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Resumen

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto de la carga organica expresada en funcion de la relacion inéculo/sustrato
(RIS) sobre el potencial de biometanizacion de la gallinaza de jaula usando como in6culo lodo estiércol bovino. Se llevaron
a cabo ensayos de biodegradacion anaerobia a temperatura mesofilica de 39 °C. Para cada una de las cargas orgdnicas
evaluadas (16.6, 11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g SV/L) se cuantificaron las variables: dacidos grasos volatiles totales, alcalinidad, con-
centraciéon amonio y volumen acumulado de metano. El mayor potencial de biometanizacion (0.58 m*> CHi/kg SV) se al-
canzé cuando la biodegradacion anaerobia se llevé a cabo con una RIS de 1.0. Los resultados obtenidos demuestran que la
gallinaza es un sustrato potencial para ser degradado por digestion anaerobia y el rendimiento del proceso es directamente
proporcional a la concentracién de sustrato. Este estudio también confirma que la RIS permite diluir la concentracién de
compuestos inhibitorios como el amonio en el caso de la gallinaza de jaula.

Palabras clave: digestion anaerobia, gallinaza de jaula, relacion inéculo/sustrato, amonio.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of inoculum to substrate radio (ISR) on biomethane potential of chicken
manure using cattle slurry as inoculum. Biomethane potential assays were carried out at 39 °C mesophilic temperature.
Total fatty acids, total alkalinity, ammonium concentration and accumulative methane volume were measured to evaluate
organic load (16.6, 11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g VS/L). The highest biomethane potential (0.58 m* CHas/kg SV) was reached when
anaerobic biodegradation was carried out to ISR of 1.0. The results demonstrated that chicken manure is a potential subs-
trate to be degraded by anaerobic digestion and process performance is directly proportional to substrate concentration.
This study also confirms that ISR allow dilution of inhibitory components as ammonium by the case of chicken manure.

Key words: anaerobic digestion, chicken manure, inoculum substrate ratio, ammonia.
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ambiental, salud publica y animal (Delgado, 2011). La
gallinaza de Jaula (G)) mezcla de deposiciones solidas

El sector avicola es uno de los sustentos de la eco-
nomia y alimentacion en Colombia. La mayoria de
granjas avicolas existentes en el pais se encuentran
en los departamentos de Cundinamarca (28 %), San-
tander (24 %) y valle del cauca (13 %) (Escalante et
al, 2010). En los diferentes procesos de la actividad
avicola se generan residuos como: gallinaza, pollinaza,
aves muertas, residuos grasos y cdascaras de huevos.
Estos residuos causan problemas de contaminacion

y liquidas de los animales, es el residuo organico mas
representativo que generan las explotaciones avicolas
tanto por su volumen como por sus caracteristicas fi-
sicoquimicas (Rosales et al., 2007). Durante el proce-
so industrial de cria especializada en aves de corral,
se genera una cantidad promedio de GJ) de 107.98
toneladas por millar de aves (Escalante, et al., 2010).
Mediante procesos bioldgicos y térmicos, es posible
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aprovechar los subproductos de los procesos avicolas
en la elaboracion de nuevos productos como el com-
post de gallinaza y harina de carne respectivamente
(Huang et al,, 2011; Rosales et al., 2007). Sin embar-
go, estas tecnologias no son suficientes para tratar las
cantidades generadas por el sector los volimenes de
residuos generados en el sector. La GJ esta compues-
ta principalmente por proteina (20.5 %), celulosa (20
%), hemicelulosa (23.2 %), lignina (1.6 %) y acidos
grasos volatiles (AGV) (0.3 %). Esta elevada concen-
tracion de materia organica convierten a la GJ en un
sustrato atractivo para la digestion anaerobia (DA) (Li
et al, 2013). Los sistemas de bioconversién anaerobia
son procesos biologicos donde la materia organica es
reducida hasta metano y diéxido de carbono por la ac-
cion de diferentes grupos microbianos que trabajan en
sintrofia. Los microorganismos involucrados en la DA
corresponden a) Bacterias fermentativas-hidroliticas b)
Bacterias acetogénicas y c) Arqueas metanogénicas.
El primer grupo esta representado por los géneros
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides,
Micrococcus y Clostridium los cuales producen en-
zimas que desdoblan lo polimeros organicos hasta
mondmeros facil fermentables. Luego las bacterias aci-
dogénicas metabolizan los monémeros para generar
acetatos, propionatos y butiratos que son reducidos
posteriormente por las bacterias acetogénicas hasta
acetato, dioxido de carbono e hidrégeno. Finalmen-
te, las arqueas metanogénicas actdan sobre el acetato
e hidrogeno para transformarlo en metano (Gerardi,
2003). Estudios sobre DA a condiciones mesofilicas,
han reportado rendimientos en la producciéon de meta-
no entre 0.29 y 0.50 m* CHa/kg SV, utilizando GJ como
sustrato y lodo anaerobio de plantas de tratamiento de
aguas residuales como inéculo (Li et al.,, 2013; Nui et
al, 2013).

