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Objetivos:

Objetivo general:
Caracterizar los productos obtenidos a partir de la biodigestion anaerobia
del lactosuero bruto.

Objetivos particulares:
1) Obtener el lactosuero.

2) Caracterizar el lactosuero.

3) Realizar pruebas de digestién anaerobia variando el porcentaje de
medio mineral a una temperatura y pH constantes.

4) Caracterizar los productos obtenidos a partir de la biodigestién

anaerobia del lactosuero.

Hipotesis
La generacion de productos de mayor valor agregado es posible usando

el lactosuero bruto a través de la biodigestion.



Resumen

A lo largo del proceso de elaboracion del queso se genera como
subproducto una gran cantidad de lactosuero. Este subproducto se caracteriza
por su elevado contenido de agua y materia organica (lactosa y proteinas en su
mayoria), por lo que es necesario su tratamiento para evitar problemas de
contaminacion o en el mejor de los casos su valorizacién para la recuperacion

de los principales compuestos.

En este trabajo se llevé a cabo la biodigestion anaerobia del lactosuero
bruto procedente de la produccion de queso tipo fresco de una queseria que se
ubica en la comunidad de San Antonio Soledad, Puebla para la obtencién de
productos de mayor valor agregado (entre ellos el biogas). Ademas, se plante6
la codigestion del lactosuero con abono de vaca como una opcion para agilizar

el tratamiento de este subproducto altamente contaminante.

Se fijaron los parametros reportados para otros sustratos que podria
permitir la produccién de biogas y posteriormente se procedié a determinar los

productos obtenidos y la utilidad de éstos.

En este sentido, se comprobd la produccion de aziridina (C2HsNH) y 1-
metilurea (C2HsN20) en mayor proporcion y solo en pequefas trazas, didxido
de carbono (COz2) y Etanol (C2HsO).



Introduccion

La poblacion mundial crece a un ritmo tan acelerado que se supone
alcanzara 8,500 millones de personas para el afio 2025. Con esto se puede
notar que las necesidades creceran de igual manera, y se requerird que
aumente el suministro de alimentos, agua, vestimentos, transporte, entre otras
cosas; pero el desafio mayor sera en hacerlo sin afectar mas el equilibrio del

medio ambiente.

El uso de los modelos tradicionales de desarrollo rural han causado
graves problemas de contaminacién en el suelo, agua y aire aunado a la
agricultura intensiva, la agroindustria y las actividades humanas dando como
resultado la crisis medio ambiental que estamos viviendo. En este sentido, se
han puesto en marcha algunos programas para ayudar a aminorar el efecto
pero en cuanto estas entorpecen la produccion de las grandes empresas son

declaradas obsoletas y se vuelve al circulo destructivo.

Uno de los problemas méas graves a los que se enfrenta en medio
ambiente es el manejo inadecuado de los residuos producidos, no solo del
sector rural, sino también del industrial y urbano. Por falta de conocimiento,
tecnologia o por costumbre la mayoria de estos residuos son desechados sin
tratamiento previo que constituye agentes contaminantes de largo alcance;
pues alteran los ecosistemas y afecta el equilibrio ecoldgico y la calidad de

vida.

La produccion ganadera, por ejemplo, genera desechos (excretas,
fertilizantes, sobrantes de riego, agua de limpieza), que son altamente
contaminantes debido a que contienen materia organica, que al ser
depositados en estanques o cuerpos de agua conlleva entre otros muchos
riesgo la disminucion del oxigeno disponible durante la descomposicién lo que

provoca la muerte de la vida acuatica y en general a la vida a su alrededor.

No obstante, gracias a la investigacion de los diversos usos de los
desechos se ha logrado implementar métodos de tratamiento para obtencion

de productos de un mayor valor agregado de lo que antes solo era considerado
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como desperdicio. Un ejemplo es la biodigestion con la que han logrado
obtener diversos productos a partir de diferentes desechos agricolas y del

sector alimentario todo esto de manera natural.

La aplicacion de técnicas como la biodigestion han permitido transformar
desechos como el lactosuero y el estiércol bovino en recursos que sirven para

la obtencién de productos con un mayor valor agregado.
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Capitulo 1: Antecedentes



1.1 Lactosuero.

El lactosuero es un subproducto de la transformacion de leche en queso,
y es, el principal contaminante generado por la industria lactea. Es un liquido
amarillo transparente que se obtiene una vez que se ha logrado la precipitacion
de la caseina en la produccion de diversos quesos. Este subproducto
representa entre el 85%-95% del volumen total de leche convertida y retiene
alrededor del 55% de los nutrientes de la leche (Gonzalez, 1996). Sus
principales componentes son lactosa, proteinas, grasa y algunos minerales. En
la tabla 1.1 se puede observar la composicion promedio del suero en
porcentajes.

Tabla 1.1: Composicion media del Lactosuero

Parametro Suero Suero
Dulce %  Acido %
Agua 93-95 93-95
Lactosa 45-53 3.8-52
Grasa 0.1-0.4 0.1-05
Extracto 5-7 5-7
Seco
Proteinas 0.6-1.1 02-11
Sales 0.5-0.7 05-1.2
Minerales
Proteina 0.55 0.55
Calcio 0.12 0.04
Fosforo 0.07 0.04
Sodio 0.05 0.05
Cloruro 0.16 0.16
Acido 0.40 0.05
lactico
Valor de pH 6.5 5

Fuente: Bylund, 2003

13



El lactosuero se clasifica en dos tipos, el suero acido y el suero dulce.
Esta clasificacion depende de las caracteristicas fisicoquimicas del suero y al

mismo tiempo de la fuente de procedencia de éste.

