W\ m"'—._ Una Publicacién de la Editorial Feijéo, UCLV
|:" Drista Disponible en:
’ http://centroazucar.uclv.edu.cu

| gcarw Auean
Vol. 48, No.3, Julio-Septiembre, 2021 http:/iscielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_serial&pid=222
ISSN: 2223- 4861 3-4861&Ing=es&nrm=iso

Articulo Original
DIGESTION ANAEROBIA DE SUERO DE QUESO UTILIZANDO

INOCULO DE ESTIERCOL PORCINO A DIFERENTES
RELACIONES INOCULO-SUSTRATO

ANAEROBIC DIGESTION OF CHEESE WHEY USING SWINE MANURE
ANAEROBIC SLUDGE AT DIFFERENT INOCULUM-SUBSTRATE RATIOS

Jorge Enrique Gonzalez-Herrera * https://orcid.org/0000-0002-3188-5679
Yaima Hernandez-Beltran 2 https://orcid.org/0000-0002-7390-986X
Lisbet Mailin Lépez Gonzalez * https://orcid.org/0000-0002-2362-5703
Janet Jiménez Hernandez ** https://orcid.org/0000-0003-1631-6539

" Centro de Estudios de Energia y Procesos Industriales (CEEPI). Universidad de Sancti Spiritus “José
Marti Pérez” (UNISS). Avenida de los Martires 360, CP 60100, Sancti Spiritus, Cuba.
2 Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad de Sancti Spiritus “José Marti Pérez” (UNISS).
Avenida de los Martires 360, CP 60100, Sancti Spiritus, Cuba.

Recibido: Julio 22, 2020; Revisado: Noviembre 12, 2020; Aceptado: Enero 8, 2021

RESUMEN

Introduccion:

La digestion anaerobia del suero de queso es una tecnologia muy atractiva y
ampliamente utilizada, aunque se necesitan estrategias que contrarresten la rapida
acidificacion del suero, que provoca la caida del pH y posteriores fallas.

Objetivo:

Evaluar la digestion anaerobia del suero de queso utilizando lodo anaerobio de estiércol
porcino como ino6culo, asi como la influencia de diferentes relaciones de inéculo-
sustrato y la cinética de reaccién en cada caso.

Materiales y Métodos:

La caracterizacién del indculo y suero se realizo en los laboratorios de la Universidad de
Sancti Spiritus “José Marti Pérez” (UNISS) segun métodos estandares; se utilizé ensayo
de forma discontinua en reactores de 2 L, para la determinacion del rendimiento de
metano a tres relaciones indculo-sustrato (1:1, 2:1y 3:1).

Resultados y Discusién:

Se demostrd que es posible degradar este suero con el inoculo de estiercol porcino en
las primeras 24-48 horas, aunque no se alcanza el potencial de metano contenido, dada

Este es un articulo de acceso abierto bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-No Comercial 4.0
Internacional, lo que permite copiar, distribuir, exhibir y representar la obra y hacer obras derivadas para
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la necesaria adaptacion previa del inoculo y la inhibicién que implica la acidez del
sustrato. Los reactores con proporcion inoculo sustrato 3:1 manifestaron el mayor
rendimiento de metano (191 LyCH.kgSV™?). El andlisis cinético reveld que el modelo
Hill fue el que mas se ajustd, aunque el ajuste de todos los modelos experimentados
permite predecir el potencial de metano.

Conclusiones:

Este trabajo demuestra que es posible utilizar lodo anaerobio de estiércol porcino para el
arranque de biorreactores que traten suero de queso, y se puede utilizar el modelo de
Hill para predecir la formacion de metano.

Palabras clave: digestion anaerobia; indculo de estiércol porcino; suero de queso.

ABSTRACT

Introduction:

Anaerobic digestion of cheese whey is a very attractive and widely used technology,
although strategies are needed to counteract the rapid whey acidification, which causes
a pH dismiss and subsequent failures.

Objective:

To evaluate cheese whey anaerobic digestion using anaerobic pig manure sludge as
inoculum, as well as the influence of different inoculum-substrate relationships and the
reaction kinetics in each case.

