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Biocarbon de estiercol bovino como aditivo sostenible para el
mejoramiento de la digestion anaerobica de lactosuero

RESUMEN

La industria quesera genera suero de queso puro (SP) y estiércol bovino, los cuales tienen
un alto contenido de materia organica que, cuando se elimina directamente en el medio
ambiente, podria generar graves problemas ambientales. La digestion anaerébica (DA) del
suero de queso proporciona una via de valorizacién sostenible para la produccion de
bioenergia. Sin embargo, la DA se ve inhibida por el manejo directo del SP (163,1 mL CH4
g™t SVaradido). Una forma de evitar fallos en el proceso de la DA es la adicion de biocarbon.
Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto del biocarbon de
estiércol de bovino en la produccion de metano del SP mediante ensayos de potencial
bioquimico de metano (PBM). Se evaluaron diferentes concentraciones de biocarbén (0-2
Obiocarbon 971 SVsustrato). EI PBM del SP con 2 gpiocarbon 97 SVsustrato fue de 358,4 mL CH4 gt
SVanadido- El biocarbén de estiércol bovino contribuy6 a la estabilidad del proceso de DA.
Los resultados demuestran viabilidad energética y econémica del tratamiento de residuos

con las caracteristicas del SP utilizando aditivos como el biocarbdn de estiércol bovino.

Palabras clave: Digestion anaerobica, Biocarbén de estiercol de bovino; Suero de queso;

Produccion Bioquimica de Metano; Crecimiento diauxico.
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Biochar from bovine manure as a sustainable additive to improve the
anaerobic digestion of cheese whey

ABSTRACT

The cheese industry generates pure cheese whey (CWP) and bovine manure, which have
high organic matter contents that, when disposed directly into the environment, can create
severe environmental challenges. These impacts can be counteracted by anaerobic digestion
(AD); however, the direct AD of CWP is inhibited (163.1 mL CH4 g— 1 VSadd). One way
to avoid the inhibition of AD is to add biochar. Therefore, this study aimed to evaluate the
effects of bovine manure biochar (0-2 gbiochar g— 1 VSsubstrate) on CWP methane
production by testing the biochemical methane potential (BMP) of the CWP. The BMP of
the CWP with 2 gbiochar g— 1 VSsubstrate was 358.4 mL CH4 g— 1 VSadd. Bovine manure
biochar was found to contribute to the stability of the AD process. The findings of our study
demonstrate the energetic and economic viability of treating waste that possess

characteristics like those of CWP using additives, such as biochar from bovine manure.

Keywords: Anaerobic digestion; Bovine manure biochar; Cheese whey; Biochemical

methane production; Diauxic growth.



1. INTRODUCCION

En los paises en desarrollo, el modelo economico lineal de la industria de produccion de
queso genera diversos efluentes, uno de los principales es el suero de queso (SL) (Papirio et
al., 2020). SL representa aproximadamente entre el 85 y el 95% de la leche utilizada en el
proceso de elaboracion del queso; este puede ser de tres tipos: suero de queso puro (SP),
acuoso (SA) y salado (SS). El SL se considera el efluente mas contaminante producido por
la industria quesera debido a su alta carga organica, con grandes cantidades de solidos
volatiles (SV) (45-65 g kg 1) (Mostafa Imeni et al., 2019) y alta demanda quimica de
oxigeno (DQO) (50 y102 g/L) (Mainardis et al., 2019).

En Puno, region ubicada al sur del Perd, existe una zona en la que se concentran 1311
pequefios y medianos productores ganaderos (MIDAGRI, 2021).

En una planta tipica productora de queso en Puno, del 100 % de la leche cruda que ingresa
al proceso, se genera el 50 %, 25 %, y 10 % de SP, SA y SS, respectivamente. Los pequefios
y medianos los productores utilizan estos subproductos para alimentar a los animales, o como
en la mayoria de los casos disponen de los subproductos directamente en sus entornos
circundantes. Esto indica que los pequefios y medianos productores de queso no tienen
suficientes recursos financieros para invertir en tecnologias y alternativas economicas para
el tratamiento de SP.

La digestidn anaerdbica (DA) es un método de bajo costo y facil de implementar que puede
reducir la alta carga organica de SP y generar subproductos de valor agregado, como biogas
y biofertilizantes. Sin embargo, el SP contiene altas concentraciones de acidos grasos
volatiles (AGV), estas altas concentraciones de AGV se producen durante la acidogénesis
descontrolada de la lactosa, esto puede conducir a una disminucién en el rendimiento de

metano de SP y su posterior inhibicion de SP en la DA (Charalambous et al., 2020). Para
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minimizar tales limitaciones, recientemente los estudios han comenzado a centrarse en
suplementar con aditivos al sistema de digestion, como enzimas, nutrientes y soportes para
la adhesion de microorganismos (Abbas et al.,2021). La adicion de estos suplementos
permite un aumento en la produccién de biogés y una degradacion mas significativa de la
materia organica (Chiappero et al., 2020).

