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Influencia de la relacion in6culo-sustrato en el potencial bioquimico de metano del
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Influence of the inoculum-substrate ratio on the biochemical methane potential of
the whey residue
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RESUMEN

El lactosuero es uno de los residuos mas caracteristicos de la industria quesera por el alto contenido de
materia organica, que puede ser utilizado como sustrato para la digestion anaerobia en la produccién de
metano. Asi, el objetivo del articulo, es la evaluacion de la influencia de la relacion indculo-sustrato
(RIS) para el andlisis del potencial bioquimico de metano (PBM) de residuo de lactosuero de una planta
quesera de dos tipos de lactosuero salado y puro. La digestion anaerobia se realiz6 a condiciones
mesofilicas de 35°C en reactores del tipo batch de 120 mL, por el método de densidad de gas a diferentes
RIS (2, 2.5, 3, 3.5, 4 y 5) y su blanco, asi mismo se extrajo el indculo como consorcio bacteriano de una
planta de tratamiento de aguas residuales. Los resultados mostraron que el maximo rendimiento de PBM
se encontrd en la RIS 2 con valores de 0.058 L CHa4/g SV y 0.066 L CHa/g SV, ademas se utilizo el
modelo de Gompertz modificado para el mejor ajuste experimental de la acumulacién del biometano
alcanzando el valor del coeficiente de determinacion ajustado RZ%; 99.999 y 99.918% para ambas
muestras de lactosuero salado y puro, respectivamente. Esto se debe a la accion de los microorganismos,
a mayor sustrato mejor es el comportamiento de la generacion del biometano, siendo este una alternativa
para el aprovechamiento energético.

Palabras clave: Relacion indculo-sustrato, lactosuero, potencial bioquimico de metano.
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ABSTRACT

Whey is one of the most characteristic residues of the cheese industry due to its high organic matter
content, that can be used as substrate for anaerobic digestion of methane production. The objective of the
study is the evaluation of the influence of various inoculum to substrate (I/S) on the analysis of
biochemical methane potential (BMP) produced by whey residue of a cheese processing plant with two
types of whey: salted and pure whey. Anaerobic digestion was performed at mesophilic conditions of
35°C in batch reactors (120 mL), by the gas density method at different RIS (2, 2.5, 3, 3.5, 4 and 5) and
its blank, also he inoculum of a bacterial consortium was also extracted from the wastewater treatment
plant. The results then showed that the maximum PBM yield was found in I/S 2 with values of 0.058 L
CHa/g SV and 0.066 L CHa4/g SV, also the modified Gompertz model for the best experimental fit of
biomethane accumulation was used, obtaining the adjusted coefficient determination value R%aj 99.999
and 99.918% for both samples of salted and pure whey, correspondingly. This is explained because of
the action of microorganisms, the more substrate, better is the behavior of biomethane generation, being
this an alternative for the energetic utilization.

Key words: Inoculum to substrate, whey, biochemical methane potential.

1. INTRODUCCION

En Latinoamérica la produccion de leche es de 81.3 millones de toneladas (FEPALE, 2019) y segun
la OCDE/FAO (2015) a nivel mundial la produccion de leche incrementara a 175 millones de toneladas
al 2024. En el Peru, la produccion de leche es de 2 135 881 toneladas por afio (MIDAGRI, 2020) y el
departamento de Puno produce leche mayor a los 200,000 litros diarios, méas del 80% de la produccion
se ubica en las provincias de Melgar, Azangaro, Puno y Huancané (MINAGRI, 2019). Por consiguiente,
la produccion de lactosuero es mayor en estas provincias. El vertimiento incontrolado del lactosuero
puede ocasionar problemas de contaminacion al ambiente, debido a la alta concentracion de nutrientes
que favorecen el crecimiento de bacterias (Macedo et al., 2018; Tribst et al., 2020), asi mismo, altera la
estructura del suelo (Araujo et al., 2013). EIl lactosuero puro se utiliza para la alimentacion de los
animales, mientras que el lactosuero salado se vierte al rio o al suelo (Bansal & Bhandari, 2016).

