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GLOSARIO

ACONDICIONADOR DE SUELOS: toda sustancia cuya accion fundamental
consiste en el incremento de por lo menos una caracteristica fisica, quimica o
biolégica del suelo.*

BIOMASA RESIDUAL: remanente liquido o humedo producto de la co-digestion
anaerobia.’

BIOSOLIDO: Producto resultante de la estabilizacion de la fraccién orgéanica de los
lodos generados en el tratamiento de aguas residuales municipales, con
caracteristicas  fisicas, quimicas y microbiolégicas que permiten su
aprovechamiento.*

CONSORCIO MICROBIANO: asociacién o grupo de microorganismos.*

ESTIERCOL BOVINO ACLIMATADO (EBA): estiércol bovino adaptado al
lactosuero, proporcion de 10%, en un reactor de aproximadamente tres litros, por
un periodo de tiempo, para el caso dos meses.>

INOCULO: suspension de microorganismo que se transfieren a un ser vivo 0 a un
medio de cultivo a través de la inoculacién.?

SUSTRATO: fuente de alimento para la poblacién microbiana del inéculo.*
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ESTUDIO DEL USO DE LA CO-DIGESTION ANAEROBIA COMO
ALTERNATIVA DE REDUCCION DE LA CARGA ORGANICA DEL
LACTOSUERO Y ESTABILIZACION MICROBIOLOGICA DE LA BIOMASA
RESIDUAL

Por:
Erika Yurley Céspedes Mendoza
Eva Catherine Meza Calderén

RESUMEN

El lactosuero, como principal residuo de la elaboracion de queso, se considera una
fuente de contaminacién en suelo y agua por su carga organica, por ende es
necesario aplicar métodos en los que se aproveche o reutilice, y disminuir asi su
impacto al ambiente. La co-digestion anaerobia es una opcién favorable en la cual
se degrada la materia organica y se genera biogas, aplicado como fuente de
energia alternativa.

Por lo anterior para el desarrollo del proyecto se realiz6 la co-digestion anaerobia
del estiércol bovino aclimatado y lactosuero, 70:30 % v/v respectivamente, en
bioreactores de 50 mL con un volumen de operacion de 35 mL a una temperatura
de 39°C con agitacion manual e intermitente.

La investigacion fue desarrollada con el fin de realizar una estabilizacion
fisicoquimica, con la medicion del pH, SVT, volumen de CH4 acumulado, durante
un periodo de 60 dias y una estabilizacion microbioldgica de la biomasa residual,
al emplear CaO con una concentracion de 25%, como agente alcalino. Los
pardmetros microbioldgicos tomados como control fueron, el contenido de
coliformes totales, coliformes fecales y Salmonella spp., para determinar el posible
uso o disposicion final de este residuo.

Palabras clave: co-digestidbn anaerobia, estabilizacion alcalina, estiércol bovino,
lactosuero.
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USING STUDY OF ANAEROBIC CO-DIGESTION AS AN ALTERNATIVE FOR
REDUCTION ORGANIC LOAD OF WHEY AND STABILIZATION MICROBIAL
OF BIOMASS REMAINING

By:
Erika Yurley Céspedes Mendoza
Eva Catherine Meza Calderdn

ABSTRACT

Whey as a main waste of manufacturing cheese, is considered a source of
pollution in land and water due his high organic charge, in this way is necessary
apply methods that take advantages or reduce, making more low his impact at the
environment. Anaerobic co-digestion is a pro option in which the organic load is
reduced and biogas is generated, applied as an alternative energy source.

Consequently at the research development anaerobic co-digestion was performed
of acclimatized cattle manure and whey, at %v/v of 70:30 respectively, in
bioreactors of 50 mL with operating volume of 35 mL, 39°C of temperature and
intermittent manual agitation.

The research was developed in order to carry out a physicochemical stabilization
with the measurement of pH, SVT and CH, volume accumulated during a 60 day
period, and microbial stability of the residual biomass by employing CaO with a
concentration of 25 %p/v as the alkaline agent. Microbiological parameters were
taken as a control, the content of total coliforms, fecal coliforms and Salmonella
spp, to determine the possible use or disposal of this waste.

Keywords: alkaline stabilization, anaerobic co-digestion, cattle manure, whey.
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INTRODUCCION

Los derivados de la leche dentro de sus procesos de produccién generan una
cantidad considerable de residuos, particularmente en la elaboracion de queso
donde su principal subproducto, el lactosuero (LS), es descartado con frecuencia
sin previo tratamiento.” Debido a su composicién, proteinas, lactosa, minerales y
grasas, es considerado como una fuente de elevada carga organica y por ende
una fuente de contaminacién desde el punto de vista ambiental,® en consecuencia
es de gran importancia y necesidad la implementacion de tecnologias o métodos
que conlleven a la mitigacién del impacto ambiental y beneficios econémicos.’

Se han planteado diferentes opciones respecto al aprovechamiento y tratamiento
de este residuo, aunque ninguna que cumpla con el bajo costo en su
implementacion, disminucién en la contaminacién y el cumplimiento de requisitos
legales en la descarga de efluentes;® conforme a lo anterior se han planteado
métodos anaerobios que conlleven beneficios en el tratamiento en efluentes de
elevada carga organica.’” En este sentido la co-digestién anaerobia (Co-DA) es
planteada como una tecnologia util que trae beneficios ambientales y energéticos
por el biogas producido.*®

Se han realizado estudios en Co-DA con diferentes tipos de estiércol, bovino,
caprino, porcino y gallinaza, siendo la principal funcibn de este el aporte del
consorcio microbiano, ademas se han empleado diferentes tipos de sustratos:
lactosuero, residuos de alimentos, residuos agroindustriales, etc.'* *2 El estiércol
bovino (EB) ha tenido mayor interés en su uso, debido a su capacidad para regular
el pH durante el proceso en presencia de lactosuero y el aumento en la produccion
de biogas, ejemplo de esto es el trabajo de Shilton y colaboradores®® en el cual se
producian 0,383m3-CH./kg-DQO por cada 5.3kg-DQO/m?*-dia adicionado.®

Ademas de reducir la materia organica y convertirla en biogas, también concede
valor agregado al residuo, porque después de realizado el proceso de co-digestion
anaerobia se obtiene una biomasa residual, que al ser sometida a un método de
estabilizacién alcalina, puede emplearse como acondicionador de suelos.

El desarrollo del proyecto tuvo como propésito estudiar la Co-DA del EB y LS, al
determinar: el periodo de aclimatacion que promueva la mayor produccion de
biogas; el tiempo necesario para disminuir el contenido de materia organica y
ademas la estabilizacion alcalina de la biomasa residual del proceso,
determinando su adecuada disposicion o uso.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el proceso de elaboracion de queso se genera un subproducto resultante
de la precipitacion de la caseina, conocido como lactosuero, el cual constituye
entre el 80 al 90% de la leche.® Segun, Kavacik y Topaloglu, a nivel mundial en
2010 se produjeron 115 millones de toneladas de LS,'® de los cuales, Colombia
reporta en el afio 2006 la produccién de 943.792 toneladas.’® En Santander, se
calcula la produccion de 890 toneladas de LS, debido a la elaboracién de 1130
toneladas de queso en 2012.%’

Cada afio cerca de un 47% del LS producido es desechado en rios, lagos y otros
cuerpos de aguas residuales, o en el suelo.™ En este sentido, la estabilizacién y
disposicion adecuada del LS es un problema comdn en las medianas y grandes
empresas de Ilacteos, esta dificultad se debe a los requerimientos en
infraestructura y tecnologia para su tratamiento, lo cual constituye uno de los
impactos ambientales de dichas empresas.*®

La problematica del LS se fundamenta en su composicion, dado que contiene en
promedio 50-102 g/L de DQO, 27-60 g/L de DBO, 0,07-2,9 g/L de grasas y
aceites, 1,23-22 g/L sélidos suspendidos totales, 8 mS/cm de conductividad y
minerales (K, Mg, P, Ca, Na).'® Estas caracteristicas representan contaminacion
conducente a la eutrofizacién de las aguas receptoras.®

La composicion del LS sefiala que no puede ser considerado como un efluente
tipico y requiere la implementacion de una tecnologia util, capaz de solucionar el
problema de disposicion del residuo y que a su vez disminuya su impacto en el
ambiente.’® En consecuencia, se han reportado métodos efectivos para su
tratamiento, identificando entre ellos, la digestién anaerobia.’

Con el empleo de la digestion anaerobia se han alcanzado reducciones en el
contenido de materia organica del 90% empleando LS, con el beneficio de
producir 0,29 mL CH,.g/ DQO.* Asimismo, en los trabajos reportados por Patel y
Madamwar donde se emplea LS salado, el contenido de materia organica se
reduce entre 65%-80% Yy la produccién de metano se encuentra entre 0,14-0,38 L
CH./g ST.d.*® El metano producido representa energia utilizable a nivel
industrial.2*

Con el objeto de fortalecer las ventajas de la digestion anaerobia, los ultimos
estudios se enfocan en la busqueda de las mejores condiciones de reaccion que
favorezcan el sinergismo entre los microorganismos y las caracteristicas
nutricionales del sustrato, a fin de mejorar la produccion de biogas y las
caracteristicas de la biomasa residual.*®
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De acuerdo con su composicion, la biomasa residual puede ser empleada de
diversas formas, previo proceso de estabilizacién microbiolégica,’ debido al riesgo
potencial para la salud humana, plantas y animales, por presencia de patégenos.*
Motivo por el cual se requiere, finalmente, evaluar las caracteristicas del residuo y
proponer las diversas alternativas de uso, por ejemplo, emplearlo como
acondicionador o mejorador de suelo.
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2. JUSTIFICACION

Para dar solucion al problema de disposicidon del lactosuero (LS) se han estudiado
alternativas para su aprovechamiento nutricional, incluyendo obtencion de
levadura de panaderia, bebidas a base de LS, alimento para animales, proteina
liofilizada etc.? otras alternativas buscan su estabilizacién y valorizacién, mediante
el aprovechamiento energético, que incluyen procesos bioquimicos.?®

La digestion anaerobia es un proceso bioquimico que permite la estabilizacion y
consecuente valorizacion del LS.** Se ha buscado mejorar el proceso de digestion,
encontrando que la co-digestion anaerobia es el tipo de tecnologia capaz de
emplear diferentes residuos, con elevada carga orgénica, para favorecer su efecto
sinérgico con los microorganismos y las condiciones ambientales del proceso, con
el fin de aumentar la produccién energética y en consecuencia, disminuir la carga
orgénica del subproducto residual obtenido.?>?°

Adicionalmente, la co-digestion anaerobia no requiere adicion de productos
quimicos en su proceso, es considerado un tratamiento biologico eficiente para
disminuir la demanda de carga organica del LS, o al menos pre-tratarlo, tiene
multiples opciones en cuanto al disefio de reactores en los que se llevan a cabo,’
representa una opcion econdmica, eficiente, limpia y simple que controla la
contaminacion por vertimientos,?’ y representa la oportunidad para aprovechar los
residuos de animales de granja (estiércol) para produccién de biogas.?®

Como en todo proceso la co-digestiéon genera un efluente, lodo, el cual puede
valorizarse segun su composicion, para lo cual se necesita su previa estabilizacion
e higienizacién.?® Este residuo es llamado biomasa residual y se le atribuye la
presencia de minerales como: N, P, K, Na, elementos necesarios en todo
fertilizante o acondicionador de suelo,*3! actividad para la cual no ha sido
ampliamente estudiado.

En este sentido, es fundamental estabilizar el biosélido, pues durante el
tratamiento la fitotoxicidad disminuye por eliminacién de acidos grasos volatiles y
compuestos facilmente biodegradables, por lo tanto es inerte, no genera
contaminacion y preserva inocuidad en el entorno; teniendo conocimiento de esto,
los biosélidos deben ser clasificados de acuerdo con su uso y caracteristicas
microbioldgicas.*

La legislacion colombiana establece una normativa respecto a la estabilizaciéon de

biomasa residual, la Norma Técnica Colombiana 5167 que dispone los requisitos,

pardmetros y ensayos que deben realizarse para productos en la industria

agricola, productos organicos usados como abonos o fertilizantes y enmiendas o
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acondicionadores de suelo.! A nivel internacional la EPA, con reportes como el No.
530-R-99-009, dispone la importancia de la estabilizaciéon de biosolidos, lo cual
lleva a la disminucién de riesgo de afecciones a la salud publica por patégenos o
por atraccién de vectores a los terrenos donde este se deposite.>?