En particular, por sus comprobadas mejoras en la produccion de metano, destaca en este
sentido la adicién de carbén de base bioldgica o biocarbon (Qin et al., 2020). El biocarbén
como aditivo es un material rentable que mejora la eficiencia del proceso de DA debido a
sus propiedades fisicas, como su gran area superficial y alta porosidad, y propiedades
quimicas, como la presencia de grupos funcionales y su bioestabilidad (Abbas et al., 2021).
Pan et al. (2019) investigaron los efectos de diferentes biocarbones en la DA del estiércol de
pollo y descubrio que aumentaba la produccion de metano hasta en un 69 %. Sugiarto et al.
(2021) reportaron un aumento en la produccion de metano del 46,9 % con la adicion de
biocarbon a la DA de los residuos de alimentos. Este aumento en la produccion de metano
al agregar biocarbon puede deberse a la capacidad del biocarbon para aumentar la capacidad
amortiguadora del sistema, evitando asi la acumulacion de AGV o inhibidores toxicos, como
amonio, metales y pesticidas (Tang et al., 2020).

Qin et al. (2020) afirman que la materia prima utilizada para obtener biocarbén influye en la
capacidad del biocarbon para mejorar la DA. El biocarbon derivado del estiércol de ganado
es una opcion atractiva por su bajo costo y facilidad de acceso, Jang et al. (2018) evaluaron
los efectos del biocarbon derivado del estiércol lacteo en la DA del estiércol lacteo bajo
diferentes condiciones de temperatura. La adicion de biocarbdn permiti6 que la
concentracion de AGV fuera baja y mejoro la produccion de metano entre un 24,69 % y un

35,71 %. Esto se debe a los nutrientes y la alcalinidad del biocarbon. A pesar de los
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prometedores resultados obtenidos en estos estudios, hasta donde sabemos, no existen
informes sobre el uso de biocarbon en la DA de SP y su efecto en la cinética del proceso.

Nuestro estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
biocarbon de estiércol bovino en la produccion de metano de SP mediante pruebas de
potencial bioquimico de metano (PBM). Realizamos un estudio de caso de una fabrica de
quesos en Puno, Perl para este propdsito. En esta region, es probable que la adicion de
biocarbon de estiércol bovino a la DA del estiércol bovino y SP sea eficaz, ya que el estiércol
bovino y SP se generan a partir de la misma cadena de produccion. No obstante, los
resultados obtenidos podrian brindar soluciones ambientales y energéticas para la industria
lactea a nivel mundial. Los hallazgos de nuestro estudio brindan nuevos conocimientos sobre
el papel del biocarbon en la mejora del proceso SP DA, lo que podria ser beneficioso para

los intentos de reduccion de la contaminacion y recuperacion de energia.

2. MATERIALES Y METODOS

1.1.Descripcidn del estudio de caso

Las materias primas utilizadas para el estudio fueron el SP de queso y el estiércol bovino. El
sustrato utilizado para la DA fue el SP recogido en una fabrica de quesos del distrito de
Ayaviri, en el departamento de Puno, Perd (14°52'33.5 S, 70°31'49.0 "W). La fabrica
procesa 1.200 L de leche al dia y produce unos 168 kg de queso. El proceso de produccion
de queso consta de las siguientes etapas: filtracion, pasteurizacion, cuajado, corte, primer
desuerado, coccidn, segundo desuerado, salado, pre-prensado, moldeado y prensado. EI SP
se extrae en el primer escurrido, que corresponde al 50% del peso de la leche que entra en el
proceso. El SP se almacen6 en contenedores de 5 L a una temperatura de 4 °C hasta su uso
en los ensayos. Alrededor de la queseria se llevan a cabo actividades relacionadas con la cria

de ganado de doble propdsito, con 100 reses para ello. Diariamente se generan entre 20,5 y
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34,6 kg de estiércol bovino por cabeza, dependiendo del clima, el consumo de agua, el tipo
de dieta y la edad del ganado. Este residuo se elimina directamente en el suelo. La materia

prima para producir biocarbén fue el estiércol bovino fresco.

1.2.Preparacion y caracterizacion del biocarbon

Esta investigacion utilizo el método reportado por Jang et al. (2018) para producir
biocarbdn de estiércol bovino. Antes de la pirdlisis, el estiércol de bovino fresco se secé en
un horno FD023UL-120V (Binder) a 105 °C durante 24 h. La materia prima seca se
piroliz6 a 350 °C durante tres horas con una velocidad de calentamiento de mufla de 10
°C/min (PLF 110/6, Protherm). Tras este proceso, el biocarbon obtenido se triturd
manualmente con un mortero y se tamiz6 con una malla de 250 um para obtener particulas
del mismo tamafio. El tamafio de los poros y el area superficial del biocarbon se
determinaron mediante el método Brunauer Emmet Teller (BET) utilizando un analizador
de superficie especifica Gemini VII 2390 (Micromeritics Instruments Corporation). Con el
método gravimétrico se obtuvo el contenido de cenizas utilizando una mufla FHX-05
(Daihan Scientific) y una balanza analitica de precisién SE2-F (Sartorius, Alemania). El
pH se determin6 mediante la técnica potenciométrica con un multiparametro H15521-01
(Hanna Instruments SL). Con un analizador elemental CHN628 (Leco) se midieron el C,
H, O, Ny S a partir de la oxidacion completa e inmediata de la muestra por combustion
con oxigeno. A continuacion, un detector de conductividad térmica proporciona la sefial de
cada elemento traducida en un porcentaje de contenido. El contenido de metales (Fe, Cay
Mg) se midié con una espectroscopia de emisién Optica por plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) (ICP4300DV, Perkin Elmer) basada en la emision espontanea
de fotones de los &tomos que han sido excitados por un plasma de argén a alta temperatura

(6.800 K). La capacidad de intercambio catiénico (CEC) del biocarbédn se determind
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mediante el método volumétrico (Lago et al., 2021). Finalmente, la conductividad eléctrica

(CE) se determind utilizando un multipardmetro HI5521-01 (Hanna Instruments SL).