La leche esté constituida un 90% de agua (Kavacik & Topaloglu, 2010). Por lo cual, la elaboracion
del queso concentra la caseina y grasa por coagulacion, que forma un gel que se corta y desprende el
lactosuero (Trujillo & Zapana, 2020). Que contiene proteinas y minerales (Giroux et al., 2018), ademas,
tiene un elevado contenido en materia organica (Fernandez et al., 2016) y existe dos tipos de lactosuero;
el suero puro tiene un pH 5.2 - 6.7 y el suero salado mantiene un pH <5.0, por ello, se diferencian debido
a la accién de bacterias acido lacticas, ya que, son similares en, proteinas, lactosa, cenizas y minerales
(Lievore et al., 2015; Giroux et al., 2018). Por estas caracteristicas, se requiere de tratamiento anaerobio
para este tipo de efluente residual (Rico et al., 2015).

El proceso de digestion anaerobia (DA) es una tecnologia ideal para el tratamiento del lactosuero, por
la accion de diferentes poblaciones bacterianas que genera metano y diéxido de carbono (Capcha, 2014),
desarrollando el proceso en 4 etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Fernandez
et al., 2016). El proceso de DA se desarrolla en dos partes; primero los productores de acidos grasos
volatiles (AGV) (hidrdlisis y acidogénesis) involucran la mayor parte de la diversidad microbiana, y el
segundo estad compuesto por los consumidores de AGV (acetogénesis y metanogénesis) (Liu, 1997), que
generan hidrogeno y la metanogénesis transforman compuestos simples como en metano (CHs), didxido
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de carbono (CO>) (Jonge et al., 2020; Ali shah et al., 2017). Una de las maneras de evaluar la digestion
anaerobia es mediante pruebas de potencial bioquimico de metano (PBM), utilizando 4 métodos:
volumétrico, cromatografia de gases, manometrico y densidad de gas (Cardenas et al., 2016). Y segln
indica Lesteur et al., (2010) cada sustrato tiene una relacién indculo-sustrato éptimo, teniendo en cuenta
que, la relacion inoculo-sustrato es una forma de evaluar la capacidad del residuo lactosuero.

La relacidn indculo-sustrato es un factor que influye en el ensayo de PBM, que se expresa en funcién
del contenido de los sélidos volatiles (SV) del inoculo y sustrato, Raposo et al., (2009) realizo estudio de
aceite de girasol auna RIS de 3, 2, 1.5, 1, 0.8 y 0.5, obtuvo resultados de 0.38 y 0.44 mL/g en la RIS de
1y 2, asi mismo (Thanarasu et al., 2019) evaluo la biomasa lignocelulosa a RIS de (2.5 y 5) el mayor
rendimiento metano fue 587,3 mL/g en la RIS de 2.5, Mahat et al., (2020) desarrollo su estudio de aguas
residuales de procesamiento de alimentos con alto contenido de aceite y grasa a una RIS de (1, 1.5y 2)
la produccién méxima de biogas fue 228.6 mL/g a una RIS de 1 como el mas éptimo, ya que también
tuvo una alta remocién en parametros (DQO y DBO). Estudios realizados de la digestion anaerobia del
residuo lactosuero, obtuvieron valores de 400 y 200 mL de metano del lactosuero a RIS de (2 y 4) por
sus condiciones de estabilidad AGV/AT (Barrena et al., 2017). Guerrero et al, (2016), menciona que el
lactosuero salado y puro, obtuvo una produccion de metano promedio de 300 y 430 L CH4/Kg por dia,
respectivamente a una RIS de 2 que fue dptimo. Jaimes et al., (2020) desarrollo el estudio de lactosuero,
en la RIS de 2 alcanzé una produccion de 300 y 590 L CH4/Kg SV a una temperatura de 35 °C, mostrando
como la mejor relacién a diferencia de las demas RIS gue evalu.