El suero dulce es aquel que se obtiene de la coagulacion enziméatica de
la leche (Guerrero et al., 2010). Este tipo de suero proviene de la fabricacion de
queso de pasta cocida y prensada, en caso de ser leche de vaca, o de la
fabricacion de queso de cabra u ovejas (Callejas et al., 2012); estos quesos

son destinados a la maduracién y su pH caracteristico es mayor a 6.

Por otra parte, existe también el suero &cido el cual que se obtiene
acidificando el medio del cual se obtendra el queso. En este grupo se
encuentran los quesos tipo fresco, que han sido fabricados con pastas blandas

y generalmente tienen un pH cercano a 4.5 (Callejas et al., 2012).

1.2 Impacto ambiental del lactosuero.

El incremento en el procesamiento de leche para la obtencion de
diversos productos lacteos, como el queso, yogurt, crema, entre otros; ha dado
como resultado la generacion simultanea de grandes cantidades de
subproducto como es el suero de queseria o lactosuero. Se estima que por
cada litro de leche, solo entre el 10% y el 20% se convierte en queso y el resto,
es decir, de 80% a 90% se vuelve lactosuero (Velazco B., 2014). Por ejemplo,
para poder producir 1 Kg de queso se obtendran 9 Kg de lactosuero, esto
multiplicado por las grandes cantidades de leche procesada alrededor del

planeta se ha convertido en un serio problema para el medio ambiente.

Visto desde otro angulo, una granja quesera donde la transformacion de
leche en queso sea de alrededor de 100 toneladas de leche por dia producira
aproximadamente la misma cantidad de desechos organicos como lo haria una
ciudad con aproximadamente 55000 personas (Gonzalez S., 1996), pero con la
complejidad que implica que este suero sea tratado previamente para poder ser
desechado como otro efluente.

Se estima que aproximadamente el 47 % del total de suero producido al

afo alrededor del mundo es arrojado sin tratamiento alguno al medio ambiente,

14



lo cual no solo implica lo serio dafios que se estan provocando a la naturaleza,
sino también el desperdicios de importantes fuentes de nutrientes (Berna vy
Bahattin, 2010).

El suero de queseria es un efluente que contiene altas cargas organicas,
con parametros de DBO (Demanda Biologica de Oxigeno) y de DQO
(Demanda Quimica de Oxigeno) en un intervalo de 0.1-100 Kg/m? (Prazeres et
al., 2012), lo cual implica que al ser depositado en cualquier cuerpo de agua,
sin ningun tratamiento previo, este consumird una gran cantidad de oxigeno
para poder degradarse, poniendo en riesgo la flora y la fauna del medio
(Erguder et al., 2000).

El suero generado en el proceso de transformacion de la leche es a
menudo clasificado como agua residual, lo cual es incorrecto ya que debido al
alto contenido de materia organica se considera un importante contaminante
cuando este llega al medio acuatico o al suelo. Por otra parte, cuando éste es
vertido directamente en las redes de saneamiento y drenaje puede saturar las

estaciones de depuracion de tratamiento de agua residual.

Debido a la cantidad total de nitr6geno y fésforo que contiene el suero y
en general los efluentes originados por las industria lactea, pone en un
considerable riesgo de eutrofizacion a los cuerpos de agua (Carvalho et al.,
2013), particularmente a los lagos y lagunas donde la mayoria de la veces es

vertido este desecho.

Los problemas generados por la eutrofizacion son importantes ya que
incluye un alza en los costos de potabilizacién de agua para consumo humano,
ya que puede afectar el periodo de conservacion del agua pura acortandolo y
ademas las algas y lodos generados en la superficie de los cuerpos acuaticos
pueden llegar a ser toxicos para la vida humana y animal. Finalmente, el
incremento en las concentraciones de nitrdgeno amoniacal es toxico para la

fauna acuatica (Carvalho et al., 2013).

La busqueda para el tratamiento y correcta disposicion del lactosuero y

de los residuos producidos por la industria lechera comenzé aproximadamente
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en la década de 1970 con la aplicacion de diversos métodos para reducir su
carga organica, los cuales incluyeron el tratamiento usando lodos activados,
sistemas de filtracibn por goteo vy lagunas de almacenamiento, entre los
métodos mas simples (Prazeres et al., 2012). No obstante, debido a las
cantidades que debian tratarse, estos métodos poco a poco fueron siendo
obsoletos ya que los requerimientos de energia y oxigeno eran cada vez
mayores y los sistemas se volvian ineficientes y muy costosos de mantener, sin
mencionar que a partir de estos sistemas no se podia obtener ningun producto

de valor.