Un parametro importante a nivel operacional en DA
es la carga organica representada mediante la relacién
In6culo/sustrato (RIS) (Hashimoto et al., 1989). Se ha
demostrado experimentalmente, que la RIS afecta la
velocidad de biodegradacion del sustrato, por tanto
este parametro permite especificar el potencial de
biometanizacién (PBM) y hacer estudios de DA com-
parables para cualquier tipo de sustrato (Raposo et
al., 2011). Los primeros estudios relacionados con la
influencia de carga orgédnica sobre PBM en términos
de la RIS, se llevaron a cabo en operacién disconti-
nua, usando ensilado de maiz como sustrato y lodo
estiércol bovino como in6culo en concentraciones vo-
lumétricas de 0 (control), 10, 30, 50, 70 y 90 %. Los
resultados mostraron que para altas cargas organicas
(valores de RIS por debajo de 0.25) la velocidad de
biodegradacion del sustrato fue lenta comparada con
la velocidad de biodegradacion del sustrato para va-
lores en la RIS cercanos a 2 (Hashimoto et al., 1989).
Resultados similares fueron obtenidos por Raposo et
al., (2006), para la DA del mismo sustrato usando lodo
estiércol bovino como indculo a RIS entre 1y 3.

La influencia de la RIS sobre el PBM también ha sido
estudiada para los desechos de comida y residuos
agroindustriales. Se comprobé que existe una relacion
lineal decreciente entre los rendimientos de biogas y
la RIS (Liu et al, 2009). Neves et al., (2004), afirmo
que para la DA de desechos de cocina utilizando lodo
granular y lodo suspendido como inéculo, la seleccion
de la RIS llega a ser mas determinante que la misma
actividad metabdlica del in6culo. Por consiguiente, en
los estudios de DA se requiere establecer una carga or-
ganica en funcién de una RIS, que permita el arranque
y estabilizacién del proceso.

El criterio para establecer un valor de RIS gira en torno
a la complejidad de biodegradacion del sustrato. En el
caso de la GJ, concentraciones de acidos grasos vola-
tiles (AGV) entre 2000 - 4800 mg/L y alcalinidad (AT)
entre 4700 - 13600 mg/L permiten un adecuado arran-
que del proceso anaerobio (Salminen y Rintala, 2002;
Callaghana et al., 2002). Sin embargo, la GJ también
contiene nitrégeno amoniacal que en concentracio-
nes superiores a 5000 mg/L ejercen un efecto téxico
o inhibidor sobre la actividad microbiana afectando la
estabilidad del proceso (Nue et al., 2013).

Owen et al. (1979), establecieron que valores supe-
riores a 1 en la RIS permiten diluir la concentracion
de compuestos toxico presentes en el sustrato. Adi-
cionalmente, Chynoweth et al. (1993) observaron que
para sustratos como la celulosa se requiere una RIS de
2.0 para evitar inhibicién por elevada acumulacion de
acidos grasos volatiles (AGV). La acidificacion produci-
da por la baja capacidad buffer en la biodegradaciéon
anaerdbica de residuos de cocina y la inhibicién causa-
da por la libracion ortofosfatos en la DA de algas tam-
bién fueron controladas al establecer una RIS superior
a 1.0 permitiendo operar el proceso en valores de pH
dentro del rango adecuado (6.0-8.5) para la DA (Zeng
etal.,, 2010; Neves et al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de
la relacion indculo sustrato sobre el potencial de bio-
metanizacion de la GJ. El desarrollo de este objetivo,
permite establecer el efecto que involucra la variabi-
lidad de sustrato en la digestion de residuos con alta
concentracion de amonio.