El objetivo del estudio fue evaluar la influencia de la relacion inoculo-sustrato en el potencial
bioquimico de metano (PBM) del residuo lactosuero en condiciones mesofilicas. Se desarroll6 de dos
tipos de lactosuero salado y puro, a diferentes RIS (2, 2.5, 3, 3.5, 4 y 5) y su blanco, asi mismo el proceso
de DA se modeld en la ecuacion modificada de Gompertz. Los datos obtenidos ayudaran a los
investigadores aplicar la proporcion adecuada (relacion indculo-sustrato) en su investigacion de potencial
bioquimico de metano, también a la poblacién en la produccion de biogas.

2. METODOLOGIA
2.1. Sustrato e in6culo

Se utiliz6 dos tipos de sustratro de lactosuero salado y puro que se recolectd de una planta quesera de
la provincia de Melgar, Puno, Per(. Las muestras de lactosuero se trasladaron en envases de 1 litro a
refrigeracion de 4 °C. Asimismo, el in6culo se extrajo del reactor anaerobio de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Cusco, que se almacen6 a 30 °C por 7 dias antes de su aplicacion (Holliger et al.,
2016). La tabla 1 muestra la caracterizacion del inoculo y el sustrato en términos de SV, AGV, AT, DQO
y pH para la determinacion del PBM.

Tabla 1.
Caracterizacion fisicoquimica del sustrato lactosuero e indculo

Parametros LS.P LS. S In6culo Unidades
sV 53.70 £0.9 29.75 0.2 16.35 +1.2 a/kg
AGV 2600 +34.6 1900 +34.6 2060 +69.3 mg/L
AT 2083 +28.9 1517 +57.7 3717 +115.5 mg/L
DQO 1044.75 +14.16 607.25 +23.2 1020.58 +22.5 mg/L

pH 6.62 +0.1 6.4 £0.1 7.6 £0.1 -

*LS.P: Lactosuero puro



**LS.S: Lactosuero salado
2.2. Relacién inoculo-sustrato

Los ensayos experimentales se desarrollaron en reactores tipo batch a diferentes relaciones de in6culo
sustrato (RIS) de 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 5 y su respectivo blanco se incubo a condiciones mesofilas de 35°C y
estable. Se expresa en funcion del contenido de los sélidos volatiles del indculo 17 g/kg y de ambos
sustratos (A. Parra et al., 2015), como es; lactosuero puro 53.70 g/kg SV y lactosuero salado 29.75 g/kg
SV valores que se obtuvieron en la caracterizacion del sustrato e indculo, asi mismo, muestra el volumen
que contiene el reactor, de acuerdo a cada RIS de (2, 2.5, 3, 3.5, 4, 5), y su respectivo blanco, a
condiciones mesofilicas 35 °C.

Tabla 2.
Montaje de los reactores batch

Reactores Volumen
batch LS. P LS.S Ratios
(9 SV/kg) (9 SV/kg) (%)

2 9.50 17.14 50:50
2.5 7.60 13.71 60:40
3 6.33 1143 67:33
3.5 5.43 9.80 71:29
4 4.75 8.57 75:25
5 3.80 6.86 80:20

2.3. Determinacion del potencial bioquimico de metano

Los ensayos de potencial bioquimico de metano (PBM) se desarroll6 de acuerdo al protocolo
establecido por Holliger et al., (2016), en reactores tipo batch (botellas de vidrio) de 120 mL con volumen
de trabajo de 60 mL, asimismo, a cada tratamiento se gased con gas nitrégeno ultra puro por 30 segundos
incluyendo al blanco, seguidamente se cerrd con septos rubber bv y se sellé con agafes de aluminio.
Todas las muestras se trabajaron por triplicado.

