de AGV y por ende reduce la VPB. Por
otra parte, en la figura 16a se observo un cruce entre las curvas del modelamiento
de la metanogénesis y acetogénesis formando un punto triple de convergencia
entre AGV, amonio y VPB. En el punto triple la concentracion de NAT fue 2580
mg/L, la VPB fue 0.51 m®/m?3dias y la concentracién de AGV fue 8260 mg/L. Otros
estudios sefialaron inhibicion por amonio a concentracion de NAT superiores a
2500 mg/L e inhibicion por acumulacién de AGV a concentraciones superiores a
8000 mg/L (Kumar, 2008). No obstante, para D1 se pueden establecer en la figura
16a una zona de leve inhibicion y una zona de severa inhibicién. La zona de leve
inhibicion correspondié al rango de 1500- 2510 mg/L de NAT el cual corresponde
a las concentraciones de NAT entre el punto 6ptimo y el punto de intercepcioén. La
zona de severa inhibicion se presentd posterior al punto de intercepcion donde la
concentracion de amonio se comporté como un agente toxico reduciendo el
consumo de AGV y la VPB.

Para el caso de D2, la figura 16b no mostrd intercepciones entre las curvas
resultantes de la simulacion de la dinamica metanogénica y acetogénica. Para D2,
la VPB incremento proporcional a incrementos en la concentracion de AGV y NAT.
La produccion de biogas optima de 3.1 m®m®dia se logr6 cuando las
concentraciones de NAT fue 3000 mg/L y la concentraciéon de AGV fue 4000 mg/L.
Notese que los AGV no se acumularon a pesar que la concentracion de NAT
sobrepaso el umbral de inhibicion. Probablemente, la sinergia del proceso de
codigestion condujo a un proceso anaerobio estable con rapida velocidad de
biodegradacion y libre de inhibicion por NAT.
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3.5 CONCLUSIONES

La digestién anaerobia de gallinaza de jaula en un digestor anaerobio de tanque
agitado es factible a VCO de 1 kg SV/m®.dia, donde el digestor opera a
condiciones 6ptimas de operacion. El estado pseudo estacionario inhibido se
alcanza a concentracion de NAT entre 1500 mg/L y 2500 mg/L donde la VPB
comienza a descender desde su valor méaximo de 0.74 m®/m3dia. Concentraciones
de NAT por encima de 2580 mg/L inhiben el consumo de AGV conduciendo a su
acumulacion hasta valores superiores a los 12 000 mg/L. La codigestion de la
gallinaza con residuos ricos en carbohidratos (melaza) y proteinas (lactosuero)
incrementa la factibilidad de implementacion de digestores anaerobios de gallinaza
de jaula al permitir incrementar la VCO hasta 3 kg SV/m®.dia. La sinergia en la
mezcla permiti6 un proceso anaerobio con rapida biodegradabilidad y libre de
inhibiciones, lo cual aumenté el rango de tolerancia de los microorganismos al
NAT.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

La gallinaza de jaula constituye un sustrato potencial para la generacidén energia
en forma de biogas. Estequiométricamente la gallinaza de jaula puede alcanzar
una produccién de metano equivalente a 0.58 m®kg sélidos volatiles (SV). Sin
embargo, limitaciones del sustrato asociadas a la biodegradabilidad conducen a
un estado pseudo-estacionario que implica un arranque con cargas organicas por
debajo de 17 g SV/L y una operacion a velocidades de cargas organicas inferiores
a 1 g SV/L dias. El estado pseudo estacionario se hace mas notorio en la
operacion continua cuando la concentracion de amonio alcanza 2580 mg/L y la

concentracion de acidos grasos se acumula a valores de 8260 mg/L.

Los efectos sinérgicos presentes en la codigestion anaerobia de gallinaza de jaula
constituyen una alternativa viable para superar las limitantes ocasionadas por el
estado pseudo-estacionario. Los cosustratos permiten eliminar el estado pseudo-
estacionario dada la sinergia de su codigestion. La sinergia esta relacionada a la
adaptabilidad de las colonias microbianas en la operacién de digestores sobre las
condiciones de saturacién. La sinergia permitié disminuir el efecto toxico del
amonio al mismo tiempo que incrementar velocidad de carga organica en los
biodigestores de 1 g SV/L dias a 3 g SV/L dias con la mezcla sinérgica optima
GJ:MC:LS de 34:33:33 en base a solidos volatiles.

Los resultados obtenidos en esta investigacion serviran como punto de partida
para replantear procedimientos experimentales en la determinacion del potencial
de biometanizacion. La metodologia empleada permitio realizar una evaluacion de
la sinergia desde la perspectiva de la intensificacion de procesos de digestion
anaerobia. Finalmente, se propone para el proceso de codigestion realizar la
adicion de cosustratos a las condiciones de saturacion donde la produccion de
metano se comporta como una funcion independiente de la carga organica y

dependiente de la concentracion de compuestos toxicos.
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