Materials and Methods:

Inoculum and serum characterization was carried out in the UNISS laboratories
according to standard methods; 2 L batch reactors were used to determine methane yield
at three inoculum-substrate ratios (1:1, 2:1y 3:1).

Results and Discussion:

It is possible to degrade this serum with the pig manure inoculum in the first 24-48
hours, although the potential of contained methane is not reached, due to the necessary
prior inoculum adaptation and the inhibition implied by the substrate acidity. Reactors
with a 3:1 substrate- inoculum ratio showed the highest methane yield (191
LnCH4kgVS™). Kinetic analysis revealed that the Hill model was the best fit, although
the fit of all the experimented models allows predicting the methane yield.

Conclusions:

This work demonstrates that it is possible to use anaerobic pig manure sludge to start
bioreactors that treat cheese whey, and the Hill model can be used to predict methane
formation.

Keywords: anaerobic digestion; pig manure inoculum; cheese whey.

1. INTRODUCCION

Los efluentes de la industria lactea se caracterizan por su alta carga contaminante
debido al contenido de materia organica en forma de Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs). La presencia de aceites y grasas,
las variaciones del pH (2-11), las variaciones de temperatura, los niveles elevados de

12



Gonzalez-Herrera et al. / Centro Aztcar Vol 48, No. 3, Julio-Septiembre 2021 (pp. 11-20)

nitrégeno y fosforo (por productos de limpieza), y la conductividad elevada (por el
cloruro sddico del salado de quesos) (Escalante et al., 2018), hacen de estos efluentes
residuos dificiles de tratar. Dentro de estos, el suero de queso se destaca como alto
contaminante de la industria alimentaria (Cury et al., 2014); por cada kilogramo de
queso, se producen aproximadamente nueve litros de suero (85-90% del volumen de la
leche), cuya DQO varia entre 65 y 140 gL™ (Escalante et al., 2018).

A pesar de los compuestos de interés que contiene el suero (Prazeres et al., 2012) y su
posible aprovechamiento como alimento animal, en Cuba aun persiste el vertimiento de
grandes volumenes al medio, donde los procesos de tratamiento aerdbico como el
proceso de lodos activados han resultado ineficientes.

La digestion anaerobia (DA) constituye una solucion atractiva para tratar este efluente
porque ofrece solucion a tres problematicas a la vez: reduccién de la DQO, obtencion de
energia y recuperacion de nutrientes (Kataki et al., 2016). Sin embargo, el éxito de esta
tecnologia para tratar el suero depende de: a) la composicion fisicoquimica (materia
organica, alcalinidad y acidez), b) indculo (alta capacidad de tampdn), y c)
configuracién del reactor (recirculacion de efluentes) (Escalante et al.,, 2018). La
mayoria de las dificultades del proceso se deben al bajo contenido de alcalinidad y a la
rapida acidificacion del suero que puede agotar la capacidad buffer del sistema,
provocando una caida en el pH, acumulacion de acidos grasos volatiles (AGV) y
posteriores fallas del reactor. Teniendo en cuenta lo anterior y basado en la demostrada
capacidad tampdn del lodo anaerobio de estiércol porcino (Jiménez et al., 2014), el
objetivo de este trabajo fue evaluar la DA del suero de queso cuando se utiliza lodo
anaerobio de estiércol porcino como inbculo, asi como, la influencia de diferentes
relaciones de inoculo-sustrato sobre la produccién de metano y la cinética de la
reaccion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Procedencia y caracteristicas del suero de queso y el indculo de estiércol porcino
El suero de queso fue suministrado por la UEB “M¢rida” de la Empresa de Productos
Lacteos Rio Zaza, Yaguajay, Sancti Spiritus, Cuba. Las muestras de suero se tomaron
durante un ciclo productivo de 8 horas a intervalos de 1h (muestra compuesta) a
diferentes puntos de la salida del residual durante la produccion de queso. Este fue
transportado al laboratorio de la UNISS rapidamente y almacenado a 4°C antes de su
uso. El lodo anaerobio de estiércol porcino utilizado como in6culo, se colectd en un
biodigestor anaerobio tipo chino de 42 m®, que trata estiércol porcino en una granja
familiar de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “Juan Gonzalez”, Cabaiguén,
Sancti Spiritus. La caracterizacion, tanto del in6culo como del suero de queso, se realizé
segun los métodos estandares (APHA, 2012). El lodo anaerobio se caracterizé segun su
composicién de: sélidos volatiles (SV) de 27,77 + 1,4 gL, DQO de 133,54 + 9,2 gL ™,
alcalinidad de 3,30 + 0,6 gkg™® y AGV de 0,26 + 0,1 gkg™. Las caracteristicas del suero
se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracterizacion del suero de queso objeto de estudio