El metano producido se cuantifico a diario mediante el método de densidad de gas (GD-PMB)
desarrollado por Justesen et al, (2019), que expresa la generacion de la produccion de biogas, asi para
determinar ello se pes6 la masa inicial del reactor, seguidamente se midi6 el volumen de biogas en un
sistema compuesto de un mandmetro con jeringa, finalmente se peso la masa final del reactor. Por lo
tanto, para el célculo de volumen de biogés y concentracién de metano en el biogas se aplico la ecuacion
(1) donde Mco:z es masa molar de CO2, My es masa molar de biogas, Mcxs €s masa molar de CHa.

1)

Mco,—Mp
X = —2
CHq Mco,—Mch,

2.4. Métodos analiticos

El sustrato y el indculo se homogenizaron por 1 min en el equipo agitador magnético antes de
desarrollar los ensayos experimentales, asimismo, se analizaron los siguientes pardmetros antes y
después de la produccion metano para cada RIS: Sélidos Volatiles (SV), Sélidos Totales (ST), Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) de acuerdo a los métodos estandarizados (American public health



association, 2017)potencial de hidrogeno (pH) mediante un potenciémetro de mesa, Acidos Grasos
Volétiles (AGV) y Alcalinidad Total (AT) se analizaron por el método titrimetrico.

2.5. Analisis estadistico

Se planted el disefio factorial DCA 2*7, el primer factor es tipo de lactosuero, el segundo factor las
RIS con 7 niveles con 3 tratamientos que vienen a ser repeticiones, siendo 39 unidades experimentales.
Para el andlisis estadistico se aplicO ANOVA, se utiliz6 Tukey para determinar la RIS éptima y la prueba
T de student para el tipo de lactosuero con mejores condiciones, a un nivel de confianza de 95%, los
datos se analizaron en el estadistico SPSS y el modelo de Gompertz se determind en el software
Statgraphics.

2.6. Modelo cinético

La cinética de generacién de biogas se ajusto al modelo de Gompertz modificado, para el anlisis de
la produccion de biogas en el proceso de digestion anaerobia segun a cada RIS, asimismo, el modelo de
gompertz modificado es de un ajuste sigmoidal no lineal (Rodrigues et al., 2021) de mayor aplicacion
(Thanarasu et al., 2019) para una cinética de primer orden de proceso estacionario (ecuacion 2), asi, el
coeficiente de determinacion (r?) se considera bueno cuando es cercano a 1.

B = B,.exp {—exp [% A-t)+ 1]}
)
Donde B es produccion de biogas (mL CHa/g); Bo es la produccion maxima del biogas (mL CH4/g);

R,.qx €S la tasa de produccion maxima de biogas (mL CHa/g); A es la fase de latencia (d); t es el tiempo
de digestion (d); e es igual a 2.718 (B. A. Parra et al., 2019; Bedoi et al., 2020).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Potencial bioquimico de metano

En la figura 1 se observa los resultados de PBM acumulado por 8 dias del lactosuero salado y puro,
durante los primeros 4 dias la produccion de metano fue similar para toda las RIS, sin embargo, la RIS
de 2 obtuvo la mayor produccion con un valor de 0.058 y de 0.066 L CH4/g SV, a medida que incrementa
la cantidad del in6culo no muestra cambios significativos el lactosuero en el proceso de produccion. Por
ello indica que los primeros dias hubo materia organica de facil degradacion. Jaimes et al., (2020) obtuvo
entre 300 y 590 L CH./g SV, de acuerdo a Escalante et al., (2017) obtuvo 469.2 L CHa4/g diario,
definitivamente muestra mejor rendimiento en su estudio con lactosuero, puede que su capacidad sea
mejorada con tratamiento. El desequilibrio de la digestion anaerobia indujo a una hidrdlisis vulnerable,
por consiguiente, la reduccion de la produccién de metano en la etapa de metanogénesis. Existe diferencia
significativa en las RIS siendo P<0.05 el ANOVA.