En consecuencia, existen varias técnicas de estabilizacion de la biomasa residual,
entre las que se encuentran: acondicionamiento quimico que emplea sustancias
coagulantes, tratamiento térmico que calienta el lodo a baja presion,
deshidratacion y secado que reune diferentes tipos de filtracion, secado en eras y
centrifugacion, filtracion al vacio, filtracién a presion y finalmente se tiene el ajuste
de pH o estabilizacién alcalina.>>*? Entre ellas es necesario identificar la més
pertinente para el tratamiento de la biomasa residual segun su composicion;
técnica que a su vez requiere contar con caracteristicas que permitan baja
inversion en equipos, sustancias, energia e instalacion.®

Lo anterior justifica la necesidad de hacer un estudio del proceso de co-digestidon
anaerobia del LS, con el fin de maximizar la estabilizacion de materia organica de
la biomasa residual, y realizar una posterior estabilizacion de agentes patégenos
para identificar su posible utilizacibn como acondicionador de suelos. En el
tratamiento se aprovecha, la composicién fisicoquimica y los consorcios
microbianos presentes en el estiércol bovino (EB), controlando variables como el
pH y temperatura. La efectividad del proceso se mide en términos de disminucién
de sdlidos volatiles (%), dado que representan la remocion de carga organica y
produccién de biogas.*

El trabajo pretende aplicar procesos que permitan mejorar la calidad de vida del
ser humano obteniendo beneficios, atendiendo al uso de tecnologia convencional
0 sostenible, con el aprovechamiento energético de residuos agricolas y de la
industria de los productos lacteos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el proceso de co-digestion anaerobia del lactosuero con estiércol bovino,
con el fin de maximizar la estabilizacion de la materia organica y establecer la
mejor alternativa de uso para la biomasa residual, de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas, segun la Norma Técnica
Colombiana 5167, el Decreto 1287 de 2014 y documento reportado por la EPA No.
530-R-99-009.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Monitorear la co-digestion anaerobia del lactosuero usando estiércol bovino
en una relacion de 30:70 % v/v respectivamente, segln experimentos previos,
evaluando los siguientes parametros: pH, sélidos volatiles totales y volumen de
metano producido.

3.2.2 Estabilizar microbiolégicamente la biomasa residual generada en la co-
digestion anaerobia, con el fin de identificar la mejor alternativa para su posible
uso y aprovechamiento de acuerdo con la concentracion de nutrientes y
microorganismos presentes, segun la Norma Técnica Colombiana 5167, el
Decreto 1287 de 2014 y documento reportado por la EPA No. 530-R-99-009.
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4. MARCO DE REFERENCIA

4.1LACTOSUERO

El lactosuero (LS) es el resultado de la produccion de queso, originado por la
separacion de dos componentes importantes en la leche entera: la caseina
(precipitacion) y la grasa (centrifugacién) (Figura 1).3* En la produccién de queso
el LS representa  80-90% del volumen de la leche procesada,* a nivel mundial se
estima que se produce 115 millones de toneladas de lactosuero al afio.*

Figura 1. Separacion del queso.®

En su composicion el LS conserva un 55% del total de los nutrientes presentes en
la leche, constituidos por: lactosa (70-75%), proteinas solubles (10-15%), lipidos
(0,4-0,5%), sales minerales (1-3%), &cido lactico (menos del 1%) al igual que
hidratos de carbono (4-5%),3*3"* generalmente tiene un pH &cido, una relacién
de carbono, nitrégeno y fosforo de C/N/P = 200/3,5/1, los sdélidos suspendidos y el
fosforo se encuentran entre el rango de 0,1 a 22 gL* y 0,006 a 5 gL™
respectivamente. Las caracteristicas del LS varian dependiendo del tipo de leche
(vaca, cabra, oveja, etc.) que se usa para la produccién del queso.®

Debido a la considerable cantidad de nutrientes se generan aproximadamente 3,5
kg de DBO y 6,8 kg DQO por cada 100 kg de liquido siendo la lactosa, el azucar
que mas aporta al aumento de estos dos parametros.? Este residuo ocasiona
grandes riesgos al ser eliminado al ambiente sin ningun tratamiento. En este
sentido su disposicién en suelo provoca alteraciones en las propiedades fisicas y
guimicas, disminuyendo el rendimiento de los cultivos. Asimismo, si el LS es
vertido a un cuerpo de agua, la vida acuatica tiene riesgo de muerte a causa de la
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demanda de oxigeno que se necesita para degradar la carga organica de este
vertimiento.®

El efluente de LS reduce el oxigeno necesario para el desarrollo del ecosistema
acuatico,’’ teniendo valores de: 0,8-102 g/L para DQO y de 0,6-60 g/L para DBO.
Por otra parte, tiene alto contenido de nitrdgeno total y fosforo, lo cual representa
un riesgo considerable de eutrofizacion para la fuente hidrica receptora, también
puede generar efectos adversos sobre la vida de animales (peces, ganado, etc.) y
humanos debido a las toxinas generadas por las algas; asi mismo el nitrégeno
como ion de amonio (NH4"-N), en un intervalo de concentracion de 60 a 270 mg/L,
puede generar también efectos téxicos para la vida acuatica.®

4.2DIGESTION Y CO-DIGESTION ANAEROBIA

La digestion anaerobia es un proceso biolégico en el que microorganismos
especificos degradan y estabilizan la materia organica en ausencia de oxigeno, lo
cual encamina a la formacion de biogas, mezcla de dioxido de carbono y metano,
y biomasa residual. Este proceso anaerobio es una herramienta Util para la
reduccion de contaminacién y representa una alternativa energética, por ende es
una de las tecnologias mas eficiente para el tratamiento de residuos.>®

La estabilizacion de materia organica mediante digestion anaerobia no es una
tecnologia novedosa, pues sus pioneros Sewards y Holder, 1975,% al intentar
solucionar un problema de contaminacion en la produccion de queso, propusieron
realizar un tratamiento bioldgico al residuo LS de forma aerobia y anaerobia, asi
por primera vez entre 1974 y 1975 se empleé el método de digestion.* El uso de
digestiébn anaerobia ha tenido una gran acogida a nivel mundial, paises como
Reino Unido, entre otros han aplicado esta tecnologia, beneficiando asi a varios
granjeros con el aprovechamiento de los residuos de sus granjas y originando
rentabilidad econdémica con el aporte energético (biogas) y la comercializacion de
fertilizantes.*!

Sin embargo, estos estudios han evolucionado y se han desarrollado nuevas
alternativas para mejorarlos; siendo este el caso de la co-digestion anaerobia, ya
gue, es una técnica novedosa (Figura 2) de mejora de la digestion anaerobia,
donde hay un mayor equilibrio de carbono y nutrientes por el uso de un co-sustrato
(Esquema 1), lo cual genera un aumento en el rendimiento de produccion de
biogas.*
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Esgquema 1. Comparacion entre la DAy la Co-DA.

Digestion Co-digestion
anaerobia anaerobia

Estiércol Estiércol bovino Lactosuero
bovino (In6culo) (Sustrato)

Biomasa Biomasa

residual residual

Los primeros estudios realizados por Gelegenis y Samarakou’ se basaron en la
identificacion y desarrollo de condiciones adecuadas para el aumento en la tasa
de produccién de metano en los digestores o reactores,’ algunas de estas
condiciones fueron: reactores con agitaciéon continua a condiciones mesofilicas,
alimentacion semi-continua de mezclas de estiércoles y lactosuero, y variacion en
las proporciones de inéculo y sustrato.*®

Documentos representativos fueron publicados en el afio 2007, lo que indica que
es un método aplicado recientemente; durante el 2008 y 2011 se reportd un
aumento paulatino en las publicaciones, mientras que del 2012 en adelante se
reporté un aumento significativo en las publicaciones relacionadas con este tema,
lo cual indica un interés por un avance en las mejoras del proceso.

Como se puede observar en la Figura 2, conforme a la base de datos Scopus y la
ecuacion de busqueda definida (TITLE-ABS-KEY(co-digestion of whey) AND
PUBYEAR > 1973), hasta el momento se ha reportado la publicacion de 33
documentos, los cuales estan vinculados con la co-digestion anaerobia del
lactosuero.
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Figura 2. Fluctuacion de las publicaciones sobre co-digestion del lactosuero.**
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9 -
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7 -
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3
2
1 -
0 1993 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014
|Numero de publicaciones 1 2 2 4 5 1 5 9 4

Sin embargo, el estudio de la co-digestion anaerobia (Co-DA) no se ha detenido, a
medida que el tiempo ha pasado los estudios y andlisis de mejora tanto de la
produccion de biogds como de viabilidad econémica, han aumentado.* Los
investigadores han empleado diferentes alternativas de mejora, entre las cuales se
encuentra el uso de diferentes residuos agroindustriales como co-sustratos, siendo
algunos de estos: los residuos de alimentos, cultivos energéticos, aceite de oliva,
ensilaje de maiz, glicerina, levadura de cerveza, etc.*®*°

El progreso y evolucién de esta tecnologia ha generado iniciativas y nuevas
politicas a nivel gubernamental, un ejemplo de esto es la Unién Europea la cual
exige que todos los estados miembros deben intensificar el uso de energias
renovables y reducir las emisiones de metano no controladas.®!>

El interés por la Co-DA en las recientes investigaciones tienen el propésito de
mejorar la digestion anaerobia aumentando la produccién de biogas, gracias al
equilibrio de nutrientes que logra la mezcla de estiércol junto con otra materia
prima. Esta mezcla tiene la capacidad de amortiguar el exceso de nutrientes y
nitrégeno permitiendo la conversién de carbono a gas metano.>

La co-digestion anaerobia del LS y el EB tiene lugar, por las caracteristicas de
cada residuo, y la forma como se complementan uno al otro. El alto contenido de
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materia organica y la baja capacidad buffer del LS se traducen en una baja
produccion de biogas, contrario al EB donde la relacion C/N es baja y su alto
contenido de nitrégeno total, como amoniaco, puede inhibir procesos microbianos.
Se ha demostrado que la Co-DA de LS y EB regula el pH del proceso mejorando
la produccion de biogas, dependiendo de la relacion en la mezcla y del periodo de
aclimatacion.?®

La aclimataciéon anaerobia del lodo (estiércol), segun Gavala y Lyberatos, se
define como el tiempo de adaptaciébn de los microorganismos a un sustrato
especifico, permitiendo maximizar la degradacion de carbohidratos, proteinas e
intermediarios (Acidos propidnico, L-lactico y acético) presentes en el mismo.>*

Wilson y colaboradores® establecieron que, debido al cambio en la composicion
del consorcio microbiano por la aclimatacion, los efectos negativos como: niveles
elevados de salinidad y amoniaco, disminuyen favoreciendo a una mayor
velocidad en la etapa de hidrélisis.>’

Cuando se realiza la adaptacién del inoculo al sustrato se aumenta la cinética del
proceso de degradacion de la materia organica y por ende se tiene un mayor
control del proceso.”® En el caso del LS, la degradacién de la lactosa acarrea la
formacion de: propioanato, etanol o acetato y la acumulacidon de estos productos
intermediarios provoca la inhibicibn de algunos microorganismos; de ahi la
importancia de la aclimatacion, porque al aumentar la cinética del proceso se evita
la acumulacion de estos.>"*®

Al igual que la DA, el conjunto de reacciones de la Co-DA se resume en cuatro
etapas fundamentales: hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis,
en las que el sustrato es degradado por diferentes tipos de microorganismos.

En la primera etapa los polimeros que componen la biomasa son degradados en
aminoacidos, azucares, alcoholes y acidos grasos de bajo peso molecular
(Esquema 2) para ser integrados a la glucélisis y demés procesos metabdlicos de
las bacterias acidogénicas o fermentativas. En este ciclo, la materia organica de la
biomasa debe ser soluble para los microorganismos por lo cual segregan enzimas
extracelulares que ayudan a disolverla. Gracias a la presencia de los
microorganismos es posible no solo proporcionar el sustrato al consorcio
microbiano de la siguiente etapa, sino eliminar el oxigeno disuelto en la materia
orgénica.’*>3
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Esquema 2. Reaccion en la etapa de hidrdlisis.®°

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H
@{\ \@ Lactasa @ @
Lactosa Galactosa Glucosa

Los productos de la hidrdlisis son sustratos de las bacterias fermentativas en la
acidogénesis, convirtiendo monosacaridos en acidos organicos: acido piravico,
acido lactico, acido propiénico y acido valérico (Esquema 3).°* El proceso tiene
una cinética rapida a condiciones de pH bajo, pero una de sus limitantes es el
exceso de hidrégeno que dificulta la degradacién de la glucosa.*

Esquema 3. Reaccién general de la etapa de acidogénesis.®

~ //O
C 2ADP 2ATP H

H~-C~OH .

HO-C-H ¢

H~-C~OH H-C~

H-C~OH H

H-C-OH Acido piravico
H

Glucosa

Y
N

La etapa de acetogénesis permite oxidar el &cido piravico, de la anterior etapa, a
acetato, CO, y H* (Esquema 4) para que la metanogénesis sea eficiente. Lo
anterior se lleva a cabo por microorganismos acetégenos obligados a producir
hidrégeno, por sus siglas en inglés OHPA (Obligate Hydrogen Producing
Acetogens). Este tipo de reacciones se caracterizan por permitir un balance
energético favorable, debido a las relaciones de cooperacion entre los
microorganismos. %
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Esquema 4. Reaccién general de la etapa de acetogénesis.®

H__o ADP ATP
C=0 O
2 ! - 2 HsC + 2CO
H_C.:_H Carboxilasa 8 %OH 2*

Acido piravico Acetato

En la metanogénesis, las bacterias metanogénicas (grupo Archeaea) son las
encargadas de transformar el 4cido acético de etapas anteriores y convertirla en
biogas, estos microorganismos producen metano de acuerdo al sustrato. Los
hidrogenotroficos consumen hidrogeno y &cido férmico; los acetoclasticos
consumen grupos metilo de acetato, algunas aminas y metanol (Esquema 5).
Cerca del 70% del metano producido tiene su origen en el acido acético del
sustrato y lo que resta es obtenido del dioxido de carbono y el acido formico.