1.3.Disefo experimental y montaje

En este estudio se evaluo el efecto del biocarbén procedente de estiércol bovino en la DA
del SP mediante ensayos de PMB, siguiendo la metodologia propuesta por Holliger et al.
(2016). Se utiliz6 como indculo un lodo residual digerido extraido de una planta de
tratamiento de aguas residuales en Cusco, Peru. El indculo fue pre-incubado a 32°C durante
cinco dias para reducir la produccion enddgena de biogas. La tabla 1 muestra las
caracteristicas fisicoquimicas del SP y del inéculo. Los valores encontrados para el indculo
estan dentro del rango que Holliger et al. (2016) recomiendan, indicando que el inéculo es
de buena calidad para las pruebas de PBM.

La relacién indculo-sustrato (RIS) fue de 2 (basada en SV). Los ensayos se realizaron por
triplicado en frascos de vidrio de 120 ml, con 60 ml de volumen operativo (60 ml de espacio
de cabeza). Previamente, se realiz6 un ensayo de control positivo para el indculo utilizando
celulosa, obteniendo un PBM de 390 mL g SVanadidco, que estd dentro de los valores
recomendados (Hafner et al., 2020). Se incluyé un blanco sin sustrato para medir la
produccion enddgena de metano del indculo. Las concentraciones de biocarbén evaluadas
fueron: 0,0, 0,5, 1,0 y 2,0 Gpiocarbén 9 SVsustrato (Cimon et al., 2020). El biocarbén se afiadié
a la mezcla preparada de inoculo y sustrato, e inmediatamente después, el espacio de cabeza
se gased con nitrogeno durante 30 seg. Los frascos se cerraron con un tapon de goma butilica,
se sellaron con una tapa de aluminio para mantener las condiciones anaerdbicas y se
incubaron a 35°C.

Los analisis se realizaron al inicio y final de la prueba de PBM. El contenido de ST y SV se

determinaron calentando las muestras en un horno FD023UL-120V (Binder, Alemania) a

14



105 °C durante 24 h y luego en una mufla a 550 °C durante una hora, respectivamente
(métodos 2540B y 2540C; APHA-AWWA-WEF, 2017). Para el pH, AGV y el AT, las
muestras se centrifugaron a 5.000 rpm durante 30 minutos, y el sobrenadante se utilizo para
el andlisis. El valor del pH se midi6é con un multiparametro HI5521-01 (Hanna Instruments
SL). Los AGV y el AT se cuantificaron por el método titrimétrico, segun Jobling et al.
(2014). Los analisis se realizaron por triplicado.

El metano y el biogas producidos durante el ensayo se cuantificaron mediante el método
basado en la densidad de gas (DG-PBM) (Justesen et al., 2019) y fueron ajustados a
condiciones estandar (273,15 Ky 100 kPa). EI método DG-PBM consiste en medir la pérdida
de masa de la botella y el volumen de biogéas ventilado, lo que determina la densidad y la
composicion del biogas. La densidad del biogas (db, g mL™t) se calcula como la relacién entre
la pérdida de masa de la botella (Amp, g) y el volumen de biogas (Vs, mL), corregido por el
contenido de vapor de agua venteado (Crzo, g mL™?) (Ecuacion (1)).

db = (Amp/Vb) — Chzo 1)

La fraccion molar del metano en el biogas (XcHa, Ecuacion (2)) se calcula a partir de los pesos
moleculares del diéxido de carbono (Mco2: 44,01 g mol?), del metano (Mcha: 16,04 g mol?
), y del biogas (Mp = d»* vu , donde vy es el volumen molar del biogés en condiciones
estandar, que se supone es de 22.300 mL molt; Hafner et al., 2015):

XcH4 = (Mcoz - Mp )/(Mcoz - Mcha ) (2)

La significancia estadistica de los resultados experimentales se evalu6 mediante un ANOVA
de una via con un nivel de confianza del 95% para considerar significativas las diferencias
con un valor p <0,05. El andlisis estadistico se realiz6 con el software Statgraphics Centurion

XVI (StatPoint Technologies, Inc., USA).
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1.4.Modelo cinético

Los ensayos PBM para el SP con la adicién de biocarbén de bovino se modelaron ajustando
los datos experimentales de produccion de metano con el modelo Gompertz modificado
(Shamurad et al., 2020). La aplicacion del modelo Gompertz modificado (Ecuacion (3)) se
basa en la suposicion de que la produccion de metano es una funcién del crecimiento
bacteriano (Pan et al., 2016). EI modelo se ha utilizado para determinar la fase de retardo o
aclimatacion del crecimiento por lotes (Syaichurrozi et al., 2013).