0.07

(a)
0.06
< o o o 1
0.05 .

@ _ ) i D .
E . ° ° “ R A
n- s S I IR

i A ................... + ...........

0.02 R o 6 % % "
O et o
oor | <
0 ....... 0
1 2 3 4 : : . 8
Tiempo (dias)
O RIS2SS O RIS2.555 — A RIS3SS RIS 3.5 SS RIS4SS —O—RIS5SS «cbeee B
008 | (p)
0.07 <> <> <>
0.06 . : : ; :
> 0.05 o
w 0.04 o °
s @ 0. o .
&z 003 & Em— Qe *
U o Oz =
) 0'02 .................
....A .................. E
0'01 --------------
........... - A
p——
0.01 1 5 Z ) : : 7 |
Tiempo (dias)
& RIS2SP O RIS2.5SP —A — RIS3SP RIS 3.5 SP RIS4SP —O— RIS5 SP -eecevee B

Figura 1: PBM acumulado del lactosuero salado y puro a diferentes RIS durante 8 dias
3.2. Evaluacion de parametros
3.2.1. Solidos Volatiles y sélidos totales.

En la tabla 3 muestran que el lactosuero es un sustrato con alto contenido de materia organica en forma
de lactosa y proteinas, la degradacion de las macromoléculas depende de la relacion entre la tasa de
crecimiento metabolico acidogénico y metanogénico (Yang et al., 2015). Asi mismo, la concentracion
del SV disminuy6 en ambos tipos de lactosuero, mostrando el mismo proceso de degradacion en todas
las RIS de ambos lactosueros. Asi mismo son valores menores a 100 g/kg SV que evidencia el consumo
de la materia organica por los microrganismos como indica Holliger et al., (2016).



Tabla 3.
Concentracion de SV, ST de la produccion de metano

SV ST
Tratamiento (9/kg) (9/kg)
inicial final inicial final
RIS2SS 15 9 36 29
RIS 2.5 SS 13 9 32 97
RIS3SS 14 9 31 25
RIS 3.5SS 14 10 32 27
RIS 4SS 13 11 29 28
RIS 5SS 13 11 28 26
RIS2 SP 16 11 27 21
RIS 2.5 SP 15 12 25 23
RIS3SP 16 12 27 22
RIS 3.5 SP 15 11 2 21
RIS 4 SP 13 11 23 22
RIS 5 SP 13 9 23 18

3.2.2. Potencial de Hidrégeno (pH).

De la figura 2 se observa el comportamiento del pH apara ambos tipos de lactosuero, para los valores
finales de pH, asi se obtuvo el pH variado de 7.8-8.3 para el lactosuero salado, asimismo, se observo el
rango de pH entre 7.6-7.8 para el lactosuero puro manteniéndose casi constante a los valores iniciales
evidenciando asi la accion de los microorganismos, asi pues, el pH 6ptimo se encontré en un rango de
6.8-7.3 (Thanarasu et al., 2019) y 7-8 (Raposo et al., 2020).
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2 2.5 3 s 3° 4 5 2 2.5 3 RIS 35 4 5
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Figura 2: concentracion de pH del lactosuero salado y puro en la produccion de biogas
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3.2.3. Acidos grasos volatiles (AGV).

En la figura 3 se muestra el comportamiento del AGV en ambos lactosueros, la mayoria de las RIS
del lactosuero salado, tienen un valor inicial de 1440 — 1820 mg/L, mientras que el lactosuero puro tiene
un valor inicial de 1500 — 1960 mg/L, ya que el AGV al final se increment6. En especial la RIS de 2 de
ambos lactosueros que superaron los 5 000 mg/L lo cual indica como inhibitorio por Xu et al., (2014).