En la mayoria de los paises el desecho del suero de queseria esta
regulado por la normativa ambiental lo que obliga a los productores a que lleve
a cabo una adecuada gestion de los residuos. Considerando que la mayoria de
las empresas queseras pertenecen a pequefios y medianos productores, estas
no suelen tener las condiciones necesarias de saneamiento de este desecho
por lo que en la mayoria de las veces acaba dispuesto en los drenajes sin
tratamiento alguno. La mayoria de las queserias no puedan afrontar los gastos
elevados que implica la correcta gestion de los residuos lo que ademas

supone la pérdida de un producto con alto contenido de proteinas y lactosa.

1.2.1 Impacto del lactosuero en México

En México la produccién de leche y sus derivados es poca en
comparaciéon con otras partes del mundo. Sin embargo, segun datos de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) a través del 6rgano estadistico, Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) dio a conocer las cifras de produccion de
leche hasta marzo 2015 en el cual se ve el incremento en la produccion y
consumo de la leche y sus derivados respecto a afios anteriores con lo que

ademas se puede hacer un analisis de los desechos generados.

Como se puede observar en la tabla 1.2, el incremento en la produccion
de leche de bovino a nivel nacional se ha mantenido relativamente pequefio,
ya que solo ha sido del 1.3% anualmente, aunque transformado en cantidad de

litros representa un crecimiento total anual de 1, 265, 616 millones de litros en
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los dltimos 10 afios. En 2014 la produccion total fue de 11, 368 millones de
litros, lo que implica que aproximadamente se produjeron 29 millones de litros

por dia en todo el territorio nacional. (SIAP)

Tabla 1.2: Produccién nacional de leche de bovino 2004- 2014 (Miles de

litros)

Produccién Crecimiento

VIR C))
2014 11,129, 918 1,5

2013 10, 965, 629 0,8
2012 10, 880, 870 15

2011 10,724, 288 0.4
2010 10, 676, 692 1.2
2009 10, 549, 037 -0.4

2008 10, 589, 481 2.4

2007 10, 345, 982 2.6

2006 10, 088, 550 2.2

2005 9, 868, 302 0.0

2004 9, 864, 302 0.8
Fuente: SIAP hasta diciembre 2014

Visto desde un ambito local la tendencia es similar ya que el estado de
Puebla se encuentra en la posicion niumero 20 de 32 entidades federativas
hasta diciembre del 2014, y la produccion solo en los tres primeros meses del
2015 es de 108,136, 000 miles de litros de leche de bovino (SIAP).
Particularmente en 2014 el estado de Puebla se destacé por un incremento
considerable en la produccion de leche y sus derivados con un aumento del
5.4%, siendo asi la tercer entidad del pais con mayor avance en este rubro
segun datos de SAGARPA.

Del total de la leche producida en el estado de Puebla el 10% de ésta es
convertida en queso, lo que significa que se generan aproximadamente un

millon de litros de lactosuero anualmente con una tendencia a la alza. Es por
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esta razén que poco a poco se han ido buscando nuevos métodos que den un

valor agregado al lactosuero haciendo de este un recurso y no un residuo.

1.3 Usos y aplicaciones del lactosuero.

Gracias a las caracteristicas y propiedades presentes en el lactosuero,
existe una amplia lista de aplicaciones para éste, con diversos objetivos como
es el tratamiento de los efluentes de la industria lactea y el aprovechamiento de

las fuentes nutricionales presentes en é€l.

Algunas de las alternativas planteadas para el correcto
aprovechamiento del lactosuero son la aplicacion para la alimentacion animal,
alimentacion humana, fertilizantes, el aprovechamiento industrial y como un

recurso energético (Parra H., 2009).

1.3.1 Fertilizantes y alimento de ganado.

Sin ningln tratamiento previo, el lactosuero, puede ser utilizado como
un complemento en la alimentacién del ganado bovino y porcino debido a la
gran cantidad de agua, grasas y proteinas contenidas en él, ya que tras
concentrarse en plantas de secado este lactosuero deshidratado se puede
incorporar a la dieta animal junto con los forrajes (Gonzalez M., 2012). Otras
veces también puede ser utilizado como fertilizante aunque no es tan
recomendable ya que deja un depdsito salino y una pelicula grasa en los
sembradios, por lo que su utilizacion debe ser regulada para evitar un dafio a la

estructura fisicoquimica del terreno (Gonzélez M., 2012; Ferndndez R., 2014).

1.3.2 Sector alimenticio.

El suero de leche microfiltrado y concentrado es un polvo que es
conocido como “proteina de suero” el cual tiene un alto contenido de proteinas
(75%) con un gran valor biolégico (Resinos y Guerrero, 2006). Este suero se
procesa solo en algunos paises industrializados y con un alto grado de
desarrollo, ya que este proceso implica un procedimiento de manufactura y
control de calidad con tecnologia de vanguardia, lo que lo hace muy costoso
(Velazco B., 2014). Este concentrado del suero se destina para el consumo

humano, en suplementos alimenticios para bebés, derivados lacteos y bebidas
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energéticas para deportistas de alto rendimiento, entre otros. También es
usado como suplemento en la fabricacion de productos carnicos, productos
para la panificacion, confiteria, horneados, pastas y quesos procesados,

alimentos dietéticos y dulces (Parra R., 2009; Velazco B., 2014).