Y (1) = Ymax * exp (-exp ((r*e/ymax ) * (A - 1) + 1)) )

Donde y (t) (ML CHa4 g! SVasadidos) €S la produccién acumulada de metano en el tiempo t
(dias), Ymax (ML CHa4 g VSanadido) €s el rendimiento final de metano, r (mL CHz g™t SVasadido
dial) es la tasa maxima de produccién de metano, e es la constante de Euler (2,718282), y A
(dias) es el periodo de la fase de retardo. Los pardmetros cinéticos de ymax , I'y A se estimaron
para cada uno de los ensayos mediante regresion no lineal. Se propuso el doble uso del
modelo Gompertz modificado para predecir el rendimiento del proceso de DA debido al
patron de crecimiento diauxico obtenido experimentalmente en el presente estudio. En
cambio, el modelo de funcion bi-logistica (Opurum et al., 2021) también se utiliz6 para
predecir la produccion acumulada de metano. El modelo de funcion bi-logistica (Ecuacion
(4)) se ha utilizado para sustratos de naturaleza altamente compleja y multicomponente, con
dos o0 maés fuentes de carbono (carbohidratos, lipidos, proteinas), que presentan una
produccion de biogas diauxica o bifasica (Pramanik et al., 2019).

y () = Ymaxt /(1 +exp (2+ 411 (A1 - )/ymaxt ) + (Ymax2 -Ymax1)/(1 + exp (2 + 412 (22 - 1) / (Ymaxa
~Ymax1 ) (4)

Donde Ymaxa (ML CHs g SV-Yaradido ) €S el maximo potencial de metano antes del segundo
retraso, Ymaxe (ML CHa g VSaradido) €S €l maximo potencial de metano en la segunda fase,

ri (ML CHa g VSasadido dia® ) es la tasa maxima de produccion de metano antes del segundo
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retardo, r2 (mL CHa g™ VSasadido dia! ) es la tasa maxima de produccién de metano en la
segunda fase, A1 (dias) es el periodo de la primera fase de retardo, y A> (dias) es el tiempo de
la segunda fase de retardo. Los pardmetros cinéticos de Ymaxi , Ymax2 , F1, F2, A, Y A2 e
estimaron mediante regresion no lineal.

Para determinar los pardmetros numericos de los modelos se utilizd el algoritmo de
Levenberg-Marquard mediante el programa informatico Statgraphics Centurion XVI. El
coeficiente de determinacion (R?), el error medio absoluto (MAE) y el error relativo
expresado en porcentaje (Aymax) fueron indicadores utilizados para describir la "el ajuste”
entre el rendimiento de metano experimental y el rendimiento de metano predicho por los

modelos.

1.5.Potencial energético de la DA del SP

En este estudio, se determind el potencial energético de la DA del SP con la adicion de
biocarbon. El potencial energético del bioproceso (n, J L™ sp tratado) S€ establecié como:

1 =BMPsp *p * LCPch4 (5)

Donde PMBsp es la produccion final de metano del SP (ML CHa4 g SVspasiadido), p €S la
densidad del SP (g SVsp afadido MLsp), y LCPcha es el poder calorifico bajo el metano
(35.800 J L ; Li et al., 2017). El analisis se realizé para la fabrica de queso del estudio de
caso, en la que se generan 600 L de SP diariamente. El ahorro energético con la tecnologia
de DA se determind a partir de las cantidades de SP y en base a su potencial energético y al
coste de produccién de energia que se encuentra en la industria alimentaria (3,8 MJ/USD;

Bajan et al., 2020).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Propiedades del biocarbdn procedente de la pirolisis del estiércol de bovino

La caracterizacién del biocarbon de bovino se muestra en la Tabla 2. El biocarbon present6
concentraciones considerables de carbono, oxigeno e hidrdégeno. El contenido de carbono
depende generalmente de la temperatura de pirdlisis. Para este caso particular, el biocarb6n
de estiércol bovino presentd un alto % de C (73,47 %) en comparacion con el biocarb6n de
switchgrass (71,52 %) y la madera de pino (71,80 %), pirolizados a 600 °C y 450 °C,
respectivamente (Kim et al., 2011). Esta caracteristica hace que el biocarbon de estiércol
bovino sea mas alcalino, lo que es favorable para el tratamiento de sustratos acidos por DA.
Mientras tanto, la concentracion de nitrogeno fue considerablemente alta, comparable con
otros estudios para el biocarbdn generado a 300 °C (Creamer et al., 2014). El contenido de
nitrégeno podria indicar una mayor presencia de grupos funcionales nitrogenados, como las
aminas, en su superficie. Teniendo en cuenta la afinidad de los grupos funcionales de las
aminas con el CO, el biocarbdn de estiércol bovino parece ser un buen material para capturar
este compuesto (Yu et al., 2012). La superficie BET del biocarbén (52,06 m? g 1) fue mucho
menor que la de los biocarbones derivados del rastrojo de maiz, el bambu, la madera de pino,
la madera de roble y la madera de manzano, que fueron de 315,30,

207,78, 253,39, 193,54 y 190,46 m g%, respectivamente (Qin et al., 2020; Shen et al., 2015).
Sin embargo, el area de superficie BET fue mayor que la obtenida para los biocarbones
derivados del estiércol lacteo y del tallo de maiz (6,3 y 18,42 m g>*, respectivamente) (Jang
et al., 2018; Qin et al., 2020). La superficie BET del biocarbén del presente estudio y la
superficie externa de la parcela T (43,42 m g2 1) son consistentes.