6000 7000
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5000 50002.5.; ......... R R 5000 6000 B
4000 :
I~
& 2000
< E
2000
1000
0
2 2.5 3 3.5 4 5 2 25 3 3.5 4 5
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........... Limite inhibitorio sseeeeeeeee Limite inhibitorio

Figura 3: concentracion de AGV del lactosuero salado y puro en la produccion del

3.3. Estabilidad de la digestion anaerobia

De la Fig.4 se observa los resultados del AGV/AT del latosuero salado y puro, la estabilidad se da por
medio de la capacidad amortiguadora (AGV/AT) y el pH. Todas las RIS de ambos lactosueros superaron
los 0.4 mg/L que indica Kong et al.,(2016) tendio acidificarse debido a la alta concentracion de AGV y
la falta de AT, asi mismo, Escalante et al., (2017) indica que el lactosuero es un sustrato acido. Porque
los microorganismos no se encuentran en condiciones éptimas, en particular el lactosuero &cido
(Guerrero et al., 2016).
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Figura 4: Concentracion de la capacidad buffer del lactosuero salado y puro

11



3.4. Evaluacion cinética

En la figura 5 muestra los resultados del modelamiento, empleando la ecuacién de Gompertz
modificado, para todas las RIS de ambos lactosueros, mostrando una gran similitud entre lo simulado
con el modelo y los datos experimentales, lo cual indica que el valor alto de B, es 58.42 y 66.53 mL/g
que se obtuvo de la RIS de 2 del lactosuero salado y puro con un coeficiente de determinacion ajustado
RZ%; de 99.999 y 99.918 % respectivamente (véase tabla 4). El residuo lactosuero aumenta su fase de
latencia A cuando la RIS aumenta por corto periodo, lo que indica que existe alta biodisponibilidad de
compuestos organicos dentro del sustraro (Meneses-Quelal et al., 2021). Este modelo predice con mucha
exactitud el comportamiento en los reactores batch, ademas, representan la actividad de los
microorganismos en la digestion anaerobia (Raposo et al., 2009), asi mismo, predice que la produccion
de biogés es directamente proporcional a la tasa de crecimiento (Thanarasu et al., 2019).

Tabla 4.
Coeficientes del modelo cinético de Gompertz

Lactosuero salado Lactosuero puro
RIS Bo Rmax y) R%; Bo Rmax y) RZ%;
2 58.41910 41.81996 1.678615 99.999 66.52635 38.49896 1.840550 99.918
2.5 44.44739 31.28576 1.745141 09.993 59.11678 33.29558 1.896699 99.750
3 36.10615 23.93167 1.762175 99.970 57.07552 23.66961 2.406141 99.440
35 22.04073 13.17552 1.657108 99.990 39.61968 21.79480 1.952733 99.590
4 24.96076 16.61967 1.845335 99.960 32.91381 17.47560 1.908302 99.750
5 19.33367 13.04837 1.897347 99.980 32.10810 14.68962 2.500779 99.450

Blanco  42.32840 5362851  0.858060 97860  42.32840  5.362851  0.858060 97.860

* R%4: coeficiente de determinacion ajustado %.
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Figura 5: Modelo de Gompertz modificado a partir de los datos experimentales (a) lactosuero salado y
(b) lactosuero puro
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4. CONCLUSIONES

El lactosuero es un residuo liquido para la produccion de biogas por medio de la digestion anaerobia,
el PBM acumulado del lactosuero salado y puro de la RIS de 2 es 0.058 y 0.066 L CHa4/g SV siendo la
mayor produccion, es decir, la relacion inoculo-sustrato si influye en ambos tipos de lactosuero. Los
experimentos muestran que el lactosuero es un sustrato acido que tendié inhibirse superando los 5000
mg/L de AGV, incluso la capacidad buffer AGV/AT excediendo los 0.4 que se acidifico evidenciando
su inestabilidad en la DA. Por otra parte, el residuo de lactosuero es una alternativa para aprovechar como
fuente de energia.
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