Parametro Valor*
pH 5,37+ 0,02
Solidos totales (ST) (%) 10,62 £ 1,35
Solidos volatiles (SV) (%) 597+1,35
SV (%ST) 55,75 + 5,42
Sélidos Fijos (SF) (%) 4,65+ 0,01
Concentracién de Ca**y Mg”* (ppm) 470,00 + 3,1
Concentracion de Ca™* (ppm) 42,10+ 1,4
Concentracion de Mg®* (ppm) 88,60+ 0,8
Concentracion de Na (ugmL™) 4,40+ 0,10
Concentracién de K (ugmL™) 0,10 + 0,02
DQO (gLI™) 123,16 + 2,56

*Valor promedio + desviacién estandar.

2.2 Digestion anaerobia de suero de queso en discontinuo

El ensayo se realizd en reactores de polietileno de 2 L de capacidad, sellados con tapon
de goma. EIl experimento constd de tres diferentes relaciones indculo-sustrato (1:1, 2:1,
y 3:1). Asi, el volumen total de digestion contenia 800 mL de in6culo en cada reactor y
180,55; 90,27; y 60,18 mL de suero de queso respectivamente, en funcion de los solidos
volatiles del indculo respecto a la DQO del suero de queso. Cada experimento se realizo
por triplicado, ademés se utilizaron dos reactores controles que contenian indculo y
agua. Los reactores se mantuvieron a una temperatura controlada de 37+2°C en bafio de
Maria durante los 35 dias de experimentacion y se agitaban manualmente una vez al dia.

2.2.1 Determinacion del potencial bioquimico de metano
La produccién de metano se determiné diariamente mediante el método de
desplazamiento de liquido (NaOH al 2,5%). Para referir el volumen de metano
producido diariamente en el laboratorio (L CH,), a condiciones estandar como volumen
normalizado (LnCHy), se utilizd la ecuacion 1, segun los métodos estandares alemanes
(VDI 4630, 2006). Antes de normalizar el volumen de metano se le rest6 el volumen
producido en el reactor de control (in6culo sin sustrato).

v, =v, . (Pa=Pu) T, (1)

Pn 'Ta

Donde:
Vn: Volumen de metano normalizado (LnCHy)
Va: Volumen de metano medido a T,y pa (LCHy)
Pa: Presion a la que se midio el volumen de metano (mbar)
pw: Presién de vapor del agua a la temperatura T, (mbar)
T,: Temperatura ambiente a la que se midio el volumen de metano (K)
pn: Presién normal (1013,25 mbar)
Tn: Temperatura normal (273,15 K)
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Luego se calcul6 el Potencial Bioquimico de Metano (BMP, por sus siglas en inglés)
como el volumen de metano acumulado durante el tiempo de digestion (Vcu4) por la
masa de suero afiadido en términos de SV (SVs), segun la ecuacion 2, y se expreso en
m?* CH;kgSV™.

2(3)5 Vena 1

BMP = = "T000

(2)

2.3 Analisis de los parametros cinéticos

Para la estimacion de los parametros cinéticos en cada condicion analizada, se utilizaron
los siguientes modelos de primer orden (ecuaciones 3-9):

Modelo de Roediger:

Y(t) = ¥Ymax [1 - exp(—kt)] (3)
Modelo de Gompertz modificado:
R e
Y(©) = Ymaxexp | —exp (725 (A= 0) + 1)) @
Modelo de Funcion Transferencial:
= — “Rm (t24)
Y(O = Ymax [1 eXP( — )] (5)

Modelo modificado de Hill:

b

t
y(®) = Ymax 5y (6)