La estabilidad del proceso depende de la regeneracion de los microorganismos, es
decir, que deben tener las mejores condiciones para reproducirse; asi, la
concentracion de sustancias intermedias, como el hidroégeno y el acido acético,
debe ser baja, de lo contrario la produccién de metano disminuye al igual que se
acidifica el medio.*®

Esquema 5. Reacciones de la etapa de metanogénesis de acuerdo al sustrato.®

C02 + 4H2 - > CH4 + 2H20

ATP ATP

o N
HyeC—4 +  CoA CH, + CO,
OH Metano Dioxido de

carbono

Una idea mas clara de las etapas de la Co-DA se presenta en el Esquema 6,
donde se interpreta de manera general la dinamica y la relacion de una etapa con
otra.

31



Esquema 6. Etapas de la co-digestién anaerobia.®

.‘.: Biomasa (Carbohidratos,

lipidos y proteinas)

Segregacion de
enzimas

FERMENTACION
ACIDOGENESIS

_ _ ' Puede ser la
Alcoholes, acidos prgamcos de " etapa limitante
cadena larga, acidos grasos :

o0}kl ACETANOGENESIS

v v
CQ?\ Hidrégeno Acido acético
A\
METANOGENESIS METANOGENESIS
HIDROGENOTROFICA ACETOCLASTICA

Metano Metano

4.3ESTABILIZACION DE LA BIOMASA RESIDUAL

La co-digestion es una alternativa eficiente en cuanto a degradacién de materia
organica, sin embargo, después de la Co-DA se genera un residuo, conocido
como biomasa residual, la cual, puede ser aprovechada a nivel agricola por su
contenido de nutrientes (N, P, Na, K, entre otros), empleandolos de forma segura y
eficiente evitando que sean vertidos al alcantarillado o aplicados en cualquier
terreno sin previa estabilizacion.>%*

Con la finalidad de cerrar el ciclo de produccién de queso o derivados de lacteos
se han planteado varias técnicas para estabilizar la biomasa residual
como: acondicionamiento quimico, en el que usan sustancias coagulantes;
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tratamiento térmico, donde se calienta el lodo a baja presion; deshidratacion y
secado que reune diferentes tipos de filtracion, secado en eras y centrifugacion;
filtracion al vacio y filtracion a presion; por Ultimo y no menos importante el ajuste
de pH o estabilizacién alcalina en el que se emplean materiales alcalinos como:
polvo de horno de cemento, polvo de horno de cal, cemento Portland, cenizas
volantes, aunque se emplea comunmente cal viva (CaO) o hidratada (Ca(OH),). Al
aplicar oxido de calcio sobre la biomasa residual se promueve la reduccion de
malos olores, agentes patdogenos, movilidad de metales pesados y aumento de su
valor agricola, pues neutraliza suelos &acidos.®®

Es indispensable que la mezcla biosdlido/cal tenga un pH de 11-13 y la
temperatura de la biomasa residual debe ser superior a 52 °C, para obtener una
mejor esterilizacién.®® Los avances tecnolégicos realizados a la técnica incluyen la
implementacion de nuevas sustancias quimicas y secado suplementario que
aumentan la granularidad ademas del contenido del producto.®%3

La mejor opcién de tratamiento para la investigacion es la estabilizacion alcalina
dado que no requiere ninguna inversibn en equipos especiales, no exige
instalaciones particulares, no hay consumo adicional de energia durante el
proceso de estabilizacion microbiologica, sino que por el contrario se genera una
reaccion exotérmica por la presencia de agua en la biomasa residual (Esquema 7).
Para este fin, lo necesario y mas empleado es la cal u 6xido de calcio (CaO), un
insumo econdémico, natural que se encuentra comercialmente.?

Esquema 7. Reaccién del 6xido de calcio.®

CaO + H,0 ——————> Ca(OH), + A

La estabilizacion de la biomasa residual es necesaria para disminuir el contenido
de microorganismos patégenos presentes en esta,*® para evitar riesgos
medioambientales y sanitarios que pueden generar presencia, acumulacion y
biomagnificacion de metales (Zn, Cu, Cd, Pb, etc.), alteraciones ambientales por el
grado de putrefaccion y fitotoxicidad.>*°

Por lo anterior, se tiene una base o guia con las reglamentaciones de la EPA,
reporte No. 530-R-99-009, en el cual, se establecen las condiciones a cumplir para
la estabilizacion alcalina de la biomasa residual (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Parametros a cumplir para la estabilizacion alcalina de la biomasa
residual segun la EPA.*?

Parametro Valor Tiempo
pH =12 Minimo 2 h
Temperatura (°C) 52 °C Aproximadamente 12 h

De este modo, empleando un meétodo de estabilizacion adecuado se puede
clasificar el biosolido segun sus caracteristicas microbioldgicas (tipo A o B),
determinando su uso, para ciertos tipos de cultivo, segun la normatividad
vigente. %

4.4 CLASES DE BIOSOLIDOS Y MARCO LEGAL PARA EL USO Y
DISPOSICION DE BIOSOLIDOS

El biosélido es un residuo estabilizado que proviene del tratamiento de lodos con
elevado contenido de materia organica, este se obtiene por procesos de digestion
anaerobia.®’

Para utilizar o aplicar los lodos resultantes de la digestion anaerobia como
biosolidos es necesario tener presente la normatividad legal vigente. En Colombia
se tiene la Norma Técnica Colombiana 5167 de 2004, que establece los requisitos
gue deben cumplir los productos organicos empleados como fertilizantes o abonos
y enmiendas (Cuadro 2) y el decreto 1287, el cual fue publicado en Julio 10 de
2014, establece los parametros a tener en cuenta para la categorizacion de los
biosélidos (Cuadro 3).%®

Cuadro 2. Pardmetros a cumplir para clasificar productos organicos con fines
agricolas.®®

Clasificacién del Parametro Valor
producto
N total + P,O5 + K,O Minimo 40 g/L
Abono orgénice mineral Riqueza maxima potasio (K,0) 50 g/L
liquido Elem_entos menores Reportar en g/L
Contenido de sodio (Na) Reportar
pH Reportar
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Cuadro 3. Pardmetros microbioldgicos para la categorizacién de los biosélidos.*

CATEGORIA BIOSOLIDO

(base seca)

CRITERIO DE " UNIDAD DE
CALIDAD PARAMETRO MEDIDA
A B C
NMP/g Pardmetros
Coliformes d_e producto < 1x10° | < 2x10° definidos
Fecales final (base para las
seca) categorias A
6 By que no
Huevo son
MICROBIOLO- | Huevos de Helminto considerados
GICOS Helmintos viable/4 g de <1 _ como
viables producto final residuos
(base seca) peligrosos de
acuerdo con
NMP/4 g de la normativa
Salmonella 1o oducto final <3 _ ambiental
Spp. vigente

Es necesario verificar lo anterior para poder disponer del biosélido, bien sea
preparandolo o aplicandolo, y ser distribuido. Para biosélidos tipo A no existe
restriccion para ser aplicados en jardines o usados en agricultura, siempre y
cuando cumpla con lo mencionado. Por ningin motivo debe atraer vectores: ratas,
moscas etc.*? El biosélido tipo B es restringido para cultivos de consumo humano
o animal, al igual que en zonas publicas a menos que se reduzca la cantidad de
patdgenos. Entre los procesos que generan biosdlidos tipo B se encuentra la
digestibn anaerobia y aerobia, el compostaje, secado al aire y estabilizacion

alcalina.®®
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5 DISENO METODOLOGICO

El desarrollo de esta investigacion se llevd a cabo en diferentes etapas:
adaptacion del indculo, caracterizacion del sustrato y del inoculo, co-digestion
anaerobia, del LS empleando EBA, estabilizacion microbiologica de la biomasa
residual y alternativas de uso para esta. El esquema general de la metodologia es
presentado a continuacion.

Esgquema 8. Presentacion general de la metodologia.

Aclimatacion del inoculo Caracterizaciéon del sustrato
| |
Aclimatacion en un tanque de Determinacion de: pH, alcalinidad,
potencializacién con capacidad de 3L, AGV, ART, SVT, ST, N, P, Na, DQO.

adicionando 10% LS por 0, 30 y 60 dias.

Proceso de co-digestion anaerobia
preliminar (evaluacién del in6culo)

Se realiz6 la co-digestién anaerobia por un periodo de 15 dias

Proceso de co-digestion ——>

Caracterizacion Caracterizacion

del inoculo anaerobia fisicoquimicay
| microbiolégica de la
Determinacion de: Se realiz6 la co-digestion anaerobia mezcla al inicio y al
pH, alcalinidad ampliando el tiempo del proceso final del proceso.
AGV, ART, SVT, N, PR '
K, P, Na, DQO. Medicion diaria de: pH, alcalinidad, AGV,
metano por método de ART, SVT, ST, N, K, P,
desplazamiento alcalino. Na, DQO Coliformes
Medicion cada cinco totales, fecales y
dias de: pHy SVT Salmonella spp.
I
Estabilizacién alcalina de la biomasaresidual. [~ Caracterizacion

Adicién de CaO en una proporcién de 25%* ** microbioldgica:
coliformes totales,

| :
| : q la bi idual coliformes fecales y
Alternativas de uso parala biomasa residua Salmonella spp.

estabilizada.

FUENTE: las autoras
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La siguiente descripcion detalla los materiales, equipos, reactivos y condiciones
empleadas para el desarrollo del proyecto.

5.1MATERIALES Y METODOS

Para el estudio del tratamiento de estabilizacion de biomasa residual procedente
de la co-digestion anaerobia de estiércol bovino, usando como sustrato lactosuero
fue necesario el uso de materiales, equipos de analisis, medicién vy
caracterizacion, al igual que reactivos de grado analitico e industrial
comercialmente disponibles. ElI LS empleado para el desarrollo del proyecto fue
almacenado en recipientes de plastico con una capacidad de 3 L, fue conservado
en una nevera a baja temperatura (8-10°C) y recolectado de la microempresa de
lacteos Villa Aurora ubicada en el barrio San Francisco de Bucaramanga. El EB se
tomé del tanque de aclimatacion.

5.1.1 Equipos de analisis, medicion y caracterizacion. Balanza analitica
(Precysa XB 220, pesa 0,0001g-220g); espectrofotometro UV-Vis (Spectroquant
Pharo 300, Merck) con cubeta de cuarzo rectangular de 10 mm con capacidad de
3 mL (Merck); pHmetro electrénico digital (Metrohm/Brinkmann 691)
espectrofotometro UV-Vis (Agilent Technologies, 8453; software online Agilent
Technologies) con cubeta de cuarzo rectangular de 10 mm con capacidad de 3 mL
(Agilent Technologies); espectrometro de absorcion atémica (Thermo Scientific,
3000) con llama (ICE, 3000 series A.A. Spectrometer) y lampara de catodo hueco
de sodio (Thermo Scientific, 8mA S74321), potasio (Thermo Scientific, 8mA,
B78568); balanza analitica (OHAUS, Pioneer, N13123, pesa 0,0001g-2109);
digestor Kjeldahl (Blchi K-424); Scrubber (Buchi K-415); destilador de nitrdgeno
(Buchi K-355); titulador automatico (Metrohm 776 dosimat) con agitador; pipeta de
émbolo (transferpette BRAND, 0,1 pL — 100 pL).

5.1.2 Reactivos. El reactivo DNS (dinitrosalicilico) empleado para Ila
determinacién de azucares reductores totales, se obtuvo mezclando, con agitacion
constante, en 250 mL de agua destilada, 8 g de NaOH (Merck, = 99, Darmtstad,
Alemania) 150 g de KNaC4H406.4H,0 (Carlo Erba, >99, Rodano, Italia) y 5 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma Aldrich, San Luis, Estados Unidos) aforando a un
volumen final de 500 mL.”°

El reactivo de acido sulflrico® empleado para la determinacion de DQO, se
obtuvo agregando cuidadosamente sulfato de plata a acido sulfarico concentrado,
en una proporcion 5,5 g AgS04/0,5 L H,SO,."

* Reactivo suministrado por el laboratorio de suelos y aguas de la CDMB.
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La solucion de sulfato ferroso de amonio (FAS), empleado para la
determinacion de DQO, se obtuvo disolviendo en agua destilada 19,6 g de
(NH4)2Fe(S04),.6H,0 (Merck, <100), y se adicion6 4 mL de H,SO4 concentrado. Al
llegar a temperatura ambiente se aforé a 1000 mL con agua destilada.”