Materiales y métodos

Sustrato e inoculo. El sustrato utilizado en la expe-
rimentacion corresponde a GJ recolectada de una
granja avicola localizada en el municipio de Lebrija-
Santander, Colombia. La GJ se mantuvo refrigerada a
baja temperatura (4 °C) durante la etapa de caracteri-
zacion y andlisis. Se utiliz6 como in6culo lodo estiér-
col bovino, procedente de un frigorifico en Santander.

Diseno experimental. El potencial de biometanizacion
(PBM) de la GJ fue determinado experimentalmente de
acuerdo al protocolo establecido por Angelidaki et al.,
(2009). Se evaluaron cinco cargas orgéanicas 16.6 (RIS
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1.0), 11.0 (RIS 1.5), 8.3 (RIS 2.0), 6.6 (RIS 2.5) y 5.5 (RIS
3.0) g SV/L, en biodigestores de 60 ml, con una can-
tidad fija de in6culo de 0.58 g de SV. Para garantizar
condiciones de anaerobiosis en el sistema, los biodi-
gestores fueron purgados con nitrégeno durante 2 min
y sellados con tapones de butilo y agrafes de aluminio.
Los ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo por
triplicado durante 30 dias en condiciones mesofilicas
de temperatura (39 °C%2) en una incubadora (BD-53+
RS422 WTB BINDER).

Procedimientos y métodos analiticos. Los 4dcidos gra-
sos volatiles (AGV), alcalinidad total (AT), pH, NH4*y
volumen de metano acumulado fueron considerados
como las variables de respuesta del proceso. Los AGV
fueron cuantificados por titulacion con NaOH (0.1
N) y la AT por titulaciéon con HCI (0.1 N) (Anderson
y Yang, 1992). El pH fue determinado mediante un
medidor de pH (pH meter 691 Metrohm) y el NH4*
de acuerdo al protocolo 4500-NH3D del Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005). El biogas producido durante el tiem-
po de experimentacion se burbujeé en una solucion
alcalina (NaOH) con fenolftaleina como indicador y
pH 12, en la cual el CO;es absorbido. El volumen de
solucion alcalina desplazada es equivalente al volu-
men de metano generado por el sistema anaerobio
(Angelidaki et al., 2009). El metano se cuantific en
condiciones normales de temperatura y presion me-
diante la ecuacion (1).

(PO_P)O

Vinre = ec (1)

Patm‘T

Donde, Varr es el volumen de gas a condiciones nor-
males (ml), V es el volumen de gas generado durante
el ensayo de biometanizacion, P, es la Presion de me-
tano en condiciones normales (1013.25 mbar), T es la
temperatura de ambiente a la cual se realiz6 la medi-
cion, P es la Presion de vapor (mbar) a temperatura T
y Pam es la presion atmosférica del lugar en el cual se
llevé a cabo el ensayo. El PBM de la GJ se expreso en
términos de volumen normalizado de metano acumu-
lado sobre solidos volatiles adicionados del sustrato
(SV-Ad). El potencial teérico de biometanizacion (PBM
w) del sustrato se calculé mediante la estequiometria
representada en la ecuacion de Buswell (2 y 3), la cual
asume conversion completa de toda la materia orgéni-
ca en biogas (Buswell y Neave, 1930).

CJK%M+@HE79m£)%Oa
4 2 4 ec(2)
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28 4 8 2 4 8
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Donde, 22.4 es el volumen de un mol de gas a condi-
ciones estandar de temperatura y presion. Los resulta-
dos experimentales fueron analizados con el software
StatGraphics plus 5.1, StatPoint® Inc. (Virginia, EE.UU).
El test de Fisher’s fue usado para verificar diferencias
estadisticas entre los resultados.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica del sustrato e indcu-
lo. En la tabla 1, se presenta la caracterizacion fisico-
quimica de sustrato e inoculo, la cual se llevé a cabo
de acuerdo con los protocolos del Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2005).

El pH del sustrato y del in6culo se encuentra en el ran-
go de operacién para el desarrollo de DA reportado en
la literatura (Raposo et al., 2006). La materia orgéanica
del sustrato representada por la concentracion de so-
lidos totales, sélidos volatiles y acidos grasos volatiles
de la gallinaza de jaula, permiten identificarla como
una fuente de carbono atractiva para DA.