Para ello se tomd en consideracion los siguientes términos: la produccién acumulada de
metano y(t) (LnCH4 kgSV™) en un tiempo dado t (d); el valor del maximo rendimiento
de metano (Yma); la constante cinética de velocidad aparente k (d™); la duracién del
desfase inicial A (d) en la produccion de metano; la maxima produccion especifica de
metano Rm (LnCH4 kg SV™'d™); el tiempo al cual la mitad del rendimiento de metano
es alcanzado (c); b es un pardmetro propio del modelo Hill modificado, el cual se
introduce con el valor inicial 1, para la posterior iteracion del sistema y el calculo de su
valor real. El ajuste a los modelos se realizé6 mediante el analisis de regresion no lineal
por medio del paquete estadistico STATGRAPHICS Centurién XVLII. Las curvas se
produccion de metano obtenidas se compararon utilizando la “Comparaciéon multi-
muestras” que ofrece el software Statgraphics para una p< 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De manera general, las caracteristicas del suero de queso utilizado en este estudio
(Tabla 1) fueron muy similares a las informadas por otros autores, independientemente
de la variabilidad esperada en los parametros fisico-quimicos debido a las diferencias
tecnoldgicas durante el manejo de la leche y la producciéon quesera (Escalante et al.,
2018). Los valores de sélidos totales, volatiles y fijos, estan dentro del rango reportado
por otros autores (Cury et al., 2014; Escalante et al., 2018). Todo lo cual permitio inferir
que la digestion anaerobia del suero no estaria limitada por nutrientes, pero su bajo pH y
la concentracion de acidos organicos volatiles pudieran inhibir el proceso. Es por ello
gue un in6culo a partir de lodo anaerobio de estiércol porcino, cuya capacidad tampo6n
es conocida pudiera contrarrestar este efecto.
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3.1 Digestion anaerobia del suero de queso utilizando indculo de estiércol porcino

La rapida formacion de metano durante la digestion anaerobia del suero de queso
comenzd en las primeras 24 horas, a las tres condiciones de relacion inoculo-sustrato
ensayadas. Esto indicO que, a pesar de esa variabilidad en las caracteristicas, varios de
los componentes del suero de queso, son de facil degradacion (Figura 1). La fase de
latencia fue de menos de 8 horas, lo que sugiere que la concentracién de acidos
organicos de cadena corta, que caracteriza la composicion del suero, fueron sustratos
directos de las archaeas metanogenas del indculo favoreciendo la biometanizacion. En
adicion es de notar que las bacterias del indculo fueron capaces de hidrolizar las
macromoléculas del sustrato y comenzar la fermentacion de los azucares obtenidos,
puesto que no hubo caida en la formacion de metano sino que esta fue continua y
creciente durante las 72 horas restantes, esto es diferente a lo informado por otros
autores utilizando indculo de estiércol porcino donde si se observa una leve caida de la
formacion de metano durante la inflexion de la curva acumulada (Jiménez et al., 2014).

250 -

200 . T F—
IR A 2 :

150

——Prom1:1
100 1+ —=—Prom2:1
/#/ Prom 3:1
50

0 o ; ; ; ; ; ; ; ; ; .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (d)
Figura 1. Produccién acumulada de metano en cada condicidn de relacion indculo sustrato
evaluada (1:1, 2:1 y 3:1). Cada curva representa la media de tres reactores

Metano (L CH, kgSV-1)

Después de las primeras 48 horas se observaron diferencias, aunque no significativas
entre los reactores con diferente relacion indculo-sustrato. En los reactores con relacion
1:1 la menor pendiente indicé una produccion menor y mas lenta. Esto puede deberse a
que contiene la mayor proporcion de sustrato suero de queso y por tanto provoca la
acidificacion del sistema, afectando directamente la actividad metanogénica especifica
(Besson, 2018). En esta condicion de inoculo sustrato 1:1 la produccidn se estabiliza a
los ocho dias, y alcanza un méximo promedio de 179,96 LyCH. kgSV™ a los diecinueve
dias. La relacion 2:1 alcanza una mayor produccion de metano que la relacion 1:1 y
menor que la 3:1, alcanzando su fase de produccion estable a los siete dias y su
produccién final promedio de 186,25 LyCHskgSV™.