El reactivo combinado, empleado para la determinacion de fésforo, se preparé
mezclando los siguientes reactivos en orden y proporciones de la siguiente
manera: 50 mL de H,SO4; 5 N, 5 mL de solucién tartrato de antimonio y potasio
(K(SbO)C4H406.3H20) (Merck, 99%), 15 mL de solucion de molibdato de amonio
((NH4)sM07024.4H,0) (Carlo Erba, Rodano, Italia), 30 mL de soluciéon de &cido
ascorbico. Al adicionar cada reactivo se mezclaron vigorosamente.”*

Para el reactivo de digestion® empleado en la determinacion de nitrégeno, se
disolvieron 134 g de K,;SO4 (Carlo Erba, Rodano, Italia) y 11,4 g CuS04.5H,0
(Carlo Erba, Rodano, Italia) en 800 mL de agua destilada. Cuidadosamente se
agregaron 134 mL de H,SO, concentrado. Cuando llegé a temperatura ambiente,
se diluyd la solucién a un litro con agua destilada mezclando muy bien.”

La solucion de K,Cr,0O; empleada para la determinacion de DQO, fue preparada
disolviendo 12,26 g de K,Cr,0O; (Carlo Erba, Rodano, Italia), secado durante 2 h a
103°C, en agua destilada y se diluyé a 1000 mL en un balén volumétrico

Cuadro 4. Lista de reactivos empleados en el desarrollo metodolégico.

Compuesto Casa_ Pureza

comercial (%)

KNaC4H406.4H,0 (Tartrato sodio potasio) Carlo Erba >99
C/HaN2O- (Acido 3,5-dinitrosalicilico) ilig:i‘l";‘] i

NaOH (Hidréxido de sodio) Merck > 99
Solucién estandar acido clorhidrico (HCI) 0,1N Merck -
Solucién estandar hidréxido de sodio (NaOH) 0,1N Merck -
Fenolftaleina Merck -
KH,PO4(Dihidrégeno fosfato de potasio) Carlo Erba 98
H,S0, (Acido sulfirico) Carlo Erba 96
AgSO, (Sulfato de plata) - -

* Reactivo suministrado por el laboratorio de suelos y aguas de la CDMB.
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Cuadro 4. (Continuacion)

Compuesto Casa_ Pureza
comercial (%)
K(SbO)C4H406.3H,0 (Tartrato de antimonio y potasio Merck 99
trihidratado)
(NH4)sM07024.4H,0 (Molibdato de amonio) Carlo Erba -
CesHgOs (Acido ascorbico) Carlo Erba 99
K2Cr,0O7 (Dicromato de potasio) Carlo Erba >99
HgSO, (Sulfato de mercurio) JTBaker 100
Solucién indicadora de ferroina HACH -
(NH4)2Fe(SO4)2.6Hh2(g($iudh;2:gdd(;e) amonio y Hierro Il Merck <100
HNO3 (Acido nitrico) Carlo Erba 65
Patron de fosforo (P) Merck -
(NH4)6M07024.4H20_ (Molibdato de amonio Alfa Aesar 99
tetrahidratado)
Patron de sodio (Na) Merck -
Patrén de potasio (K) AA Panreac -
K>SO, (Sulfato de potasio) Carlo Erba -
CuS0,.5H,0(Sulfato de cobre pentahidratado) Carlo Erba | 98-102

FUENTE: Las autoras

5.1.3 Otros. Agua destilada; agua desionizada; espatula; microespatula; papel
filtro; pipeteadores; pinzas; nueces; mangueras; vidrio reloj; plancha de
calentamiento con agitacion magnética y plato de ceramica (Velp scientifica
F20510010); centrifuga de mesa refrigerada y microprocesada (Universal 320R,
Hettich Zentrifugen, max. Vel. 15000 rpm); plancha de calentamiento con agitacion
plato en ceramica (Exactitu, temperatura 550 °C); horno conveccion natural
(Binder ED 115, 9010-0164, termporizador integrado de 0 a 99 horas, temperatura
ambiente hasta 300 °C); manta de calentamiento (E&Q, equipos y quimicos
M250); mufla analoga y digital (E&Q MD 2.2 50-1100 °C); estufa de esterilizacién
(Gemy Industrial Corp. YCO-010 IN-010); nevera (Haceb AS 388 LT).
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5.2ACLIMATACION DEL INOCULO AL SUSTRATO

El estiércol bovino fue aclimatado con el fin de identificar el periodo 6ptimo de
aclimatacion. En el proceso se empled un tanque con un volumen de tres litros,
ubicgdo en las instalaciones del laboratorio de biotecnologia de la UIS (Figura
14).

Las condiciones de trabajo se presentan en el cuadro 5. Con base en los
resultados obtenidos se establecieron los parametros para la continuidad de este
trabajo.

Cuadro 5. Condiciones de operacion para la aclimatacion del EB.

Condiciones de aclimatacion del in6culo
Parametros EB-0 EBA-30 EBA-60
Tiempo de aclimatacion (dias) 0 30 60
Relacion inoculo/sustrato 90:10 % v/v
Inoculo EB (2,251)
Sustrato LS (0,251L)
Volumen del reactor 3L
Volumen de operaciéon 25L
Temperatura promedio del reactor 39°C
Agitacion Manual intermitente

FUENTE: Las autoras

5.3CARACTERIZACION DEL SUSTRATO

El LS, fue sometido a la determinacion de los parametros presentados a
continuacion, segin manual de procedimientos de laboratorio de biotecnologia™ y
métodos normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales.” La
medicién de los parametros fue realizada en las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia de la UIS y en el de investigaciones de la USTA.

El principio y las reacciones correspondientes a los métodos que se describen a
continuacion se presentan en el Anexo 1.

5.3.1 pH. En tubos falcon se tomaron 10 mL de muestra y se realizé la lectura por
triplicado en un potenciéometro.

5.3.2 Sélidos totales (ST) y soélidos volatiles totales (SVT). Se tomaron 20 mL
de muestra en una capsula de porcelana fondo redondo, previamente pesada (P,),
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llevdndola a bafio maria hasta evaporacion maxima de humedad, se trasladd a
una estufa a 105°C por una hora y se llevo al desecador por una hora. Al llegar a
temperatura ambiente la capsula fue pesada (P,) y posteriormente llevada a una
mufla a 550°C por una hora, fue transferida al desecador hasta temperatura
ambiente y fue pesada (P3). El procedimiento se realiz6 por triplicado y los valores
se calcularon con las Ecuaciones 3y 4.7

(P, = P) X 1000 g
ST = g9 E n 3
Volumen de muestra [L] (Ecuacién 3)

(P, — P3) X 1000 g
SVT = g £ o4
Volumen de muestra [L] (Ecuacién 4)

Figura 3. Determinacion de solidos totales y sdlidos volatiles totales, equipo
disponible en el laboratorio de biotecnologia UIS.

FUENTE: Las autoras

5.3.3 Demanda quimica de oxigeno (DQO). Antes de iniciar, el material de vidrio
se lavé con una solucién de H,SO4 al 10% para prevenir contaminacién. En un
balon de reflujo de 100 mL se depositaron 10 mL de muestra, 0,2 g de HgSO4
(JTBaker, 100, Center Valley, United States) y muy lentamente 5 mL de reactivo
de acido sulfurico, agitando hasta disolverlo.

Se agregaron perlas de vidrio para regular la ebullicion, se llevé a un bafio de hielo
para enfriar y se agregaron 5 mL de la soluciéon de K,Cr,O; mezclando
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vigorosamente. El balén fue acoplado a un condensador y lentamente fueron
agregados 10 mL mas del reactivo de H,SO,4 (ver seccién 5.1.2) a través del
extremo superior del condensador, antes de suministrar calor se agit6 la mezcla.

El montaje permanecio en reflujo por 2 horas; luego se dejoé en reposo el montaje
hasta alcanzar la temperatura ambiente y se lavd el condensador con 30 mL de
agua destilada. Para titular el exceso de K,Cr,O; con FAS (0,049 N) se
adicionaron 3 gotas de indicador de ferroina, donde el punto final de la titulacion
fue el primer cambio de color azul-verdoso a café-rojizo. El anterior procedimiento
se realizo por duplicado, donde el volumen de FAS usado para la titulacion de la
primera repeticion fue de 18,5 mL y para la segunda de 16,8 mL y ademas 20,5
mL para el blanco de reactivos. Los célculos se realizaron usando la Ecuacién 5.”

(A—B)x N x 8000
mL de muestra

DQO como mg 0,/L = (Ecuacioén 5)

Doénde:

A = mL de FAS usados para el blanco
B = mL de FAS usados para la muestra
N = Normalidad del FAS

Para la determinacion de la DQO, la muestra de LS fue diluida 1000 veces, es
decir, se tomé 1 mL de LS y se afor6é en un balén de 1000 mL con agua destilada.

Figura 4. Determinacion de DQO por reflujo abierto, equipo disponible en el
laboratorio de investigaciones de la USTA.

FUENTE: Las autoras
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5.4 CO-DIGESTION ANAEROBIA DEL LACTOSUERO USANDO ESTIERCOL
BOVINO ACLIMATADO

Con el fin de determinar el periodo de tiempo de aclimatacion éptimo, en relacion
con la produccion de CHy, se realizo la co-digestion anaerobia con estiércol a 0, 30
y 60 dias de aclimatacion hasta evidenciar una diferencia significativa en esta
produccion.

5.5 CARACTERIZACION DEL INOCULO

El estiércol bovino aclimatado (EBA) fue caracterizado por la determinacion de:
pH, alcalinidad total, AGV, ART, ST, SVT, DQO, NTK, K, P y Na. El procedimiento
para la determinacion de ST, SVT y DQO se realiz6 como se menciona en el
numeral 5.3, segiin manual de procedimientos de laboratorio de biotecnologia™ y
métodos normalizados para el anélisis de aguas potables y residuales.’*

El principio y las reacciones correspondientes a los métodos que se describen a
continuacion se presentan en el Anexo 1.

5.5.1 pH. En tubos falcon se tomaron 10 mL de EBA, se llevaron a la centrifuga a
5000 rpm por 30 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se realizo la lectura por
triplicado en un potenciémetro.

5.5.2 Acidos grasos volatiles (AGV)-alcalinidad. Se tomaron 5 mL de muestra,
gue fueron adicionados a un vaso de precipitado, se agregaron 25 mL de agua
destilada y se titul6 con una solucién de HCI 0,1N (Merck, Darmtstad, Alemania)
hasta alcanzar pH de 6,5, de alli a 4,5 y finalmente a 3, se registré el volumen
desplazado entre cada intervalo de pH. La muestra fue vertida a un balén fondo
redondo adaptado a un condensador tipo rosario, se llevd a ebullicibn por 2
minutos, una vez retirado del montaje se llevd a un recipiente con hielo hasta
temperatura ambiente, se transfiri6 a un vaso de precipitado y se titul6 con una
solucion de NaOH al 0,1N (Merck, Darmtstad, Alemania) hasta alcanzar pH 6,5. El
anterior procedimiento se realiz6 por triplicado, en la titulacion se utilizé 2,4 mL de
HCl y 0,6 mL de NaOH para la primera repeticién, para la segunda repeticion 2,6
mL HCIl y 0,6 NaOH y para la tercera repeticion 3 mL HCl y 0,7 NaOH. Con los
datos obtenidos de la titulacion se calculd la alcalinidad y los acidos grasos
volatiles por medio de las respectivas ecuaciones (ecuacién 1y 2).”

Alcalinidad =

V; X Ny X 50000 pm,
! Hel [Tg] (Ecuaciéon 1)

5mL
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AGV =

V, x N X 60000 pm
2 X Nyaon [Tg] (Ecuacién 2)

5mL

5.5.3 Azucares reductores totales (ART). En tubos falcon se tomaron 5 mL de
EBA, se llevaron a la centrifuga a 10000 rpm por 15 minutos. En tubos de ensayo
con tapa rosca se tomaron del sobrenadante 200 pL de muestra, 200 puL de agua
destilada y 400 pL de reactivo DNS, se llevaron a un bafio de agua en ebullicién
por 5 minutos, después a un bafio de hielo hasta temperatura ambiente y se
agregaron 5 mL de agua destilada. En el espectrofotdmetro UV-Vis se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm,”® lo anterior se realiz6 por
triplicado.

La concentracion de ART se calculd usando la curva de calibracién realizada con
un patron de glucosa (D(+)-glucosa monohidrato) con un rango de concentracion
de 0.2-2 g/L, siendo esta curva la de mejor valor de coeficiente de correlacién (R =
0,9979).

Figura 5. Determinacion de azucares reductores totales, disponible en el
laboratorio de biotecnologia UIS.

/

FUENTE: Las autoras

5.5.4 Nitrogeno (NTK). En tubos de digestion se depositaron 1 mL de muestra y
10 mL de reactivo de digestidn, se ajustaron al equipo de digestién Kjeldahl (Bichi
K-424) adaptado a un Scrubber (Bichi K-415), por 40 minutos a posicion 8,5.
Finalizado el tiempo se dejo enfriar los tubos hasta temperatura ambiente y se
agregaron 30 mL de agua destilada, 10 mL de la solucion hidréxido de sodio-
tiosulfato y una gota de fenolftaleina. Se destilé un volumen de 50 mL de muestra
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y 10 mL de solucion indicadora de acido borico en destilador de nitrégeno (Btichi
K-355). Por udltimo se titulé con H,SO,4 0,02 N hasta un viraje lavanda palido, en un
titulador automatico (Metrohm 776 dosimat) con agitador. El procedimiento se
realizd por duplicado, donde se us6 4,12 mL de H,SO4 0,02 N para la primera
repeticion, 4,27 mL para la segunda repeticion y para el blanco de reactivos se
us6 0,054 mL. Los célculos se realizaron usando la Ecuacion 6.