El tamafio de los poros (5,78 nm) fue un poco menor que el valor de 6,50 nm reportado por

Shen et al. (2015) para el rastrojo de maiz. Lo anterior podria deberse a la temperatura de
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pirdlisis; el area superficial es mayor a medida que aumenta la temperatura de pirdlisis. Para
el biocarbdn analizado, el tamafio maximo de los poros estaba dentro de los mesoporos
relativamente grandes (2 nm < diametro de los poros < 50 nm) (Magdziarz et al., 2021).
Estos tamafios de poro podrian ayudar a la fijacion de las células bacterianas. Dado que el
material proporciona un soporte favorable, la adicion de biocarbon aumenta el metabolismo
y el crecimiento microbiano (Fagbohungbe et al., 2017). Ademas, la baja superficie del
biocarbdn y el area de microporos (8,64 m? g ) podrian estar relacionados con el contenido
de lignina de la biomasa, destacando una estructura microporosa reducida durante el proceso
de pirolisis, como informaron Tag et al. (2016).

El contenido en cenizas del biocarbon de bovino fue inferior (12 %), lo que indica bajas
concentraciones de compuestos solubles y, por tanto, valores de pH inferiores a 10 (Salam
et al., 2022). En cuanto a la CE, el biocarbén present6 valores elevados (5,63 mS cm?), por
lo que su aplicacion directa como agente fertilizante podria aumentar la salinidad del suelo

(Al-Wabel et al., 2013).

3.2. Efecto de la adicion de biocarbén en la DA del SP

Las pruebas de PBM para determinar el efecto del biocarbén de bovino en la produccion de
metano del SP se llevaron a cabo durante 46 dias (Figura 1). Segun la produccién diaria de
biogas (Figura 1a), se observaron tres picos de produccion de biogés en las muestras que
contenian biocarbon. EIl primer pico de produccion aparecid entre los dias 1-4, posiblemente
debido a la concentracion inicial de AGV (para todos los tratamientos, una media de 1.509
+ 49 mg CHs; COOH) y materia facilmente biodegradable como la lactosa (Escalante et al.,
2018; Papirio et al., 2020).

En el tratamiento de control (0,0 g de biocarbon g SVsustrato), la acumulaciéon de AGV superé

la capacidad de amortiguacion para regular el sistema, inhibiendo la actividad metanogénica
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y el consiguiente descenso de la produccion diaria de metano a partir del segundo dia; la
prueba de dicho tratamiento tuvo una corta duracion (11 dias).

Por otro lado, se aprecia claramente el efecto de los tratamientos con biocarbon,
consiguiendo un aumento de la produccién diaria a partir del dia 5 y alcanzando un segundo
pico de produccion alrededor del dia 11. Este comportamiento puede atribuirse a las
propiedades del biocarbdon para mejorar la capacidad de amortiguacion del sistema y evitar
laacumulacion de AGV. Durante el periodo comprendido entre el dia 1 y el 11, la produccién
de biogas se atribuye a los microorganismos que posiblemente consumen la materia organica
facilmente disponible del SP, como el acido acético, el &cido propionico, el &cido butirico,
los azUcares reductores y la lactosa (Escalante et al., 2018; Vivekanand et al., 2018). El tercer
pico de produccion se produjo entre los dias 21-36, siendo testigo de la recuperacion de la
produccion de biogas, lo que indica que sustancias como los carbohidratos y los lipidos de
cadena larga comenzaron a ser digeridos. Este comportamiento puede atribuirse a la
presencia de biocarbon ya que su adicion mejora la tasa de recuperacion de los
microorganismos anaerobios (Mainardis et al., 2018; Pan et al., 2019). Finalmente, la
tendencia en la produccién diaria de biogas fue similar en todos los tratamientos con dosis
de biocarbon.

El contenido de metano durante la prueba PBM se muestra en la Figura 1b. En el tratamiento
sin biocarbdn, el biogas contenia menos del 30% de metano. Para los tratamientos con
biocarbodn, la concentracion de metano en el biogas aument6 gradualmente desde el inicio
del ensayo hasta el dia 8, en el que se obtuvo un 70% de CHa. Posteriormente, el contenido
de metano se mantuvo entre el 60% Yy el 80% hasta el final del ensayo. En cuanto al
rendimiento de metano acumulado del SP, el tratamiento de control obtuvo 25,1 mL de CH4
g SVafiadido. Comparando, los tratamientos con la adicién de biocarb6n alcanzaron un

rendimiento medio de 357,8 mL CH g4 SVasadido, €S decir, un aumento del 1.325% en
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comparacion con el control. Los tratamientos con adicion de biocarbon no presentaron
diferencias significativas en la produccion de metano acumulado (p > 0,05). Los
rendimientos de metano obtenidos en esta investigacion son comparables con otros estudios
que reportan valores de produccion de metano en SP en el rango de 274 a 446 mL

CHa g SVasudido (Mainardis et al., 2019; Papirio et al., 2020; Vivekanand et al., 2018). La
inhibicidn del SP se evitd gracias a la alta alcalinidad del inoculo utilizado para la DA
(Papirio et al., 2020; Vivekanand et al., 2018). Ademas, la alta proporcion de sustrato del
inéculo (RIS) de 6 GSinsculo g SVsustrato (Mainardis et al., 2019) reduce el riesgo de
acidificacion del sistema. Lo anterior confirma que el uso de biocarbon de estiércol bovino
en la DA de SP fue notablemente eficaz en la prevencion de la acumulacion excesiva de
AGV. Los resultados del presente estudio son consistentes con el efecto positivo del
biocarbon de bovino en la produccion de metano. Jang et al. (2018) informaron que la
aplicacion de biocarbdn de estiércol bovino en la DA del estiércol aumento la produccién de

metano acumulada en un 35,71 %.