A la relacion 3:1 corresponde la mayor produccién de metano, y esto esta relacionado
con la menor proporcion de sustrato, cuya cantidad de acidos puede ser mejor asimilada
por el sistema. La produccion se estabiliza a los siete dias y logra un maximo promedio
de 191 LyCH4kg SV™. Lo anterior indica que altas concentraciones de sustrato reducen
la posibilidad de la formacién de metano dado a la influencia de la acidificacion del
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suero de queso sobre la microbiota anaerobia, incluso a la relacion inéculo sustrato 2:1
que es la recomendada por las Normas Alemanas para los ensayos de biometanizacion
(VDI 4630, 2006).

El BMP permite cuantificar la cantidad de metano contenida en un sustrato por unidad
de biomasa y tiempo (Jiménez et al., 2015). Investigaciones previas han informado
valores de BMP para el suero de queso entre 0,32 y 0,85 m*CH, kgSV™* (Dreschke et al.,
2015; Escalante et al., 2018). En este estudio se obtuvo un BMP de 0,21 m®kgSV™. Este
menor BMP alcanzado puede deberse a que el inoculo requiere una mejor adaptacion,
ya que no logra la completa degradacion de la DQO (De Vrieze et al., 2015). El inéculo
mas utilizado para la DA del suero de queso ha sido el lodo anaerobio de estiércol
bovino adaptado (Brown et al., 2016; Besson, 2018). Por otro lado, otra de las causas es
la rapida acidificacion dada por la formacion de AGV durante la fermentacion de la
lactosa, lo cual influye en el lodo anaerobio de estiércol porcino (De Vrieze et al., 2015,
Jiménez et al., 2015).

3.2 Andlisis estadistico de los parametros cinéticos

La comparacion multi-muestras permitio determinar que las diferencias entre los valores
de produccion de metano acumulado de cada relacion no fueron significativas, ya que el
valor P fue siempre mayor de 0,05, lo que indica que los valores analizados tienen una
distribucion homogénea. Sin embargo, después de las 48 h y hasta las 96 h si se
observan diferencias significativas entre los reactores. La relacién 1:1 resulto
significativamente menor que las demas. Los parametros cinéticos obtenidos y sus
estadisticos a partir del ajuste de los modelos de Roediger (MR), Hill modificado (MH),
Gompertz modificado (MG) y Funcion Transferencial (MT) se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Resumen de los parametros de los modelos cinéticos para cada
relacién indculo-sustrato

Reactor | Relacion | Modelo | ymax k Rm A b Cc Rij ES
1 11 MR 172,92 | 0,51 99,57 | 3,44
MH | 186,91 1,22 | 1,40 | 99,21 | 4,66