(A—B) x 280

NH,—N/L =
mg 3 / mlL de muestra

(Ecuacién 6)

Donde:
A = mL de H,SO, usados para la muestra
B = mL de H,0,4 usados para el blanco

Figura 6. Determinacién de nitrégeno (NTK), equipo disponible en laboratorio de
aguas Yy suelo de la CDMB. Digestor Kjeldahl (Buichi K-424); Scrubber (Buchi K-
415); destilador de nitrégeno (Blichi K-355); titulador automatico (Metrohm 776
dosimat) con agitador.

F—w-'—r—m’w r
/ aﬂﬁ”“??‘ 1 !

Poeees

e g

FUENTE: Las autoras

5.5.5 Potasio (K): en cépsulas de porcelana fondo redondo se depositaron 50
mL de muestra y se evapor6 a sequedad en bafio maria, se llevo a la mufla a 500
°C por 5 horas. La ceniza blanca obtenida se disolvié en 2 mL de H,SO4 (96%) y
10 mL de agua caliente, luego se filtr0 y se aforé a un volumen de 50 mL. Lo
obtenido de la filtracion se llevd al espectrometro de absorcién atémica (emisién
por llama y mezcla aire-acetileno) se ley6 la absorbancia a una longitud de onda
de 766 nm. El anterior procedimiento se realizé por duplicado, ademas de un
blanco de reactivos y la concentracion de potasio se calculé usando la curva de
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calibracion con una rango de concentracion de 0,1-4 mg/L, con un mejor valor de
coeficiente de correlacion (R = 0,9980)."*

Figura 7. Determinacion de potasio, equipo disponible en el laboratorio de
investigaciones USTA.

FUENTE: Las autoras

5.5.6 Fo&sforo (P). Se lavé el material con una solucion de HCI (Carlo Erba, 37%,
Rodano, Italia) al 10% antes de utilizarlo para evitar contaminacién. En una
capsula de porcelana fondo redondo se adicionaron 25 mL de muestra, 1 mL de
H,S0O,4 (96%) y 5 mL de HNO3; concentrado. En una vitrina extractora se ubico la
capsula de porcelana sobre una placa de calentamiento y se dejé en evaporacion
hasta obtener un volumen aproximado de 1 mL.

Al llegar a temperatura ambiente se adicionaron 5 mL de agua destilada, fue
necesario neutralizar con 4 mL de una solucion de NaOH 2,5 N utilizando dos
gotas de fenolftaleina como indicador, hasta un tinte rosado en la solucién. Se
filtr6 la solucion, para remover material particulado, se realizaron pequefios
lavados de la capsula y en balones volumétricos se aforé hasta 25 mL con agua
destilada.

Posteriormente se transfirio la solucién a vasos de precipitado y se adicionaron 2
mL de H,SO, 5 N hasta que desaparecio la coloracion, enseguida se adicionaron
4 mL de reactivo combinado, mezclando y agitando vigorosamente. Después de
15 minutos pero antes de 30 min, en el espectrofotometro UV-Vis se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 880 nm la muestra, por triplicado y ademas
un blanco de reactivos.”
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Para la determinacion del P fue realizada una curva de calibracién con un patrén
de fésforo, en un rango de concentraciéon de 0,05-1 mg/L. En la Figura 11 se
muestra la curva con el mejor valor de coeficiente de correlacion (R= 0,9998).

Figura 8. Determinacion de fésforo.

FUENTE: Las autoras

5.5.7 Sodio (Na). En capsulas de porcelana fondo redondo se depositaron 50 mL
de muestra y se evapord a sequedad en bafio maria, se llevo a la mufla a 500 °C
por 5 horas. La ceniza blanca obtenida se disolvié en 2 mL de H,SO,4 concentrado
y 10 mL de agua caliente, la muestra fue filtrada y se aforé6 a un volumen de
50 mL. Se llevo al espectrometro de absorcion atdmica (emision por llama y
mezcla aire-acetileno) y se midioé la absorbancia a una longitud de onda de 589
nm. El anterior procedimiento se realizé por duplicado, ademéas de un blanco de
reactivos. La concentracion de sodio se calculé usando la curva de calibracion con
un mejor valor de coeficiente de correlacién (R = 0,9978), la cual se realizé con un
rango de concentracién de 01-1,2 mg/L."*
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Figura 9. Determinacién de sodio, equipo disponible en el laboratorio de
investigaciones USTA.

FUENTE: Las autoras

Para la realizacion de la caracterizacion del inéculo, la muestra de EBA fue diluida
10, 100 y 1000 veces. Para la realizacion de estas diluciones se tom6 10 mL de
EBA y se aford en un balon de 100 mL con agua destilada, de esta dilucion se
tomaron 10 mL de muestra y se afor6 en un balén de 100 mL con agua destilada y
finalmente de esta Ultima se tomaron 10 mL de muestra y se aforé en un balén de
100 mL con agua destilada nuevamente, como se muestra en la Figura 10. La
dilucion de 100 veces se uso para determinar sodio y potasio y la dilucién de 1000
veces para la determinacién de fésforo.

Figura 10. Dilucion de la muestra analizada.

// | ~
6 @ /(bo “)‘
Dia ¢
-

FUENTE: Las autoras

Para determinar nitrégeno, la muestra de EBA fue diluida 50 veces, 1 mL de EBA
se aford en un balon de 50 mL con agua destilada.
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5.6 CO-DIGESTION ANAEROBIA DEL LACTOSUERO USANDO ESTIERCOL
BOVINO ACLIMATADO

La co-digestion anaerobia se realizo teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en el numeral 5.2 y bajo las condiciones que se describen en el cuadro 6.

Cuadro 6. Condiciones de operacion de la Co-DA.

Tipo de indculo EBA-60

Relacion inéculo/sustrato 70:30 % v/v

In6culo EBA (24,5 mL)

Sustrato LS (10,5 mL)

Volumen del reactor 50 mL

Volumen de operacion 35 mL

Temperatura promedio del reactor 39°C

Tiempo de reaccién 60 (dias)

Agitacion Manual intermitente
Variable de respuesta Volumen acumulado de metano (mL)

5.6.1 Montaje de los biorreactores. En botellas de vidrio con capacidad de 50
mL se agreg6 una cantidad de 35 mL de mezcla de estiércol bovino aclimatado
(24,5 mL) y lactosuero (10,5 mL), con una relacion 70:30 % v/v respectivamente,
relacién usada basados en experimentos previos.® Las botellas fueron selladas
herméticamente para asegurar la condicion anaerobia, posteriormente se
mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 39°C para asegurar la
actividad microbiana, por un periodo de tiempo de 60 dias.?

Figura 11. Biorreactores usados en la co-digestion anaerobia.
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5.6.2 Monitoreo del proceso de la co-digestiéon anaerobia (Co-DA). Se
realizaron monitoreos en cuatro momentos a lo largo de todo el proceso, al inicio
se midié pH, ST, SVT, alcalinidad, AGV, ART, nitrégeno, fésforo, potasio, sodio,
DQO, coliformes totales, coliformes fecales y salmonella spp. Cada 5 dias se
midié pH, ST y SVT. Todos los dias se midi6 la produccién de metano vy al final se
midieron los mismos parametros que al inicio.

El procedimiento para la determinacion de estos parametros se encuentra descrito
en los numerales 5.3 y 5.5. Los parametros microbioldgicos fueron realizados por
el laboratorio SIAMA Ltda. como servicio técnico.

5.6.2.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica al inicio de la Co-DA.
Al inicio de la co-digestion anaerobia se realizé una caracterizacion fisicoquimica y
microbioldgica de la mezcla, para determinar el contenido de nutrientes vy
patégenos en su composicion.

5.6.2.2 Medicién y cuantificacion de pH y sdlidos volatiles totales. Estos dos
parametros se realizaron cada cinco dias por triplicado segun manual de
protocolos usado en el laboratorio de biotecnologia de la UIS. Estos
procedimientos permitieron tener informacién acerca de la estabilidad y evolucién
del proceso.

5.6.2.3 Medicién de metano por método de desplazamiento alcalino. Para este
procedimiento se emple6 un montaje, como se muestra en la Figura 12. Los
reactores, con un volumen de 35 mL de mezcla (24,5 mL EBA y 10,5 mL LS) se
conectaron individualmente al montaje por medio de mangueras de plastico y
agujas hipodérmicas. EI metano producido se burbuje6 en la solucion alcalina,
NaOH 10% p/v (se prepard un litro de solucion alcalina con 100 g de NaOH, la
cual se distribuyé en dos botellas con un volumen de 500 mL), que contenia
fenolftaleina como indicador, alli se absorbié el CO, y el volumen del biogéas
desplazé cierto volumen de solucion. El volumen recolectado en la probeta se
asumi6é como biogas generado.” La produccién de metano fue medida todos los
dias durante 60 dias, segun manual de protocolos usado en el laboratorio de
biotecnologia de la UIS.”
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Figura 12. Montaje para medir metano por el método de desplazamiento alcalino.
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FUENTE: Las autoras

5.6.2.4 Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica al final de la Co-DA. Al
cumplirse el periodo de tiempo establecido se midieron los mismos parametros
mencionados en la seccion 5.3, estableciendo el contenido de nutrientes y
patdgenos en su composicion segin manual de protocolos usado en el laboratorio
de biotecnologia de la UIS y protocolos APHA."®

5.7 ESTABILIZACION MICROBIOLOGICA DE LA BIOMASA RESIDUAL
(ESTABILIZACION ALCALINA)

5.7.1 Adicién de cal. A la biomasa residual obtenida, 100 mL, después de la Co-
DA se adicion6 24,2 g de cal viva (CaO), obtenida en una calera ubicada en el
kilbmetro 8 via al mar, con el objeto de disminuir la humedad y los agentes
patdgenos presentes en esta. La dosis de cal que se aplicO, por recomendacion de
la literatura, fue de 25% (% p/v),** ®" esta se agit6 vigorosamente para obtener una
mezcla homogénea.
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Figura 13. CaO utilizado en la estabilizacion alcalina de la biomasa residual al
final del proceso de Co-DA.

FUENTE: Las autoras

5.7.2 Caracterizacion microbioldégica de la biomasa residual estabilizada.
Como parte final de la estabilizacion del biosélido se realiz6 una caracterizacion
microbiolégica determinando coliformes totales, coliformes fecales y Salmonella
spp., por medio de servicios técnicos prestados por el laboratorio SIAMA Ltda.
corroborando asi la disminucion o eliminacién de los agentes patdgenos.

5.8 ALTERNATIVAS DE USO PARA LA BIOMASA RESIDUAL ESTABILIZADA

Los resultados obtenidos en la caracterizacién fisicoquimica y microbiolégica
permitieron establecer la mejor alternativa de uso para la biomasa residual
estabilizada, teniendo en cuenta la Norma Técnica Colombiana 5167, el Decreto
1287 de 2014 y documento reportado por la EPA No. 530-R-99-009 para la
aplicacién de acondicionadores y fertilizantes de suelo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 EVALUACION DEL TIEMPO DE ACLIMATACION

Para la adaptacion del lactosuero al estiércol bovino fue empleado un tanque de
aclimatacion (Figura 14), con volumen de operacion de 2,5 L. La agitacion de la
mezcla se realizé todos los dias para garantizar que la mezcla fuera homogénea.

Figura 14. Tanque de aclimatacion, disponible en el laboratorio de biotecnologia
de la UIS.

FUENTE: Las autoras

Con el fin de evaluar la efectividad de la aclimatacion, los tres indculos
aclimatados se emplearon en el proceso de co-digestibn anaerobia preliminar
durante 15 dias para su evaluacion.
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Figura 15. Produccion de CH,4 segun dias de aclimatacion.

, 500,00

© 400,00 ;. 1

© T A 4

& 300,00 yol

g 4 I

E E 200,00 %

% f T _ s + -

£ ,00

= 0 2 4 6 8 10 12 14 16
>

Tiempo (dias)

——EB-0 —=—EBA-30 EBA-60

FUENTE: las autoras

La Figura 15 representa graficamente el comportamiento de los datos de la Tabla
1. En las tres condiciones evaluadas, las graficas muestran un comportamiento
creciente, donde se identifica, claramente, la mejora en la tasa de produccién de
metano al emplear en el proceso un indculo previamente aclimatado al sustrato.
De igual manera, las mediciones obtenidas evidencian, que al aumentar el tiempo
de aclimatacién del in6culo al sustrato, se favorece la produccion de metano
durante el proceso de co-digestién anaerobia.

Por su parte, los resultados obtenidos al emplear EBA-30 y EBA-60, indican que
no hay diferencias importantes en la produccion de metano durante este periodo.
Sin embargo, a partir del dia nueve las curvas se diferencian claramente, lo que
permite asegurar que el comportamiento de la produccién de metano empleando
EBA-60, es mejor que al emplear EBA-30.