1.3.3 Sector industrial.

El rol que juega el lactosuero en el sector industrial es muy importante
ya que destaca principalmente la produccibn de 2,3-butanediol,
exopolisacéridos, glicerol, acidos organicos como el &cido acético, acido lactico
y acido propidnico, todas estas sustancias son obtenidas via fermentacion
(Gonzalez M., 2009; Parra H., 2009 ).

1.3.4 Sector energético

A partir de la fermentacion del lactosuero se pueden obtener algunos
productos con propiedades energéticas como el etanol, debido a la cantidad de
lactosa contenida en el lactosuero representa también un potencial en la

produccion de biogas (Guimarées et al., 2010; Viquez J., 2012).

1.4 Tratamientos.

En general, alrededor del mundo la mayoria de las fabricas y granjas
donde se producian residuos lacticos no daban ningun tipo de tratamiento a
sus desechos y la Unica forma en que podian eliminar la gran cantidad de
lactosuero generado era vertiéndolo directamente en los cuerpos de agua
como lagunas o rios; algunas otras construian estanques o cisternas para
almacenar el suero y asi después mandarlo a las plantas de tratamiento

municipales o era utilizado para el alimento de los animales.

Al paso de los afios las necesidades de los consumidores de productos
lacteos fueron creciendo y con ellas la produccion de los desechos de las
granjas por lo que poco a poco esto se volvié un problema; al mismo tiempo, la
problematica ambiental crecia y la conciencia respecto a como aminorar la
huella ecoldgica también, por lo que las normas de disposicion y desecho de
este tipo de residuos fue haciéndose mas y mas estricta. Por ejemplo, para que

se pudiera desechar el lactosuero como un efluente doméstico se debia diluir el
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suero en conjunto con los efluentes domésticos (Gannoun et al., 2008), pero al
paso del tiempo esta medida fue ineficiente también ya que saturaba la

capacidad de tratamiento de las plantas de agua residual.

Se ha puesto especial atencion en la investigacion concerniente al
tratamiento de los residuos provenientes de las industrias alimenticias, ya que
la mayoria de las veces estos desechos contienen aun importantes fuentes de
nutrientes que estan siendo desperdiciadas. El caso del lactosuero no es ajeno
a esta onda de investigacion pues en las Ultimas décadas se han hecho
importantes avances para su utilizacion dando un valor a lo que antes era

considerado un desecho.

Existen diferentes rubros donde se han clasificado las maneras de
tratamiento del lactosuero; se usan métodos que no dan ningun valor a este
residuo pero que reducen la carga organica de éste, otros son tratamientos
bioldgicos con los que se ha conseguido obtener productos o subproductos

para diversas ramas de la industria.

1.4.1 Tratamientos bioldgicos sin valorizacién.

Los tratamientos biol6gicos no valorizados son aquellos en los que solo
se busca disminuir la carga organica del lactosuero y hacer mas simple su
desecho. Uno de los tratamientos mas aplicados para esto fue el de lodos
activados hasta que se hizo ineficiente y obsoleto, otro mas fueron las lagunas
abiertas donde se dejaba fermentar el lactosuero al aire libre provocando serios
problemas de olores y sistemas de filtracibn donde solo se retenia los
compuestos mas grandes pero en realidad no disminuian significativamente la

carga organica (Prazeres et al., 2012).

La investigacién concerniente al tratamiento del lactosuero usando los
principios del tratamiento de aguas residuales (via lodos activados, filtros de
goteo, lagunas de almacenamiento, etc.), tuvo sus inicios en la década de los
1970’s y fue en un inicio una solucidon prometedora, ya que se podia disminuir
la carga organica de este desecho, aunque conforme aumentaba el volumen de

tratamientos las plantas eran cada vez mas ineficientes, y los procesos eran
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sobrepasados por los componentes del lactosuero, sin mencionar las grandes
cantidades de energia que se necesitaban para poder suministrar la cantidad
de oxigeno para poder degradarse (Erguder et al., 2000).

Para la siguiente década se hicieron notables los avances ya que se
implementaron sistemas de bioreaccidon, donde se observaba que la eficiencia
de los microorganismos para degradar el medio era significativa;
adicionalmente este proceso anaerdbico permitia la generacion de gases como
metano y dioxido de carbono que podian ser utilizados como otras fuentes de

energia (Blonskaja y Vaalu, 2006).

1.4.1.2 Uso en sembradios.

Es bien sabido que la investigacién para el tratamiento del lactosuero
comenzo por la cantidad de suero que era desechado de manera inconsciente
al medio ambiente dafiando los recursos naturales como los cuerpos de agua
por la filtracion en el suelo debido a la alta carga orgénica del suero,
investigaciones recientes proponen su utilizacion medida como fertilizante en
sembradios de maiz y alfalfa, principalmente (Carvalho et al., 2013).

El uso de suero permeado, que es el suero que queda después de la
extraccidn de proteinas, contiene una alta concentracién de sales minerales y
lactosa, por lo que se propuso su uso controlado como un abono para los
sembradios. Este suero permeado puede aportar macronutrientes como
potasio, calcio, fésforo, entre otros; para los cultivos y favorecer la reposicién
del suelo con el aporte de nitrégeno, azufre y magnesio (Robbin y Lehrsch,
1992).