3.3. Efecto de las caracteristicas fisicoquimicas del biocarbdn en el proceso

El efecto positivo del biocarbdn de bovino sobre el contenido de metano puede estar
estrechamente relacionado con su caracterizacion (Tabla 2). El biocarbén puede
proporcionar condiciones favorables para el enriquecimiento de la comunidad microbiana,
especialmente a través de sus caracteristicas morfoldgicas. El biocarbon facilita la
transferencia directa de electrones entre especies (DIET) gracias a su elevada superficie BET
y al gran tamafio de sus poros, que favorecen la adhesion microbiana (Pan et al., 2019). La
DIET es uno de los mecanismos més eficientes para la produccion de metano sintréfico,
incluso en condiciones de alta carga organica (Jiang et al., 2021). Cuanto mayor sea el area

superficial BET y el tamafio de los poros del biocarbon, mayor serd su capacidad de
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adsorcion; asi, se promovera el DIET en el proceso de DA (Qin et al., 2020). En este sentido,
el area superficial BET y el tamafio de los poros del biocarbon utilizado en este estudio
tuvieron una influencia moderada en la promocion de DIET y, en consecuencia, en la
produccion de metano.

Ademas, la conductividad eléctrica (CE) y la capacidad de intercambio cationico (CEC) del
biocarbon de bovino desempefian un papel importante en el aumento de la produccion de
metano. Las propiedades conductoras del biocarbon se deben a su alto grado de
aromaticidad, que facilita el desarrollo del DIET vy la actividad metanogenica (Shen et al.,
2016). El biocarbon de estiércol bovino obtuvo una CE de 5,63 mS ¢cm™, que es mucho
mayor en comparacion con los valores encontrados por Qin et al. (2020) de 7,37, 16,29,
57,88, 11,24, 7,10 y 5,59 uS cm para el biocarbén hecho de paja de arroz, tallo de maiz,
bambu, madera de pino, madera de roble y madera de manzano, respectivamente. Segun
Shen et al. (2016), los valores altos de CE mejoran la actividad metanogénica a través del
DIET. Por otro lado, existe una fuerte correlacion directa entre la CEC y la estimulacion de
la produccion de metano (Cruz Viggi et al., 2017), que también ayuda al crecimiento de los
microorganismos en las primeras etapas del proceso de AD (Qin et al., 2020). La CEC del
biocarbdn de bovino fue de 26,2 meq (100 g)* , un valor mucho mas alto que el de Qin et
al. (2020), de 0,0001 a 0,019 meq g * para el biocarbdn de paja de arroz, tallo de maiz, bambd,
madera de pino, madera de roble y madera de manzano.

Las concentraciones de metales (Fe, Ca y Mg) en el biocarbén de bovino (Tabla 2)
contribuyen a la alcalinidad del proceso de DA, evitan la acumulacién de AGV y también
pueden servir como donantes de electrones en la reduccion de COz a CHa (Indren et al.,
2020; Sugiarto et al., 2021; Wang et al., 2017). El analisis elemental del biocarbén de bovino
también podria tener un marcado efecto en el proceso de DA. Los elementos con mayores

concentraciones fueron el C, el O y el H, secuencialmente. Cuando el contenido de C es
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mucho mas alto que los otros dos elementos (O, H), se forman estructuras de carbono
grafitico (Indren et al., 2020), lo que podria indicar una alta aromaticidad (Shen et al., 2016).
Durante la pirdlisis del estiércol bovino, hubo una alta pérdida de Oz y Hy, lo que significa
un elevado C fijo. El bajo O2 en el biocarbon indica que el grupo funcional oxigenado ha
sido eliminado, haciendo asi el biocarbon mas alcalino (Chen et al., 2008). La relacion H/C
fue de 0,019, lo que representa una transformacion parcial continua de estructuras aromaticas
a grafiticas mejorando las estructuras de carbono recalcitrantes; este comportamiento es
tipico para el biocarbon con una relacion H/C < 0,02 (Kim et al., 2011). Ademas, cuando la
aromaticidad es alta, la eficacia de la captura de CO, aumenta (Shen et al., 2016). Ademas,
la estructura del carbono grafitico permite que la transferencia de electrones se realice con
poca resistencia, facilitando el DIET; es mayor cuando las relaciones H/C y O/C son
inferiores a 0,35 y 0,09, respectivamente (Indren et al., 2020). En cuanto al alto contenido
de S en el biocarbén de bovino (0,33%), que es apropiado para la materia prima, podria
promover bacterias reductoras de sulfato que compiten con los metandgenos por los
sustratos, reduciendo la produccién de biogas (Zhou et al., 2020). Lo anterior representa que
la reduccion del contenido de azufre en el biocarbon podria mejorar ain mas la produccién

de biogas y el contenido de metano.

3.4. Influencia del biocarbén en la estabilidad del proceso de DA

Las variables de estabilidad del proceso de DA del SP con la adicidn de biocarbon de bovino
se muestran en la Tabla 3. Al inicio de las pruebas de PBM, todos los tratamientos
presentaron bajas concentraciones de AGV. Sin embargo, al final de la prueba, se observé
que el tratamiento control presentaba una acumulacion excesiva de AGV (6.328 mg CHs
COOH L), situacion que podria provocar la inhibicion del proceso de DA. Por otro lado, la

adicion de biocarbon en las dosis aplicadas provoco la degradacion de los AGV hasta un
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valor medio de 767 mg CH COOH Ls. Esto sugiere que el biocarbén facilita el consumo
de AGV durante la DA, lo que coincide con lo reportado en otros estudios (Jang et al., 2018;
Qin et al., 2020).