Resultados similares son obtenidos por Gungor-Demirci y Demirer en 2004, en
cuanto a comportamiento del rendimiento en la produccién de metano, bajo
condiciones como: temperatura 35°C, relacion inoculo sustrato 25:75, mezcla
aclimatada a 0 dias y 91 dias, los cuales para la aclimatacién a 0 dias reportaron
una produccion de 186,3 mL gas/g DQO adicionado y para 90 dias de
aclimatacién 242,8 mL gas/g DQO adicionado, indicando que con la aclimatacién
aumenta la produccioén de biogas en un 30%.

En nuestro caso el rendimiento en la produccion de metano fue de 99,5 mL CHu/g
DQO para EB-0; 406,8 mL CH,4/g DQO para EBA-30 y 515,7 mL CH,/g DQO para
EBA-60, lo cual muestra un comportamiento creciente en la produccion de
metano, reafirmando asi que la aclimatacion tiene un efecto positivo en el
desarrollo del proceso de Co-DA.
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Tabla 1. Proceso de Co-DA-evaluacion del tiempo de aclimatacion.

Tiempo ) EB-0 *EBA-30 EBA-60
(dias) X Cv X Cv X CVv
(mL) (%) (mL) (%) (mL) (%0)
1 170+16 | 94 101,1 +5,2 5,1 104,8 + 0,5 0,5
2 23,2+2,8 (11,9 | 124,8+9,0 7,2 1154+ 0,5 0,4
3 40,7+2,8 | 6,8 | 158,8+10,5 | 6,6 140,3+1,9 1,4
4 475+3,1 | 6,5 208,0 + 8,9 4,3 156,5+3,4 2,2
5 56,9+3,3 | 59 227,7+9,0 4,0 180,3+2,9 1,6
6 69,1+42 | 6,0 230,4 +8,5 3,7 201,1+3,6 1,8
7 695+32 | 4,6 240,8+ 7,6 3,1 249,1+3,2 1,3
8 76,1+25 | 3.3 256,9+6,9 2,7 2876 +1,6 0,6
9 73,352 | 71 2728+4,4 1,6 338,6 +7,7 2,3
10 755+24 | 3,2 2799+41 1,5 359,3+6,2 1,7
11 746+27 | 3,7 293,0+4,0 1,4 386,1 + 6,7 1,7
12 74,4+27 | 3,6 300,7 + 3,9 1,3 397,6 +5,9 1,5
13 754+33 | 4,4 318,7+1,0 0,3 401,2+£6,9 1,7
14 77,5+3,7 | 4,8 321,7+1,3 0,4 408,6 + 6,7 1,6
15 79,3+3,9 | 49 324,2+0,8 0,3 4110+ 7,1 1,7

FUENTE: las autoras

La totalidad de los resultados obtenidos presenta coeficientes de variacion inferior
o cercana al 10%, por lo cual todos los resultados fueron aceptados.

Con base en los resultados obtenidos se decidié continuar el estudio del proceso
de Co-digestion utilizando EBA-60.

6.2 CARACTERIZACION DEL INOCULO Y SUSTRATO

La caracterizacion del inoculo y del sustrato requirio la determinacion y
cuantificacion de azlcares reductores totales, potasio, fosforo y sodio, para los
cuales fue necesario realizar las curvas de calibracién correspondientes a los
requerimientos de cada método.

Se presentan en la Figura 16 las curvas con un mejor coeficiente de correlacion y
con un porcentaje del coeficiente de variacion menor al 10%, por lo tanto se
aprueba su uso, estas se emplearon para la caracterizacion fisicoquimica del LS y
del EBA.

* Promedio volumen acumulado de CH,.
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Figura 16. Curvas de calibracion empleadas para la determinacién de ART(A),
potasio (B), fésforo (C) y sodio (D).
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FUENTE: las autoras

En las Tablas 2 y 3 se presenta la caracterizacion fisicoquimica del lactosuero y
del estiércol bovino aclimatado, respectivamente.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato (LS).

FUENTE: las autoras

Parametros Unidades X CV (%)
DQO g/L 75,9+ 3,5 4,6
SVT g/L 63,5+1,0 1,6
ST g/L 70,2+0,4 0,6
pH - 5,05 0,1
Alcalinidad g/L 0 0
AGV g/L 8,5+0,2 2,9
ART g/L 55+0,4 8,1
Nitrégeno * g N/L 2,3 -
Fésforo* g P2Os/L 2,7 -
Sodio* g Na/L 0,6 -

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica del in6culo (EBA).
Parametros Unidades X CV (%)
DQO g/L 54 +14,1 26,2
SVT g/L 32,62+57 17,5
ST o/L 49,04 +9,3 18,9
pH - 7,46 0,2
Alcalinidad mg/L 2611 £ 29,4 14,3
AGV o/L 0,7+0,01 9,2
ART g/L 2,19+0,1 5,9
Nitr6geno NTK g N/L 1,1 +28,9 2,5
Fésforo g P,Os/L 1,08+ 2,6 0,6
Potasio g KoO/L 0,2+11,9 5,7
Sodio g Na/L 04+84 1,9

FUENTE: las autoras

Las caracteristicas que presenta el sustrato (LS) sefalan la elevada carga
organica que este contiene, reflejo de esto son los valores elevados de SVT, STy
DQO, lo cual indica que el LS es un gran contribuyente de carbono para la
produccion de metano en la co-digestion anaerobia, siendo esto una ventaja para

el proceso.

Valores menores a 7 en el pH y cercanos a 0 en la alcalinidad (Tabla 2) ocasionan
una limitante para el desarrollo del consorcio microbiano, encargado de degradar y
transformar la materia organica en biogas, esto lleva a la acidificacion del medio,
pero es ahi donde el inoculo (estiércol bovino aclimatado, EBA) juega un papel
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importante, porque que el estiércol tiene una capacidad de amortiguacion de los
declives subitos de pH.

Lo anterior corresponde a lo mencionado por Luo y colaboradores, 2013 y Bezerra
y colaboradores, 2009, quienes afirman que la mezcla entre estiércol bovino y
lactosuero genera estabilidad en el proceso y un incremento en la produccion de
metano.”*"

Los parametros de ART y AGT fueron medidos con el fin de identificar el aporte de
estos en el desarrollo de las etapas de la co-digestion anaerobia, ya que como se
muestra en los esquemas 3y 4, la glucosa (azucar reductor) es el sustrato para la
produccion de acido piravico (acido graso volatil), es decir, en la medida que se
consume la glucosa se producen AGV, sustrato en la produccion de acetato.

Por otro lado, los minerales (N, P, K y Na) se midieron con el fin de observar el
aporte nutricional que el LS y el EBA hacen a la mezcla usada en la co-digestion
anaerobia. Al comparar los resultados obtenidos en las Tablas 2 y 3, donde el
aporte del valor nutricional es mayor por parte del lactosuero, esto posiblemente
tiene relacion con lo planteado por Carvalho y colaboradores en el 2013, donde se
indica que el 55% del total de los nutrientes de la leche permanecen en el LS.

6.3CO-DIGESTION ANAEROBIA DEL LS

La co-digestion anaerobia se llevd a cabo durante 60 dias con el fin de evaluar la
estabilizacion de la produccion de CHy, es decir, determinar el periodo de tiempo
en el que se alcanza la estabilizacion de la materia orgéanica presente en el LS.

En la Figura 17 se muestra la produccion del volumen acumulado de metano, con
sus respectivas replicas, durante el tiempo de operacion (60 dias).

58



Figura 17. Produccion de CH4 durante el proceso de la Co-DA

500
400

~ 300

£

=~ 200
T
© 100

0

—TTTTTTT
S & & & s

TTTTT
i =

e

Volumen acumulado de

FUENTE: las autoras

10

20

30

40 50

Tiempo (dias)

60 70

Tabla 4. Resultados de la produccién de metano por el proceso de Co-DA.

Tiempo | Vol.1 | Vol.2 | Vol. 3 2 CVv
(dias) | (mL) (mL) (mL) (%)
1 103,6 | 104,5 106,3 1048+1,4 1,3

2 116 116 114,2 115,4+1,0 0,9

3 141,8 | 1418 137,4 140,3+2,5 1,8

4 161,6 | 153,5 154,5 156,5+4,4 2,8

5 183,8 | 171,3 185,6 180,2+7,8 4,3

6 206,2 | 191,8 205,3 201,1+8,1 4,0

7 253,5 241 252,6 249,0+7,0 2,8

8 290,3 | 2822 290,3 287,6 4,7 1,6

9 347,2 | 338,44 330,3 338,6 £ 8,5 2,5
10 366,7 | 359,5 351,5 359,2+7,6 2,1
11 395 385,1 378,1 386,1 +8,5 2,2
12 408,3 | 399,3 3852 | 3976+116 | 29
13 4146 | 401,1 387.,8 401,2+13,4 3,3
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Tabla 4. (Continuacion).

Tiempo | Vol.1 | Vol.2 | Vol.3 2 CVv
(dias) | (mL) (mL) (mL) (%)
14 423,4 | 407,4 395 408,6 £14,2 | 3,5
15 427 409,2 396,8 411,0+15,2 | 3,7
16 432,4 | 415,44 400,3 416,00+ 16,1 | 3,9
17 435,9 | 419,8 402,1 419,3+16,9 | 4,0
18 437,7 | 4225 404,7 4216 +£16,5 | 3,9
19 440,3 | 424,2 405,6 423,4+174 | 4,1
20 442,1 426 409,2 4258+16,5 | 3,9
21 448,3 | 432,2 415,4 432,0+16,5 | 3,8
22 450,9 434 416,3 433,7+17,3 | 4,0
23 452,77 | 4349 418,1 435,2+17,3 | 4,0
24 453,6 | 435,8 419 436,1+17,3 | 4,0
25 456,3 | 438,55 419,9 438,2+18,2 | 4,2
26 458 439,3 420,7 439,3+18,7 | 4,2
27 4599 | 4411 423,4 4415+18,3 | 4,1
28 460,8 | 4412 423,4 441,8+18,7 | 4,2
29 462,5 | 4437 426 4441 +18,3 | 4,1
30 463,4 | 4455 427,8 4456 £17,8 | 4,0
31 465,2 | 447,3 429,6 4474 +178 | 4,0
32 466,1 | 449,2 433,2 4495 +16,5 | 3,7
33 467 450,1 434,2 450,4+£16,4 | 3,6
34 467 450 432,4 449,8+17,3 | 3,8
35 467,9 451 433,3 450,7£17,3 | 3,8
36 469,7 | 4519 434,1 4519+17,8 | 3,9
37 469,7 | 4519 434,2 4519+17,8 | 3,9
38 470,6 | 451,8 434,2 452,2+18,2 | 4,0
39 470,6 | 4518 435,1 4525+17,8 | 3,9
40 472,4 | 453,6 434,2 453,4+19,1 | 4,2
41 473,3 | 454,6 435,1 4543+19,1 | 4,2
42 475,1 | 454,6 436 455,2+19,6 | 4,3
43 476 455,4 434,2 4552 +20,9 | 4,6
44 476,8 | 456,3 435,1 456,1+20,9 | 4,6
45 476,8 | 456,4 435,1 456,1 £20,9 | 4,6
46 476,8 | 458,1 434,2 456,4 +21,4 | 47
a7 476,8 | 458,1 434,3 456,4 +21,3 | 4,7
48 475,9 | 458,1 434,2 456,1+20,9 | 4,6
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Tabla 4. (Continuacion).

Tiempo | Vol.1 | Vol.2 | Vol.3 2 CVv

(dias) | (mL) (mL) (mL) (%)
48 475,9 458,1 434,2 | 456,1 +20,9| 4,6
49 476,8 459 4352 | 457,0+20,9| 4,6
50 478,6 459,9 435,1 | 457,9+21,8| 4,8
51 480,4 459,9 4334 | 4579+236| 5,1
52 480,4 459,9 433,3 | 457,9+23,6| 5,2
53 482,2 460,7 435,1| 459,3+236| 5,1
54 481,3 459,9 434,2 | 4585+236| 5,1
55 479,5 459,9 434,2 | 457,9+22,7| 5,0
56 479,5 459,9 434,2 | 4579+227| 5,0
57 480,4 460,8 433,4 | 458,2+23,6| 5,2
58 480,4 460,8 433,3 | 458,2+23,7| 5,2
59 480,4 460,8 433,3 | 458,2+23,7| 5,2

60 481,3 461,7 432,4 | 458,55 + 24,6 54
FUENTE: las autoras

Con lo reportado en la Tabla 4, se identifico la pertinencia de los resultados,
debido a que los valores del CV son menores al 10%. En esta se observa un
aumento significativo en la produccion de CH, hasta el dia 14, se podria afirmar
entonces que a partir de ese dia se estabilizé la generacién del gas, aunque la
mejor manera para definir un comportamiento estable, es calculando la pendiente
de la gréfica y la relacion con la gréfica de SVT, discusion que se realiza en el
siguiente numeral.

6.3.1 Monitoreo de la co-digestion anaerobia. Con el fin de observar la
estabilidad del proceso a lo largo de la Co-DA se midieron el pH, los SVT y la
produccion de metano. Estos parametros permitieron identificar el progreso de la
degradacion de la materia organica, asi como la permanencia y reproduccion de
los microorganismos.