MT | 173,48 83,63 | -0,09 99,74 | 2,68

MG | 170,81 48,38 | -0,31 98,45 | 6,53

7 1:1 MR | 170,79 | 0,56 99,59 | 3,29
MH | 183,63 1,22 11,26 | 99,26 | 4,41

MT | 171,28 90,60 | -0,08 99,76 | 2,53

MG | 168,87 52,67 | -0,27 98,44 | 6,38

12 1:1 MR | 188,83 | 0,46 99,48 | 4,18
MH | 210,14 1,12 | 1,62 | 99,64 | 3,47

MT | 189,72 81,52 | -0,11 99,68 | 3,28

MG | 186,24 46,71 | -0,39 97,93 | 8,32

10 2:1 MR | 195,65 | 0,87 97,34 | 9,25
MH | 211,64 1,06 | 0,77 | 99,48 | 4,10

MT | 195,93 164,50 | -0,03 97,24 | 9,43

MG | 193,15 104,26 | -0,09 94,85 | 12,87
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6 2:1 MR 172,81 | 1,15 99,46 | 3,54
MH | 178,11 1,341 0,56 | 99,98 | 0,67
MT | 195,93 164,50 | -0,03 97,24 | 9,43
MG | 171,38 123,68 | -0,01 98,23 | 6,45
11 2:1 MR | 172,14 | 1,19 99,45 | 3,56
MH | 176,94 1,38 | 0,54 | 99,97 | 0,80
MT | 172,14 204,38 | 0,00 99,42 | 3,66
MG | 170,75 128,45 | 0,00 98,34 | 6,22
8 3:1 MR | 184,75 | 1,12 96,45 | 9,94
MH | 195,13 1,15 0,59 | 98,47 | 6,53
MT | 184,78 205,96 | 0,00 96,25 | 10,21
MG | 182,57 137,19 | 0,01 94,64 | 12,21
5 3:1 MR | 177,74 | 1,43 99,27 | 4,25
MT | 177,63 262,45 | 0,02 99,30 | 4,16
MG | 176,47 168,78 | 0,05 98,96 | 5,06
9 31 MR | 177,78 | 1,38 99,41 | 3,82
MH | 180,70 1,54 10,48 | 99,90 | 1,55
MT | 177,70 249,34 | 0,01 99,41 | 3,82
MG | 176,52 158,33 | 0,04 98,87 | 5,27

Rﬁj: Coeficiente de determinacion ajustado %, ES: Error estandar del estimado, Ymax:
rendimiento maximo de metano (LyCH4 kg SV™), k: constante cinética de velocidad aparente
(d~1), Rm: velocidad méxima de produccion de metano (LyCH, kg SV*d™), A: fase de retardo

().

Todos los modelos se ajustaron a los datos de produccidon de metano alcanzado en la
experimentacion (Rza,- superior al 94 %). EI modelo que mas se ajustd fue el de Hill con
todos sus Rza,- superiores a 98 %. Los modelos describen mejor la relacion 1:1, pues las
curvas de estos reactores tienen una menor pendiente, por lo que tienen una produccién
de metano menos acelerada. Para cada relacion el modelo con mayor error y menor
ajuste fue el modelo Gomperzt; esto se debid a que todas las curvas mostraron una gran
pendiente, debido a que es un sustrato liquido cuya primera fase de hidr6lisis es muy
rapida, sumado a la biometanizacion directa de los AGV, por tanto, no puede ser
explicada por este modelo. Los valores de ymax fueron muy similares para cada una de
las relaciones, siendo ligeramente superior los valores de la relacion 2:1, con una
desviacién estandar de 1.7. Los valores de Rm que solo estan presente para los modelos
MT y MG, y los valores de la constante de velocidad k, que solo estan presente para el
modelo MR e indican la velocidad de la produccion de metano, fueron mayor para la
relacion 3:1, con una mayor proporcién de inéculo. La fase de retardo (L) fue
despreciable para todos los modelos, siendo siempre menor de 0,4 por lo que indica la
rapida biodegradabilidad del sustrato.

En resumen estos resultados, no solo demuestran la posibilidad del arranque de
reactores anaerobio utilizando estiércol porcino como indculo sino que ademas es
posible predecir su rendimiento utilizando los modelos anteriormente descritos. Esto
resulta de gran valor practico teniendo en cuenta la posibilidad de la codigestion
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anaerobia de estiercoles porcinos y residuales lacteos en general, en una misma area
geografica, que puede ser planificada y modelada energéticamente, en busca de
incrementar la utilizacion de fuentes renovables de energia en sectores productivo clave.

4. CONCLUSIONES

1. En este trabajo se demostrd que es posible degradar el suero de queso via
digestion anaerobia utilizando como indculo lodo anaerobio de estiércol porcino,
incluso en las 24-48 h, aunque el potencial de metano esta limitado debido a la
adaptacion del in6culo y los problemas de inhibicién por la acidez del sustrato.

2. Del andlisis cinético se determind que el modelo que més se ajustd fue el Hill,
aunque todos los modelos ensayados permiten predecir el potencial de metano.
Por tanto, sera posible utilizar lodo anaerobio de estiércol porcino para el
arranque de biorreactores que traten suero de queso teniendo en cuenta una
relacién inoculo sustrato de 3:1, criterios que pueden aplicarse también a la
codigestion anaerobia de estiércoles porcino y suero de queso en aquellos
escenarios que sea factible utilizarla.
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