Se han hecho estudios del impacto del suero permeado en la tierra para
determinar su capacidad de absorcion de los nutrientes del suero, todo esto
aplicandolo primero en bajas cantidades y aumentandolas poco a poco hasta
encontrar el maximo permisivo. Se analizaron los paradmetros fisicos y quimicos
del suelo antes de aplicar el suero permeado (Robbin y Lehrsch, 1992) y se ha
demostrado el efecto positivo de éste en la reposicion de suelo e inclusive en la

regeneracion de terrenos erosionados siempre y cuando éste haya sido diluido
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en una proporcion al menos de 1:20 con agua corriente y solo en ciertas

estaciones del afio dependiendo del clima de cada lugar (Prazeres et al., 2012).

1.4.1.2 Procesos de biodigestion

Los sistemas de tratamiento anaerobio son sistemas biolégicos que
operan en ausencia de oxigeno, los cuales son adecuados para el tratamiento
y degradacion de materiales o residuos altamente biodegradables vy

concentrados.

El proceso global de biodigestion se logra gracias a la accién conjunta
de poblaciones de microorganismos que interactlan de manera simultdnea
para la degradacion de la materia organica. Esta degradacion ocurre cuando
una serie de microorganismos trabajan en serie o en serie-paralelo degradando

la materia organica en etapas sucesivas (Lorenzo y Obaya, 2005).

1.4.1.2 Digestion Aerobia

La digestion aerobia consiste en la degradacion de materia orgénica
gracias a microorganismos (principalmente bacterias y protozoos) que trabajan
en sistemas expuestos, es decir, en presencia de oxigeno, transformandola en
productos inocuos y materia celular (Alatriste-Mondragon et al., 2006). En un
principio, la digestion aerobia tuvo gran aceptacion debido a la simplicidad del
proceso ya que solo implicaba la aireacion de los lodos activados en tanques
separados, permitiendo asi la oxidacion directa de la materia biodegradable y la

autoxidacion de la materia celular (Varnero M., 2011).

En las primeras fases del proceso aerobio, la poblacién de
microorganismos se pone en contacto con una fuente ilimitada de sustrato
donde los microorganismos comienzan a reproducirse con una tasa de
crecimiento logaritmica que solo puede ser limitada por su propia habilidad
para reproducirse. De igual manera, la tasa de consumo de oxigeno aumenta
rapidamente debido a la absorcion y asimilacion de la materia organica para la
sintesis de nueva masa protoplasmaética (Varnero M., 2011).

A medida que progresa la oxidacion de la materia, la tasa de crecimiento

poblacional se ve frenada progresivamente, disminuyendo consecuentemente
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las fuentes de sustrato y el consumo de oxigeno; llevando a las especies de
microorganismos a auto-oxidarse mediante un metabolismo end6geno hasta

haber consumido todo el carbono presente (Valencia M., 2009).

Este proceso de tratamiento y regeneracion de lodos activados tiene
ciertas ventajas frente a la biodigestion anaerobia. Por ejemplo, la facilidad de
operacion, bajo capital de inversién con respecto al otro método, no produce
olores ofensivos, reduce el NMP (Numero Mas Probable) de coliformes y
organismos patdgenos y reduce la tasa de respiracion de los lodos, entre otras
(Valencia M., 2009; Mara y Horan, 2003). De la misma manera, existen ciertas
variables que condicionan su desarrollo y lo hacen menos conveniente que un
tratamiento anaerobico como los altos costos de operacion causados por el
alto consumo de energia para poder mantener oxigenado el sistema (Ramalho
S., 2003).

El tratamiento del lactosuero via digestién aerobia ha sido ampliamente
probado y se ha comprobado que la temperatura 6ptima para la proliferacion de
los microorganismos y la degradacion de la materia esta en el intervalo de 22°C
a 24°C, lo cual implica que no se necesita mucha energia para mantener el
sistema. Ademas, el TRH (Tiempo de Retencion Hidraulico) es corto, lo que
ayuda a agilizar el proceso. No obstante, pese a las ventajas que presenta
como las antes mencionadas, también se enfrenta a problemas de degradacion
como a que la carga organica es muy elevada para este tipo de sistemas ya
que la relacién de C/N/P promedio es de 100/5/1, mientras que la relacion para
el lactosuero es de 500/5/1 en digestion anaerobia (Prazeres et al., 2012), casi
5 veces mayor por lo que muchas veces la transferencia de oxigeno puede ser

insuficiente (Mara y Horan, 2003).

Después de varios experimentos algunos autores (Cordi, 2004,
Farizoglu, 2007 y Ebrahimi, 2010), concluyeron que la forma mas efectiva para
el tratamiento del lactosuero via digestion aerdbica era mediante la dilucion el
lactosuero, ya que asi se lograba aligerar la carga organica. Ademas, se

evitaban los problemas causados por la grasa y las proteinas contenidas en el
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suero, cuando la disolucion era mayor a 1:10 se obtenia una eficiencia mayor al
80% en la remocion de DQO (Cordi et al., 2007).