El comportamiento en la produccién de biogas se relaciona estrechamente con el
pH, de alli la importancia de tomarlo como parametro de control. En la Figura 18
se presentan los resultados obtenidos en la medicion del pH durante el proceso de
Co-DA.
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Figura 18. Comportamiento del pH durante el proceso de la Co-DA.

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (dias)

FUENTE: las autoras

La medicién del pH se realiz6 cada 5 dias, los resultados presentados en la Figura
18 confirman un comportamiento constante, pues permanecioé dentro de un rango
de 6,8-7,8 durante todo el proceso, sin embargo, en el dia 5 se presentdé una
disminucion del pH, posiblemente por la alta produccion de CH, durante estos
primeros dias, ya que hay mayor produccion y acumulacion de AGV que
acidificaron levemente el medio, es alli donde actia el EBA como amortiguador y
regula el pH haciendo que el comportamiento se vuelva constante. Esto permitio
asumir que el medio de crecimiento para los microorganismos fue aceptable.

Tabla 5. Resultados en la medicion de pH durante el proceso de Co-DA.

Tle,mpo Valor 1 | Valor2 | Valor 3 X CV (%)
(dias)
0 7,42 7,67 7,78 7,62 +0,18 2,42
5 6,96 6,69 6,87 6,84 +0,14 2,01
10 7,70 7,66 7,88 7,75+0,12 1,51
15 7,91 7,83 7,84 7,86 + 0,04 0,55
20 7,78 7,83 7,90 7,84 + 0,06 0,77
25 7,75 7,82 7,79 7,79 £0,04 0,45
30 7,46 7,49 7,49 7,48 + 0,02 0,23
35 7,42 7,43 7,46 7,44 + 0,02 0,28
40 7,62 7,63 7,66 7,64 + 0,02 0,27
45 7,47 7,52 7,52 7,50 £ 0,03 0,38
50 7,58 7,65 7,67 7,63 £ 0,05 0,62
55 7,54 7,47 7,51 7,51+ 0,04 0,47
60 7,65 7,66 7,62 7,64 £ 0,02 0,27

FUENTE: las autoras
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Segun lo reportado por Zhang y colaboradores, 2010, y Pavlostathis vy
colaboradores, 1991, mantener el pH dentro del rango 6-8,5 mejora la solubilidad
del sustrato y por lo tanto la etapa de hidrélisis se hace mas r4pida y efectiva, en
esos valores especificos de pH el crecimiento de las bacterias aumenta, esto se
puede observar en la Tabla 5, donde todos los datos se reportaron con su
respectiva informacion estadistica (DS, x, CV), la cual asegura la aceptacion de
estos resultados.

Para indicar la estabilizacion del proceso, fue necesario comparar los SVT y la
produccién de CH,4, como se muestra en la Figura 19. Esto se relaciona con el
momento en el cual la materia organica del LS disminuye y la producciéon de
biogas presenta menor variabilidad en sus resultados, con lo cual se puede
establecer que la produccién de CH, finaliza paralelamente a la estabilizacién de
los SVT.

Figura 19. Produccion de metano vs degradacion de los SVT.
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FUENTE: las autoras

En la Tabla 6 los sdlidos volatiles totales presentan una tendencia a la
disminucion, a excepcion del dia 30 donde se presenta un aumento, debido a
errores de medicion. Los resultados indican el consumo de materia organica
correspondiente al LS a lo largo del periodo de la Co-DA. La reduccion de SVT,
desde el primer hasta el ultimo dia, fue de un 34%; este porcentaje indica una
degradacion del 87% de los SVT correspondientes al LS.
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Tabla 6. Valores de SVT obtenidos a lo largo del proceso de Co-DA.

Tiempo | Valor 1 Valor 2 Valor 3 _
@ias) | @b | @b | (@ X cv o)
1 48,38 50,90 44 57 | 47,95+3,19 6,65
5 38,43 41,41 42,21 | 40,68+1,99 4,90
10 38,23 40,25 38,49 | 38,99+1,10 2,82
15 33,98 35,60 34,01 | 34,53+0,93 2,68
20 34,58 35,97 35,63 | 35,39+0,72 2,05
25 34,40 33,80 34,18 | 34,13+0,30 0,89
30 35,77 35,34 34,60 | 35,24+0,59 1,68
35 34,19 33,71 33,88 | 33,93+0,24 0,72
40 34,81 36,84 32,86 | 34,83+1,99 571
45 30,93 31,82 33,61 | 32,12+1,36 4,25
50 31,75 30,57 31,01 | 31,11+0,60 1,92
55 31,34 32,97 30,28 | 31,53+1,36 4.30

FUENTE: las autoras

La estabilizacion en el proceso de Co-DA (estabilizacién de la materia organica),
se corrobor6 calculando el valor de la pendiente menor a uno, para la gréfica de
produccion de CH,4 (Figura 19). Los valores de la pendiente, entre los dias 40-50,
fueron 0,78 indicando una produccién constante.

Al comparar lo anterior con el porcentaje de coeficiente de variacion entre los
resultados, para la produccion de CH, (0,21%) y SVT (1,61%), se determiné que a
partir del dia 45 el proceso de Co-DA se estabilizé.

6.3.2 Caracterizacion del lodo antes y después de la co-digestion anaerobia.
Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del lodo (EBA +
LS) se presenta en las Tablas 7, 8, 9 y 10. Al comparar los valores reportados en
estas tablas, correspondientes a los SVT, ST, AGV y ART, hay una notable
disminucién, lo que indica la transformacién de la materia organica en biogas. Lo
anterior también se relaciona con la DQO, la cual disminuye considerablemente,
con un porcentaje de reduccion de 54%.

La alcalinidad, al igual que el pH, fue requerido como pardmetro de control en el
proceso de co-digestion. Este permiti6 conocer informacion sobre el consumo y
formacion de los acidos grasos volatiles, porque cuando se producen mas AGV de
los que se consumen, el ion bicarbonato disminuye y el medio tiende a
acidificarse. Segun los resultados obtenidos (ver Tablas 7 y 9) estos dos
pardmetros se encuentran en un rango aceptable gracias al comportamiento del
pH.
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Para los nutrientes presentes en la mezcla (N, P, Ky Na) el % de reduccion fue
del 6% y 11% aproximadamente, lo que indica una permanecia de estos durante
el proceso de Co-DA. Estos resultados son una seial favorable para el
aprovechamiento agricola de la biomasa residual.

Tabla 7. Caracterizacién fisicoquimica antes de la Co-DA.

Parametros Unidades | Co-DA inicial CV (%)
DQO g/L 70+£8,5 12,1
SVT o/L 47,95 + 3,2 6,6
ST g/L 65,98 +5,1 7,8
pH - 8,07 0,0
Alcalinidad mg/L 166 £ 9,79 5,9
AGV g/l 2x10+ 0,01 3,5
ART g/L 9,83+ 0,30 3,1
Nitr6geno NTK g N/L 15+0,01 0,7
Fésforo g P,Os/L 1,09 + 19,65 4,1
Potasio g K,O/L 0,42 £+ 6,34 2,0
Sodio g Na/L 0,7 £ 0,001 0,2

FUENTE: las autoras

Tabla 8. Caracterizaciébn microbiologica antes de la Co-DA (Servicios técnicos
prestados por el laboratorio SIAMA Ltda.).

Parametros Unidades | Co-DA inicial
Coliformes totales NMP/g 2300
Coliformes fecales NMP/g 2200
Salmonella spp. Neg/25 g -

Tabla 9. Caracterizacién fisicoquimica después de la Co-DA.

Parametros Unidades Co-DA final CV (%)
DQO g/L 32+5,7 17,7
SVT g/L 31,53 +1,36 4,30
ST g/L 56,27 + 0,49 0,87
pH - 7,87 £ 0,01 0,13
Alcalinidad mg/L 323+£9,79 3,03
AGV g/L 7x10° + 0,01 9,17
ART g/L 0,84 £ 0,04 4,96
Nitrégeno NTK mg N/L 1,3 £ 0,0002 0,02
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Tabla 9. (Continuacion)

Parametros Unidades Co-DA final CV (%)
Fosforo g P,Os/L 1,03 £ 22,27 4,93
Potasio g KoO/L 0,37 + 28,56 8,35
Sodio g Na/L 0,7 £ 0,07 9,8

FUENTE: las autoras

Tabla 10. Caracterizacion microbiolégica después de la Co-DA (Servicios técnicos
prestados por el laboratorio SIAMA Ltda.).

Parametros Unidades Co-DA final
Coliformes totales NMP/g 2500
Coliformes fecales NMP/g 1800
Salmonella spp. Neg/25 g -

6.4ESTABILIZACION MICROBIOLOGICA DE LA BIOMASA RESIDUAL

De acuerdo con lo establecido en la EPA No. 530-R-99-009 para conseguir una
reduccion significativa de microorganismos patdgenos es necesario elevar el pH a
valores superiores de 12 unidades por un periodo minimo de 2 horas, una vez
transcurrido este periodo se debe mantener un valor aproximado de 11 para el pH,
por un rango de tiempo minimo de 72 horas y a una temperatura de 52 °C por
aproximadamente 12 horas.*?

Atendiendo a lo anterior, la estabilizacion alcalina se realizé adicionando 24,2 g de

CaO (25 %pl/v) al lodo efluente de la Co-DA. La Tabla 11 muestra las condiciones
alcanzadas durante la estabilizacion.

Tabla 11. Condiciones de la estabilizaciéon alcalina.

3 pH CV (%) Temperatura
1h 12,26 + 0,03 0,22 49
24 h 12,46 + 0,02 0,14 28
48 h 12,57 + 0,02 0,17 26
72 h 12,63 +0,01 0,12 26

FUENTE: las autoras
Luego de realizar el tratamiento alcalino se solicité nuevamente el servicio técnico
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de analisis microbiologico al laboratorio SIAMA Ltda. con el propésito de observar
el porcentaje de disminucion de los microorganismos patdgenos.

Tabla 12. Andlisis microbiolégico de la mezcla al final de la Co-DA y después de la
estabilizacion alcalina.

Parametros Unidades Bioma,sa residual Biomasa} _residual
después de Co-DA estabilizada
Coliformes totales NMP/g 2500 130
Coliformes fecales NMP/g 1800 20
Salmonella spp. Neg/25 g - -

FUENTE: SIAMA Ltda.

Al comparar los resultados presentados en la Tabla 12 se observa un porcentaje
de reduccion del 95% para coliformes totales y un 99% para coliformes fecales, lo
cual indica la alta eficiencia de la estabilizacidn alcalina. De acuerdo a lo planteado
por Silva y colaboradores, 2013, esta reduccién se justifica por la accion del pH
sobre las estructuras bacterianas. La temperatura ideal para la inactivacion (52 °C)
no se alcanzo, posiblemente por el estado liquido de la biomasa residual (Figura
13), esto de acuerdo a lo reportado por autores como Silva,** Torres,> Wong,*?
Samaras® y colaboradores donde fue realizado un secado térmico o
deshidratacion antes de la estabilizacion alcalina.

6.5ALTERNATIVAS DE USO PARA LA BIOMASA RESIDUAL ESTABILIZADA

Con base en el Decreto 1287, su posible clasificacion, después de ser
estabilizada, seria biosdlido clase A. Al comparar lo obtenido con lo estipulado en
el Decreto esta cumple con los requisitos para ser tipo A, de esta forma, el
biosolido obtenido podria ser aplicado en cobertura de rellenos sanitarios,
revegetacion, jardines y cultivos de alimentos, es decir, que no presenta ninguna
restriccion para su uso.

Al relacionar los requisitos estipulados en la Norma Técnica Colombiana 5167 y
las caracteristicas de la biomasa residual obtenida (Tabla 11), no es posible una
clasificacion de este biosélido entre las clases de abonos o fertilizantes que alli se
mencionan, debido a que no se cumple con ninguno de los valores de los
parametros a caracterizar exigidos en esta norma.
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Tabla 13. Comparativo entre la Norma Técnica Colombiana 5167 y los resultados
obtenidos.

Clasificacion Parametro Valor Resultados
del producto obtenidos
Ab N total + P,Os5 + K,O Minimo 40 g/L 2,75 g/L
ono Rigueza maxima potasio (K20) 50 g/L 0,37 g/L
organico
mineral Elem_entos menores Reportar en g/L -
liquido Contenido de sodio (Na) Reportar 0,7 g/lL
pH Reportar 12,63

Sin embargo, teniendo en cuenta las caracteristicas de la biomasa residual (Tabla
8) y las condiciones en las que fue estabilizada, esta puede usarse como
acondicionador de suelo, puesto que puede mejorar la productividad de este,
enmendar problemas de acidez y reparar balances nutricionales con el fin de
obtener mejores rendimientos en su produccion, esto segun lo planteado por
Blanco, 2011.”® Por consiguiente esta es una alternativa viable para el tratamiento
de lodos efluentes de digestion.

Otras ventajas de usar la biomasa residual como acondicionador de suelos son el
reciclado de materia organica, uso de tecnologia convencional y bajo consumo
energeético.