Evolucion de la etapa acidogénica de la digestion
anaerobia de gallinaza de jaula. La cinética de con-
sumo de AGV durante 30 dias de biodegradacion, se
presenta para las RIS de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 (figura
2). Se observa que para las diferentes relaciones in6-
culo-sustrato, el inicio del proceso presenta la misma
tendencia exponencial; indicando afinidad del in6-
culo hacia el sustrato (Quintero et al, 2012). Se ha
demostrado que concentraciones de AGV superiores
a los 6000 mg/L pueden causar inhibicion del proce-
so anaerobio (Castillo et al., 2007), en este estudio la
maxima concentracion de AGV fue de 5400 mg/L (RIS
1), valor que se encuentra por debajo del limite que
ocasionaria inhibicion por acidificacion. A partir del
dia 6, la concentracion de AGV disminuy6 por debajo
de 450 mg/L, lo que demuestra alto grado de reduc-
cion de materia organica y consecuentemente activi-
dad metabolica de los microorganismos acetogénicos,
capaces de reducir los AGV hasta acetato (Wang et al.,
1999).

Estabilidad del proceso anaerobio. Los procesos
anaerobios alcanzan la estabilidad en rangos de AGV/
AT entre 0.2-0.8. (Raposo et al.,, 2011). Relaciones de
AGV/AT superiores a 0.8 indican que no hay balance
entre la poblacion de microorganismos acidogénicos
y metanogénicos (Wan et al, 2011). En la figura 2a,
se muestra el cambio en la estabilidad del proceso de
digestion anaerobia de la gallinaza para diferentes RIS.

Se demostré que la estabilidad del proceso de di-
gestion anaerobia de gallinaza se favorece a cargas
organicas inferiores a 16 g SV/I, equivalentes a RIS
superiores a 1.0. Sin embargo, durante el inicio del
proceso se evidencio inestabilidad en el sistema para
todas las relaciones estudiadas con valores de AGV/AT
superiores a 0.8. Esto se debe a que las velocidades de
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Tabla 1. Caracterizacién fisicoquimica del sustrato e inéculo.

Parametro Sustrato inéculo
pH 6.3 8.5
Solidos totales (g/L) 226.2 29.2
Sélidos Volatiles (g/L) 107.7 20.5
Alcalinidad (mg CaCOs) 13467 6023
Acidos grasos volatiles (mg/L) 15613 1370
Densidad (g/L) 1080 1003
C (%P/P) 28.0 ND
H (%P/P) 2.6 ND
O (%P/P) 18.4 ND
N (%P/P) 3.8 ND

ND: No determinado

Figura 1. Cinética de consumo de 4cidos grasos totales
(AGV)

produccion de acidos son mayores a las de consumo
de los mismos, razén por la cual la relaciéon AGV/AT se
encuentra en los limites de estabilidad para el experi-
mento con RIS de 3. Debido a la capacidad buffer del
inoculo (0.23, ver tabla 1), el sistema alcanza estabi-
lidad, al noveno dia de biodegradacién y la relacién
AGV/AT se conserva en un rango 0.0 y 0.3, el cual es
adecuado para operar un proceso a condiciones esta-
bles. Estos resultados concuerdan con la estabilidad
alcanzada (AGV/AT = 0.4) para la digestion de lodo
estiercol bovino y gallinaza diluida al 15% (Callaghan
etal., 2002).

La evolucion del pH, para las diferentes RIS se presenta
en la figura 2b. El pH para las RIS evaluadas oscil6 en

un rango de entre 7.5 y 8.5, valores adecuados para
el crecimiento de consorcios microbianos metanogé-
nicos (Gerardi, 2003). Durante el proceso biodegra-
dativo el pH disminuyé durante los primeros 3 dias
producto de incrementos en la concentracion de AGV.
Luego del cuarto dia el pH se increment6 gradualmen-
te hasta estabilizarse. Este comportamiento se puede
explicar con base a lo reportado por Lay et al., (1998),
los sustratos con alta carga organica como la GJ tien-
den a presentar rapidos incrementos en la concentra-
cion de AGV causando fuertes descensos en el pH y
desestabilizando el reactor. Sin embargo incrementos
progresivos en la concentraciéon de amonio aumentan
el pH al comportarse como una base (Lay et al., 1998;
Yenigun et al., 2013). Angelidaki et al., (2003), descri-
bi6 resultados similares para sistemas con diferentes
residuos organicos, puntualizando que para el caso de
la GJ se pueden presentar interacciones entre la pro-
duccién de AGV y pH que conducen a un estado de
equilibrio.