Si bien se ha logrado obtener buenos resultados con respecto al
tratamiento del lactosuero usando la digestibn anaerobia, éste tiende a ser
ineficiente cuando las cargas son altas, cuando los volimenes de tratamiento
son elevados y la eficiencia de las membranas tiende a ser menor por el uso

continuo.
1.4.2 Tratamiento Bioldgico Valorizado

Los tratamientos biolégicos valorizados son aquellos en los que se ha
hecho uso de la tecnologia con el objetivo de recuperar de los componentes
aun presentes en el lactosuero como las proteinas y la lactosa, principalmente.
También ha sido ampliamente utilizada para obtencion de nuevos productos
que sean Utiles a la industria. Frecuentemente el hecho de tratar el suero por
algun medio ayuda al mismo tiempo a disminuir la carga organica presente en

un inicio. (Prazeres et al., 2012).

1.4.2.1 Digestion anaerobia

La biodigestion anaerobia ha sido ampliamente utilizada para dar
tratamiento a las aguas residuales, los efluentes de vino, leche y derivados,
entre otros (Donoso et al, 2009). En la digestion anaerobia los
microorganismos desempefan el papel de enzimas, ya que van consumiendo
los diversos sustratos y en conjunto con ciertas bacterias van transformando

todos los residuos en biogas.

La digestibn anaerobia es un proceso complejo degradativo que se
desarrolla en ausencia de oxigeno e involucra la interaccion de dos
comunidades microbianas principalmente, la Archaea y la Bacteria, para la
produccion de biogas. Estas dos familias de bacterias se unen en una red
alimenticia sintrofica y simbidtica para llevar a cabo dos procesos muy
importantes en la produccion de biogas, la acetogénesis y la acidogénesis
(Nielsen et al., 2004).
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Este proceso degradativo ha tenido varias ventajas como la baja
generacion de lodos, consumo reducido de energia y alta produccion de
metano (Parra H., 2009). Al mismo tiempo presenta algunas desventajas frente
a otros tratamientos digestivos, la principal de ellas es la lentitud con la que se
lleva a cabo todo el proceso (Montero et al., 2008). Como resultado de este
proceso se obtienen dos productos el biogas, que es una mezcla gaseosa
compuesta principalmente de metano y dioxido de carbono y otras impurezas y
el bioabono que se obtiene paralelamente como un efluente rico en nutrientes,
ya que la mayoria de los compuestos iniciales se han transformado en biogas y
el resto se ha mineralizado y se ha concentrado como el nitrgeno amoniacal
gue proviene del nitrégeno organico y que aumenta el contenido de nutrientes
aprovechables por el suelo por lo que se usa para la regeneracion de éste
(Montero et al., 2008).

Este tipo de tratamiento se lleva a cabo solo en condiciones especificas,
con parametros controlados que se han ido modificando paulatinamente hasta
encontrar las condiciones que favorecen una 6ptima produccién de biogas y

sobre todo aquellas que den el mejor rendimiento de biogases.

1.4.2.1.1 Efecto de la temperatura en el proceso de biodigestién

Los procesos anaerobios, al igual que muchos otros procesos biolégicos
son fuertemente dependientes de la temperatura a la cual se encuentre el
sistema, generalmente un aumento en la temperatura de fermentaciéon
representa un efecto positivo para el crecimiento bacteriano (Ye Chen et al.,
2008). Debido a que la produccién de biogas estd condicionada por el
crecimiento bacterias y estas a su vez estan sujetas a la temperatura, el control
y el rango de temperatura se vuelven un parametro muy importante en el

disefio de los procesos de biodigestion.

Existen tres intervalos de temperatura en los cuales el proceso de
biodigestion puede trabajar de manera estable, cada uno de éstos determina
otros parametros a su vez, pero el mas importante de ellos es la tasa de
crecimiento bacteriano. Se busca siempre la temperatura 6ptima a la cual la

tasa de crecimiento sea la mayor y por lo tanto, que la produccion del biogas
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sea también la méxima. Los intervalos establecidos para el desarrollo del
proceso son, psicofilico (>25°C), mesofilico (entre 25 y 45°C) y termofilico
(<45°C). La temperaturas en las que se desarrolla el proceso también
condicionan el tiempo de fermentacion del proceso, siendo éste mayor entre

menor sea la temperatura.

La mayoria de los procesos se establecen en el intervalo de temperatura
mesofilico por diversos motivos, el primero es que al ser el mas estudiado los
parametros a controlar son mas conocidos, otro motivo es que en comparacion
con el rango termofilico éste es mas estable y no presenta los problemas de
inhibicion de gas debido a la produccion excesiva de nitrdgeno amoniacal
(Varnero M., 2011), el tercero y quiza uno de los méas importantes es la
disminucién de costos con respecto a la cantidad de energia utilizada para

mantener estable la temperatura.

1.4.2.1.2 Influencia del pH en la biodigestion anaerobia

El segundo parametro a considerar en el disefio de los sistemas de
biodigestion es el efecto que tiene el pH dentro del sistema, el proceso
anaerobio es afectado severamente por pequeiios cambios del pH que lo
hagan salirse del intervalo 6ptimo. Puesto que los microorganismos anaerobios
son poco resistentes a cambios bruscos de pH, cualquier variacién dentro del
sistema hace que todo el sistema se vea seriamente afectado, por ello es
recomendable trabajar siempre en pH proximo a la neutralidad, es decir, entre
6.8 y 7.4, siendo el neutro el ideal. Debe notarse que ambos grupos de
microorganismos tanto los metanogénicos como los acetogénicos tienen una
tolerancia muy limitada de variacion del pH y su punto 6ptimo es cercano a la
neutralidad (Kroeker et al., 1979).