Con relacién a las proporciones de nutrientes (N, P, K y Na) presentes en la
biomasa residual es evidente el bajo contenido de estos, sin embargo Prazeres y
colaboradores, 2013"" emplearon su efluente, proveniente de digestién anaerobia
de LS con caracteristicas similares o inferiores a las reportadas en este proyecto,
en cultivo de tomate, comprobando que aun teniendo baja capacidad de aporte
nutricional y altas concentraciones de Na que el LS aporta a la biomasa residual,
como se observa en la Tabla 8, es posible emplearlo como mejorador o
acondicionador de suelo.

En resumen, las alternativas de uso del residuo de la co-digestiébn anaerobia entre
el lactosuero y el estiércol bovino aclimatado, indican que es posible utilizar no
so6lo el subproducto generado de la elaboracion de queso para producir energia,
sino que también el residuo del proceso de co-digestion podria ser aprovechado
en la produccion de un mejorador de suelos. En este sentido, los resultados
evidencian la utilizacion y estabilizacién de los residuos en los diferentes procesos
estudiados.
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7. CONCLUSIONES

v El tiempo de aclimatacion del inoculo y la produccion de biogas, dentro de
los parametros establecidos en el proyecto, tienen una relacion directamente, es
decir, al aumentar el tiempo de aclimatacion del EB se aumenta también la
produccion de CHy, de esta manera el volumen de metano acumulado para EB-0,
EBA-30 y EBA-60 dias de aclimatacion fue de 79,3 mL, 324,2 mL y 411 mL,
respectivamente.

v Durante el proceso de co-digestion anaerobia se obtuvo una alta produccion
de metano, la cual, se ve reflejada con el rendimiento obtenido de 575,3 mL CH4/g
DQO.

v La co-digestion anaerobia del LS realizada por un periodo de tiempo de 60
dias evidencio la estabilizacion de la materia organica, esto se refleja en la
reducciéon del 34% de los SVT, coherente con la adicién de LS a la mezcla del
proceso de Co-DA, dado que el aporte de SVT de este, es de un 39%. Lo anterior
también se puede relacionar con la reduccion de la DQO (54%) y la produccion de
metano.

v Con los parametros fisicogquimicos analizados antes y después de la co-
digestion anaerobia fue posible evidenciar que las concentraciones nutricionales
aportadas por el LS y el EBA a la biomasa residual no presentan una reduccion
significativa durante este proceso.

v El encalado de la biomasa residual (25% p/v de CaO) permiti6 una
adecuada estabilizacidon microbiologica al reducir en un 95% los coliformes totales
y en un 99% los coliformes fecales, por lo tanto se puede clasificar como biosélido
tipo A.

v De acuerdo con las concentraciones nutricionales y propiedades
microbiologicas de la biomasa residual, la mejor alternativa de uso de esta es
como acondicionador de suelos acidos con posibles fines como: cobertura de
rellenos sanitarios, revegetacion, uso en jardines y cultivos de alimentos.

v El aprovechamiento del LS en la co-digestion anaerobia es un proceso
amigable con el ambiente, que permite su uso como fuente de energia alternativa
y emplear el residuo, luego de su estabilizacion, como mejorador o acondicionador
de suelos que contribuye asi al cierre del ciclo de vida de estos residuos.
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ANEXOS

Anexo 1. Principios y reacciones generales de los métodos usados en la
caracterizacion fisicoquimica.

SVT. Empleando este método se permite calcular aproximadamente la
cantidad de materia organica presente en la fraccién sélida de la mezcla.”™

D.Q.0. La demanda quimica de oxigeno es util para determinar el consumo
de oxigeno requerido para degradar la materia organica presente en la
muestra. EI método tiene como principio el uso de un oxidante fuerte,
especificamente las sales del ion dicromato (K,Cr,O;), en presencia de un
catalizador (AgSQO,) a condiciones acidas y elevada temperatura.

El remante del oxidante fuerte es titulado con una solucion de sulfato ferroso
de amonio (FAS), empleando como indicador el complejo ferroso de
ortofenantrolina.®

ART. ElI método DNS consiste en la reduccién del acido 3,5-dinitrosalicilico a
3,5-amino nitrosalicilico, por los grupos funcionales aldehido y cetona de los
azucares reductores, formando un complejo el cual es medido a 540 nm en un
espectrofotometro.

P. El fosforo presente en la muestra es determinado por el método
colorimétrico del acido ascorbico, desarrollado en dos etapas, la primera una
digestiébn que convierte el fosforo presente a ortofosfatos, con una mezica
H.SO4-HNOg, y oxida la materia organica presente en la muestra.

La segunda etapa consiste en la determinacion colorimétrica del ortofosfato
disuelto, donde la concentracion de fosforo en la muestra estd dada por la
reaccion del molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio en medio
acido formando un acido fosfomolibdico que se reduce por el acido ascorbico a
un complejo de molibdeno de color azul intenso.

Na. El fundamento del método usado para la determinacion de Na esta dado
por la atomizacion de la muestra en una llama, donde la intensidad de la luz
emitida es medida a ciertas longitudes de onda. Partiendo de concentraciones
conocidas se puede realizar una curva de calibracion, la cual proporciona una
ecuacion que relaciona absorbancia y concentracion, con esto se puede hallar
la concentracién del elemento en la muestra.”®
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K. La determinacion de K en la muestra presenta el mismo principio que el Na,
por ser el mismo procedimiento aplicado.”®

N. El método Kjeldahl es aplicado para determinar el N presente en muestras
organicas. Mediante reactivos como: H,SO,4, K;SO4 y HgSO4, el N amino, el
amoniaco libre y el nitrégeno-amonio se transforman en (NH4),SO,. La
digestion favorece la formaciéon del complejo mercurio amonio que se
descompone por la accion del tiosulfato de sodio (Na,S,03), una vez ocurre
esto se destila en medio alcalino y el acido es absorbido. EI amoniaco es
determinado por titulacién con H.SO, al 0,02 N.”*

Parametro Reacciones
M.0+ K;Cry0; + H;S0, 2225 €0, + Cr*3 + Hy0
3
DQO® Cr,0,°~ + 14H* + 6Fe®* > 2Cr3* 4 6Fe3* + 7H,0

Fe(C12H8N6)33+ + e HFe(612H8N6)32+

C, H, N (organicos) + HZSO4T(NH4)ZSO4 + CO, + H,0

(NH,),S0, + 2NaOH — 2NH; + Na,S0, + H,0

N
3NH; + H3BO3; —» (NH,)3B0;
(NH4)3BO; + H,S0, —» (NH,)3S04 + H,BO4
P H;PO, + M0,0,4.(NH,)¢ — PO,. 12M005(NH,); — Mo(V)(Azul de molibdeno)

79




Anexo 2. Resultados de los pardmetros microbiolégicos.

SERVICIOS INTEGRADOS PARA LA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS Y EL
MEDIO AMBIENTE

e Ly
——— NIT. 804.016.152-8
——
REPORTE DE RESULTADOS

Ciudad y Fecha de emision: Bucaramanga, 12 de Febrero de 2014 No. 054993
Solicitante: ERIKA CESPEDES Tipo de muestra: Lodo
Direccién: Cra 7 No 42-53 Alfonso Lopez e JCCLN DEEATEROOL BN Y
Teléfono: 6957203-3164316243 Descripcion: //
Lugar de muestreo: UNIVERSIDAD UIS . Responsable de muestreo: Solicitante
Fecha de muestreo: 07 de febrero de 2014 Procedimiento de muestreo: Solicitante
Fecha de recepcion: 07 de febrero de 2014 Tamaiio de la muestra: 100 mi
Fecha de analisis: 07 - 11 de febrero de 2014 Envase o empaque: Vidrio
Andlisis solicitado: Microbioldgico Lote: //

Condiciones de la muestra: Adecuadas

ANALISIS MICROBIOLOGICO

VALORES DE
ANALISIS METODO RESULTADOS REFERENCIA
COLIFORMES TOTALES NTC 4458 ‘ 23x10°NMP / g
COLIFORMES FECALES NTC 4458 22x10° NMP/ g
Salmonella spp NTC 4574 3 Neg/25g

Los resultados son validos para la muestra analizada. No se pueden reproducir sin la previa autorizacion de SIAMA.

£ SERVICIOS INTEGRADOS PARA LA &
% "INDUSTRIA DE ALIMENTOS YEL <

® UWVIS YNVIS VRVIS VYIS YIRVIS YIS #

Cafa hna :Infan/': Uillae éHMDRQ [\ﬂ&mo‘w
Elaboré: CATALINA INFANTE VILLATE Revis6: SANDRA PINZON RUEDA
COORDINADOR MICROBIOLOGIA Y MUESTREO DIRECTOR MICROBIOLOGIA
MICROBIOLOGA REG. FOLIO 14348 LIBRO C-4 MICROBIOLOGA REG. 47708 FOLIO 177
|Cédigo: R—- 051 Versién: 0.1 Fecha: 22/05/09 Pégina: 1de 1 |

Carrera 24 No. 36 - 11 Tels: (7) 6348000 - (7) 6348800 - 3187070821 Bucaramanga - Colombia
web: www.siamaltda.com - e-mail: info@siamaltda.com
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D

= SERVICIOS INTEGRADOS PARA LA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS Y EL o ioNet B
MEDIO AMBIENTE
B iy NIT. 804.016.152-8
REPORTE DE RESULTADOS
Ciudad y Fecha de emisién: Bucaramanga, 24 de Abril de 2014 No. 058847
Solicitante: ERIKA CESPEDES Tipo de muestra: Lodo
—— Identificacion: MEZCLA DE ESTIERCOL BOVINO Y

Direccion: Cra 7 No 42-53 Alfonso Lopez LACTOSUERO ESTABILIZADO
Teléfono: 6957203-3164316243 Descripcion: //
Lugar de muestreo: UNIVERSIDAD UIS . Responsable de muestreo: Solicitante
Fecha de muestreo: 16 de abril de 2014 Procedimiento de muestreo: Solicitante
Fecha de recepcion: 16 de abril de 2014 Tamafio de la muestra: 100 mi
Fecha de andlisis: 16 — 24 de abril de 2014 Envase o empagque: Vidrio
Andlisis solicitado: Microbiolbgico Lote: //

Condiciones de la muestra: Adecuadas

ANALISIS MICROBIOLOGICO

VALORES DE
ANALISIS METODO RESULTADOS REFERENCIA
COLIFORMES TOTALES NTC 4458 ' 25X10°UFC/ g
COLIFORMES FECALES NTC 4458 18X10% UFC/ g
Salmonella spp NTC 4574 ? Neg/ 25g

Los resultados son validos para la muestra analizada. No se pueden reproducir sin la previa autorizaciéon de SIAMA.

Oaliliag ok npante Ullale éRMDRQ (\PILEMH INZON
Elaboré: CATALINA INFANTE VILLATE Revisé: SANDRA PINZON RUEDA
COORDINADOR MICROBIOLOGIA Y MUESTREO DIRECTOR MICROBIOLOGIA
MICROBIOLOGA REG. FOLIO 14348 LIBRO C-4 MICROBIOLOGA REG. 47708 FOLIO 177
[Codigo: R- 051 _ Versién: 0.1 Fecha: 22/05/09 Pégina: — 1de1 |

Carrera 24 No. 36 - 11 Tels: (7) 6348000 - (7) 6348800 - 3187070821 Bucaramanga - Colombia
web: www.siamaltda.com - e-mail: info@siamaltda.com
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é SERVICIOS INTEGRADOS PARA LA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS Y EL

MEDIO AMBIENTE W

NIT. 804.016.152-8

REPORTE DE RESULTADOS
Ciudad y Fecha de emision: Bucaramanga, 24 de Abril de 2014 No. 058648
Solicitante: ERIKA CESPEDES Tipo de muestra: Lodo
Direccién: Cra 7 No 42-53 Alfonso Lopez :?:gﬁg;ﬂg’komﬁgtl\ VEESTERGOL Bovibe Y
Teléfono: 6957203-3164316243 Descripcion: //
Lugar de muestreo: UNIVERSIDAD UIS . Responsable de muestreo: Solicitante
Fecha de muestreo: 11 de abril de 2014 Procedimiento de muestreo: Solicitante
Fecha de recepcion: 11 de abril de 2014 Tamario de la muestra: 100 mi
Fecha de analisis: 12 — 16 de abril de 2014 Envase o empaque: Vidrio
Andlisis solicitado: Microbiolgico Lote: //

Condiciones de la muestra: Adecuadas

ANALISIS MICROBIOLOGICO

VALORES DE
ANALISIS METODO RESULTADOS REFERENCIA

COLIFORMES TOTALES NTC 4458 ' 13X10UFC/ g

COLIFORMES FECALES NTC 4458 20 UFC/ g

Salmonella spp NTC 4574 J Neg/ 25 g

Los resultados son vélidos para la muestra analizada. No se pueden reproducir sin la previa autorizacién de SIAMA.
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COORDINADOR MICROBIOLOGIA Y MUESTREO DIRECTOR MICROBIOLOGIA
MICROBIOLOGA REG. FOLIO 14348 LIBRO C-4 MICROBIOLOGA REG. 47708 FOLIO 177
[Cédigo: R- 051  Versién: 0.1 Fecha: 22/05/09 Pégina: 1de1 |
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