Efecto de la concentracion de amonio sobre la diges-
tion anaerobia de la gallinaza de jaula. En la figura
3 se muestra que la variacion de la concentracion de
amonio para cada una de las relaciones evaluadas tie-
ne una tendencia similar. Las concentraciones de amo-
nio son proporcionales a la carga organica adicionada.
La maxima concentracion de amonio (2066 mg/L)
se presenta en el arranque del proceso para la RIS de
1.0, que equivale a una carga organica de gallinaza
de 16.6 g SV/L. El proceso se estabiliza a los 9 dias de
digestion alcanzando concentraciones de amonio que
oscilan entre 225 mg/L y 550 mg/L. Teniendo en cuen-
ta que concentraciones de amonio superiores a 2000
mg/L inhiben el sistema anaerobio; se observa que la
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Figura 2. Estabilidad de la digestién anaerobia de la gallinaza de jaula; a) Relacién AGV/AT b) pH

Figura 3. Variacién de la concentracién de amonio en la di-
gestion anaerobia de la gallinaza de jaula.

digestion anaerobia de gallinaza de jaula no presenta
efecto inhibitorio por iones amonio, excepto para car-
gas organicas superiores a 16.6 g SV/| (equivalente a
RIS de 1).

Biodegradabilidad anaerobia de la gallinaza de jaula.
Segln la composicion elemental la gallinaza de jaula
utilizada en este estudio (%p/p C:28; H:2.6; O:18.4;
N:3.8) tiene teoricamente un potencial de biometani-
zacion (PBM) de 0.59 m*® CH,/kg-SV. La produccién
especifica de metano del in6culo (lodo estiércol bovi-
no) fue de 0.17 m* CH./kg-SV, este valor se sustrajo
de los respectivos PBM para cada uno de los ensayos
(figura 4). El maximo PBM fue de 0.58 m*® CHa4/kg-SV
para RIS de 1.0 alcanzando una eficiencia del proceso
del 98%. La produccién mas baja de metano fue de
0.55 m* CHai/kg SV para los valores de RIS de 2.5y
3.0, que corresponden a cargas organicas adicionadas
de 6.6 g SV/L y 5.5 g SV/L respectivamente. Los va-
lores obtenidos en este estudio son superiores a los
reportados por Li et al, (2013), quienes alcanzaron
producciones de 0.30 m* CHa4/kg-SV a partir de una
carga organica de 3.0 g SV/L de gallinaza de jaula. Lo
anterior indica que el proceso de digestion anaerobia
de la gallinaza de jaula presenta altos rendimientos de
produccion de metano.

Figura 4. Produccién especifica de metano a partir de galli-
naza de jaula.

La comparacién de medias para el PBM de la gallinaza
de jaula a las RIS evaluadas (andlisis estadistico), mos-
tré6 que existen diferencias significativas entre cada
uno de los experimentos con un valor de p = 0.0001
(figura 5). Por consiguiente, se corrobora que cargas
organicas inferiores a 17 gSV/L, no inhiben el proce-
so anaerobio de la gallinaza de jaula, demostrando un
efecto inverso entre la carga organica de la gallinaza
de jaula (expresada en funcién de la RIS) y el potencial
de biometanizacion de este sustrato.

Conclusiones

La produccién especifica de metano a partir de gallina-
za de jaula se favorece al operar el proceso con car-
gas organicas inferiores a 17 g SV/L . En consecuencia,
las relaciones in6culo (lodo estiércol bovino)/sustrato
(gallinaza de jaula) superiores a 1.0 reducen la inhi-
bicién de la digestion anaerobia causada por la acu-
mulacion de 4cidos grasos volatiles y iones amonio;
dado que las maximas concentraciones de estos com-
puestos son 5400 mg/Ly 2066 mg/L respectivamente.
Como resultado, el potencial de biometanizacién de la
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Figura 5. Andlisis de medias del potencial de biometaniza-
cién para la gallinaza de jaula.

gallinaza de jaula es de 0.58 m* CH./kg-SV, alcanzan-
do una eficiencia del proceso del 98%.

Dado que a concentraciones de carga organica supe-
riores a 17 g SV/I, el proceso de digestion anaerobia
se inhibe, es recomendable enfocar las investigaciones
con gallinaza de jaula hacia la codigestion de este sus-
trato con residuos industriales ricos en carbohidratos,
lipidos y proteinas como por ejemplo melaza de cana,
glicerol residual y lactosuero respectivamente.
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