Debe de cuidarse que el pH no esté en valores por debajo de 6.0, ya que
no solo las bacterias metanogénicas se ven afectadas, sino también el gas
producido. Cuando hay variaciones en el pH del sistema el gas producto, es un
gas pobre en metano lo que hace que éste sea de poca calidad energética. Los
sistemas anaerobios con pH bajo, reducen la tasa reproduccion de las

bacterias metanogénicas haciendo que se concentren mayores cantidades de
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COz2 e Hz, favoreciendo asi la produccién de otros gases distintos al metano; y
por el contrario los aumentos repentinos en el pH del sistema tampoco son
favorables ya que cuando sobrepasa valores de 8.0 la composicion del gas se

ve igualmente afectada.

Si bien estos esporadicos aumentos de pH son raros se deben a la
actividad propia de las bacterias y los efectos sobre la composicion del gas
también son negativas, pues dirige las reacciones a la produccién de &cidos
grasos volatiles (AGV) de cadena larga que no pueden ser degradados por las

bacterias metanogénicas.

El efecto de pH mayores a los 6ptimos tiene como efecto también que
las reacciones biolégicas dentro del sistema sean orientadas a la generacion
de productos no deseados como el nitrdgeno amoniacal (NH4*) y los &cidos
grasos volétiles (AGV), produciendo una atmosfera toxica y llevando al sistema
a un estado de inhibicion y baja produccion de metano (Ye Chen et al., 2008).
Ademas del rendimiento de metano en el biogas, el porcentaje de reduccion de
contaminantes en el sustrato también decrece, si se compara el efecto
degradativo via DQO vy sdélidos totales el efecto es mucho mayor en aquellos
sistemas donde el control del pH es bueno (Ghaly A., 1996).

El control del pH puede hacerse de manera practica y eficiente, segun
Ghaly la adicion de Ca(OH)2 regula todo el sistema y genera un precipitado
cuya composicidon rica en diéxido de carbono (CO2) y carbonato de calcio
(CaCO3) que puede ser utilizado por las bacterias metanogénicas, el gas
producto de éste arreglo del pH puede contener hasta un 80% en porcentaje de
metano en comparacion, por ejemplo, a la adicibn de NaHCOs cuyo efecto
neutralizador es bueno pero con bajo rendimiento de metano debido a la alta
produccion de CO2 (Ghaly A., 1996). Igualmente la adiciéon de hidréxido de
sodio (NaOH) como corrector del sistema buffer es buena, aunque afecta
directamente el rendimiento de metano, no dejando que la produccion de éste

sea mayor al 50% (Yan et al., 1989).
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1.4.2.1.3 Efecto de la relacion Carbono —-Nitrogeno en la biodigestién

anaerobia

Se sabe que practicamente toda la materia orgénica es capaz de
producir biogas al ser sometida a un sistema de biodigestiéon anaerobia, solo
que la cantidad y la calidad de este gas dependera del tipo de sustrato que sea
tratado, por lo que es necesario que las bacterias metanogénicas tengan los
nutrientes necesarios para llevar a cabo todo el proceso, ya que son muy
sensibles y en caso de que esta relacion sea deficiente entran en un estado de

inhibicion.

Los nutrientes contenidos principalmente en todos los sistemas de
biodigestion son nitrégeno y carbono, ya que de ellos se alimentan las
bacterias, donde el carbono es utilizado como fuente de energia y el nitrégeno
para la formacién de nuevas células (Velazco B., 2014). Dado que este tipo de
bacterias consumen 30 veces mas carbono que nitrogeno la relacion o6ptima
de estos dos elementos es de 30:1 y puede variar en un intervalo de hasta 20:1
(Veyna S., 2007).

Cuando la relacién C/N esta por debajo del intervalo permitido, se veran
efectos adversos dentro del sistema, es decir, baja la produccion y la calidad
del biogas y cuando el intervalo estd muy por debajo de lo permitido hasta en
una relacion de 8:1 se inhibe la por completo la actividad bacteriana debido a la
formacion en exceso de amonio, que es considerado como uno de los
principales inhibidores de la metanogénesis debido a que envenena el
ambiente (Velazco B., 2014).

Por el contrario, si la relacion de C/N esta por encima de 35:1 el efecto
gue se tendra dentro del sistema sera igualmente negativo pues todo el
proceso se ralentiza, ya que las bacterias no tienen el nitrégeno disponible para
la generacion de nuevas células y deben esperar a la lisis celular por parte de
ellas mismas, es decir, la reproduccion de bacterias es minimo y por lo tanto la

velocidad de produccion de biogas es muy baja (Varnero M., 2011).
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1.4.2.1.4 Codigestion con lactosuero

Bajo condiciones anaerobias, la lactosa es degradada rdpidamente y
convertida en pequefias cadenas de acidos grasos que pueden ser
aprovechadas por las bacterias metanogénicas para la obtencion de diversos
productos con mayor valor agregado, pero debido a que el lactosuero tiene
una muy baja capacidad buffer este hace que el medio se acidifique
rapidamente inhibiendo la actividad bacteriana, haciendo que la produccion sea

casi nula.