En cuanto al pH, al inicio de la prueba PBM se encontro un valor medio de 8,26 en todos los
tratamientos. Se encontré un ligero aumento para el tratamiento de control al final de la
prueba; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre el estado inicial y el final. En
los tratamientos con biocarbdn también se encontré un aumento del pH, que podria estar
relacionado con la disminucion del contenido de AGV. En los tratamientos con biocarbon,
posiblemente se genere una mayor proporcion de acido acético (Sugiarto et al., 2021) que
promoveria la produccion de metano (Jiang et al., 2020), acentuando su efecto positivo en la
DA del SP. La capacidad de amortiguacion confirmo para el tratamiento control la inhibicién
del proceso de DA debido a la baja capacidad del sistema para amortiguar los AGV
generados. Por el contrario, en los tratamientos con biocarbon se observo la adaptacion del
sistema para la produccion de metano, lo que se reflejé en la mejora de la capacidad de

amortiguacion. El biocarbdn de bovino contribuyd a la estabilidad del proceso de DA.

3.5. Modelo cinético

En la Figura 2 se muestra la modelizacion de la produccion acumulada de metano en la DA
de SP mediante la adicion de biocarbon de bovino. En todas las curvas se observaron dos
rezagos en las curvas de produccion. Para el modelo Gompertz modificado, la modelizacion
se realiz6 en dos fases (Figura 2a): Fase 1) antes del segundo retardo y Fase Il) después del
segundo retardo, hasta el rendimiento final de metano. En el caso del modelo de funcion bi-
logistica (Figura 2b), la modelizacion se realiz6 en una sola fase, abarcando el
comportamiento del crecimiento diauxico. Los valores de los pardmetros obtenidos para los

dos modelos y las estadisticas de bondad de ajuste se presentan en la Tabla 4. El ajuste del
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modelo Gompertz modificado mostré un coeficiente de correlacion del 99,77 %, mientras
que el modelo de funcion bi-logistica del 99,82 %.

El modelo Gompertz mostro, en promedio, para la Fase | una tasa de produccién maxima de
metano de 27,4 mL CHs g VSasadido dia® , que fue un 119,2 % superior a la tasa de
produccion de la Fase I1. Se encontrd una tendencia similar para el periodo de la fase de
retardo, que fue de 1,82 dias en la Fase I, mientras que para la Fase Il dicho periodo fue un
270 % mayor. En la Fase I, el biocarbdn contribuyé a la estabilidad del proceso, permitiendo
que el proceso de digestion anaerobica se desarrollara con materia organica facilmente
biodisponible. Por otro lado, la adicion de biocarbon permitio la adsorcién de compuestos
organicos (posiblemente dificilmente degradables) utilizados en la Fase Il para producir
metano. En base a los resultados, se pudo discernir que cuanto mayor fuera la concentracion
de biocarbon en la Fase I, se obtendria un tiempo de retardo mas largo (una absorcion lenta),
y mas tarde en la Fase I, se obtendria un tiempo de retardo mas corto (desorcion rapida).
Los datos estadisticos (R?, MAE y Aymax) mostraron que los modelos utilizados describian
adecuadamente los resultados experimentales. Ademas, el modelo de funcién bi-logistica
mostro, en promedio, un valor similar para la tasa maxima de produccion de metano antes
del segundo retardo (27,3 mL CHs g™ VSasadico dia*). Sin embargo, el modelo predijo una
tasa maxima de produccion de metano en la segunda fase un 7,7 % superior a la obtenida
con el modelo Gompertz, consiguiendo asi un mejor ajuste de los datos. Afiadiendo
biocarbdn se han obtenido curvas de produccién de metano similares en la DA de residuos
de cascaras de citricos (Fagbohungbe et al., 2016), estiércol de pollo (Pan et al., 2019) y

residuos de cocina (Wang et al., 2017).
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3.6. Beneficios energéticos del estudio de caso

Teniendo en cuenta la aplicacion de la tecnologia DA para gestionar SP, es posible
aprovechar el biogas generado para obtener energia in situ. Considerando que SP se
encuentra en estado liquido, el uso de un digestor tubular permitiria la distribucién
longitudinal de las comunidades microbianas responsables de producir y consumir los AGV
(Jaimes-Estévez et al., 2020). Suponiendo que todo el SP generada en la fabrica de nuestro
estudio (600 L d?) se gestiona y el PBM del SP con biocarbén es 358,4 mL CHa g SVafadido,
el metano producido diariamente seria de 11.848 L. Por tanto, la energia generada estaria en
torno a 0,7 MJ al dia, lo que supondria un ahorro energético diario de 111,6 USD. Estos
resultados demuestran la viabilidad energética y econdmica del tratamiento de residuos con
caracteristicas similares mediante el uso de aditivos como el biocarbon procedente de

estiércol de bovino.

4. CONCLUSION

En este estudio se viabilizo el proceso de digestion anaerobia (DA) para un residuo dificil

de manejar, como es el suero de queso puro (SP), agregando biocarbdn de estiércol bovino.

El uso de biocarbdén a 0.5 — 2.0 g g™*VSsustrato €Vit6 los problemas de inhibicién debido a la
acidificacion del sistema, contenido de AGV < 1568 mg CHsz COOH L y valores de pH
alcalinos (~8,5) al final de las pruebas de PBM. La DA del SP generé 0,7 MJ L, lo que
constituye un ahorro energético diario de 111,6 USD con respecto a la fabrica de nuestro
caso de estudio. En este sentido, la DA ofrece una excelente oportunidad para la gestion de

residuos y la generacion de energia para las fabricas de queso.
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6. FIGURASY TABLAS

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato e inoculo.

Parédmetros Unidades In6culo Sustrato
pH - 8.29 6.62
Acidos Grasos Volatiles (AGV) mg CH;COOH L™ 1540 2600
Alcalinidad Total (AT) mg CaCOsL* 3683.33 2083.33
AGV/AT mg CH3;COOH mg™ CaCOs; 0.42 1.25
Sélidos Totales (ST) g kg? 36.41 59.12
Sélidos Volatiles (SV) g kg? 16.99 53.70
Lipidos % - 0.3
Proteina % - 2.5
Lactosa % - 3.7
Sales % - 0.5
Tabla 2. Caracterizacion del biocarbén de estiércol bovino.
Andlisis Contenido Unidades Valor
Avrea Superficial Especifica BET m2/g 52.06
Superficie  T-plot-area de microporos m2/g 8.64
ytamafio  T-plot-superficie externa m2/g 43.42
de poros BJH didmetro de poro promedio de adsorcion nm 5.78
BJH diametro de poro promedio de desorcion nm 11.44
pH -- 9.8
Fisico—  Conductividad eléctrica mS/cm 5.63
Quimico  cenjzas % 4.9
Capacidad de Intercambio cationico (CEC) meq/100g 26.2
Fe %p/p 0.34
Metales  Ca %plp 0.61
Mg %p/p 0.89
Carbono (C) % 73.98
. Hidrdgeno (H) % 14
Analisis .
elemental  OXigeno (O) % 23.72
Nitrogeno (N) % 1.27
Azufre (S) % 0.33
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Tabla 3. Capacidad tampon (AGV/AT; mg CH3COOH mg-1 CaCO3), &cidos grasos
volatiles (AGV, mg CH3COOH L-1) y pH (-) en la digestion anaerdbica del suero de
queso mediante la adicion de biocarbdn de bovino (ghiocarbon g-1 SVsustrato).

Biocarbo6n AGV/AT AGV pH

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
0.0 0.35+0.014 1.22+0.032 1480+35 6328+164 8.24+0.067 8.34+0.020
0.5 0.38+0.014 0.27+0.017 1528+30 780+0.0 8.28 £0.040 8.46 +0.070
1.0 0.37+£0.003 0.26£0.022 1460+35 760+92 8.32+£0.017 8.55+0.025
2.0 0.41+0.020 0.25+0.020 1568+14 760+92 8.20£0.036 8.53+0.012

Tabla 4. Parametros ajustados al modelo Gompertz modificado y al modelo de funcién bi-
logistica en la digestion anaerdbica del suero de queso mediante la adicion de biocarbon de
bovino.

(gbiocarbén g-lsvsustrato)

Modelo cinético Parametro 05 10 20
Ymax 263.68 253.75 262.87
r 26.15  28.17  27.99
Fase | A _ 1.48 1.72 2.27
Estadistico R? 99.86 99.82  99.80
MAE  2.49 2.66 3.06
- Aymax  -1.13 -0.66 -1.24
Modelo de Gompertz modificado i 10010 9941 9643
r 11.62 1274  13.23
Fase I A _ 8.70 6.37 5.13
Estadistico R? 99.76  99.68  99.70
MAE 159 1.79 1.43
Aymax  0.33 0.20 0.04
Ymaxt 265.12 266.71 273.56
Ymax2 357.04 356.95 357.47
I 26.85 2798 27.16
r2 12.45 1352 1451
Modelo de function Bi-logistica M 1.97 211 2.34
A2 26.77 2419  23.33
Estadistico R? 99.84 99.86  99.77
MAE  2.85 2.70 3.52
AYmax -0.10 -0.17 -0.26

Nota: Ymax (ML CH4 g™*VSaaa) es el potencial de produccion de metano; r (mL CH; g*VSauq day™?) es la tasa
maxima de produccién de metano; 4 (dias) es el periodo de fase de retraso; Ymaxa (ML CHs gV Sqq) es el
potencial de metano maximo antes del segundo retraso; ymaxz (ML CH4 g™V S.qq) s el potencial méaximo de
metano en la segunda fase; r1 (ML CHs gVSaqq dia'les la tasa maxima de produccién de metano antes del
segundo retraso; r (ML CH4gVSaaq dia™) es la tasa maxima de produccion de metano en la segunda fase; 4,
(dias) es el primer periodo de fase de retraso; /4, (dias) es el tiempo de la segunda fase de retardo; R? (%) es el
coeficiente de determinacion; MAE (mL CHq4 g™V Saqq) €s el error absoluto medio; Aymax (%) es el error entre
el valor experimental y el modelado.
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Figura 1. Potencial bioquimico de metano del suero de queso con la adicion de biocarbon
de bovino: a) rendimiento diario de biogas, b) contenido de metano, y ¢) rendimiento de
metano acumulado.
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Figura 2. Modelizacion cinética de la digestion anaerobica del suero de queso puro
mediante la adicion de biocarbdn de bovino a diferentes concentraciones: a) modelo
gompertz modificado, y b) modelo de funcion bi-logistica.
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