A fin de corregir este defecto y lograr el tratamiento y el
aprovechamiento del lactosuero se han probado diversos sistemas de
codigestion de tal manera que pueda ser compensada la falta de nutrientes y la

acidificacion del suero (Jasko et al., 2011).

Una vez que se hubo identificado las variables del proceso de
biodigestion anaerobia se ha usado para el tratamiento de diversos sustratos,
variando los parametros para obtener diversos productos de uso cotidiano y
que en general implican procesos quimicos. Ejemplo de los diversos sistemas
de tratamiento y obtencion de productos de mayor valor agregado son

mencionados a continuacion.

1.4.2.2 Hidrolisis de la lactosa

La hidrdlisis de la lactosa se ha convertido en uno de los procesos mas
importantes como tratamiento del lactosuero ya que debido a que en la
naturaleza existen un nimero de microorganismos capaces de metabolizar la
glucosa y la galactosa que es significativamente mayor a aquellos que son
capaces de desintegrar directamente la lactosa (Berruga et al., 1997). Es por
ello que se ha descrito la hidrélisis de la lactosa como un método efectivo para
el pretratamiento del lactosuero usando la lactosa contenida en este, con un

menor costo que otros procesos similares (Berruga et al., 1997).

La hidrolisis de la lactosa se puede llevar a cabo por dos vias distintas,
la primera es Hidrdlisis quimica y la segunda es la Hidrdlisis enzimatica. En la

hidrélisis quimica, el proceso se caracteriza por llevarse a cabo en condiciones
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acidas (pH <1.5) y temperaturas muy altas (mayores a 150 °C), para poder
lograr el proceso completo de hidrdlisis es necesario agregar algun tipo de
acido, como el acido sulfurico (H2SOa4), un &cido solido o alguna resina de
intercambio cationico (Berruga et al., 1997). Esto ayuda a la descomposicién de
la lactosa en otros compuestos mas pequefios que pueden ademas ser
sintetizados més facilmente como la glucosa y la galactosa, como se ve en la
figura 1; desafortunadamente, este proceso es muy agresivo y puede causar al
mismo tiempo la desnaturalizacion de las proteinas presentes en el suero
(Gonzélez S., 1996).

Debido a estas pequefias desventajas en la hidrdlisis quimica del
lactosuero que se ha optado por usar otro método que es la hidrdlisis
enzimatica, la cual se logra gracias a la enzima lactasa que se encuentra en
animales, plantas, algunos tipos de hongos, y lo que hace es degradar la
lactosa a componentes mas sencillos como lactosa disacarida, monosacarida,
glucosa y galactosa. Las bacterias mejor adaptadas y que contiene este tipo de
enzimas son Aspergillus y Kluyveromyces (Gonzalez S., 1996). Debido a que
es imposible la reutilizacion de la lactasa este proceso es considerado como

econdémico poco viable.

HO H,O HO HO HO
4 LACTASA 4
HO HO — HO H+H HO
N / \ /
HOI OH OH A OH HOI OH OH > OHY
LACTOSA GLUCOSA + GALACTOSA

Figura 1.1: Hidrolisis de lactosa via enzimatica.

El principal problema al que se han enfrentado en la hidrdlisis de la
lactosa via enzimatica es que muchas veces las bacterias o enzimas no forman
los productos deseados invirtiendo el proceso que lleva a una polimerizacion

de la lactosa y la galactosa formando oligosacaridos (Gekas y Lopez-Leiva,
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1985) y el segundo problema es la limitacion que tiene la lactosa a la

transferencia de masa al interior de las células (Joshi et al., 1987).

1.4.2.3 Produccion de Etanol via fermentacién.

Este proceso ha alcanzado gran importancia como medio de tratamiento
del lactosuero debido a que ofrece una propuesta importante en el ambito de
las energias verdes, ya que ademdas de ser obtenido a partir de lo que es
considerado un desecho, es biodegradable y renovable, reduce las emisiones
de CO:2 y otros gases nocivos, es relativamente facil de producir y almacenar,
entre otro (Sansonetti et al., 2009).

Los primeros intentos de tratar el suero de queseria datan de 1940 con
la produccion de etanol via fermentacion y desde entonces se ha hecho una
amplia investigacion cambiando las variables del proceso. Por ejemplo, la
produccion de etanol usando lactosuero crudo (Zafar y Owais, 2006),
lactosuero permeado por ultrafiltracion (Sansonetti et al., 2009), soluciones de
lactosuero en polvo (Ozmihci y Kargi, 2007) e inclusive suero desproteinizado,
(Dragone et al., 2011) con la Unica constante para este tratamiento que es el
requerimiento de bacterias especificas y cuidadosamente adaptadas como
Torula cremoris, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Candida
pseudotropicalis y Saccharomyces cerevisiae (Rogosa et al., 1947; Zafar y
Owais, 2006; Sansonetti et al., 2009; Dragone et al., 2011).

Como cualquier otro proceso fermentativo, la producciéon de etanol a partir del
suero de queseria requiere de condiciones especificas, ya que al tratar con
microorganismos la minima variacion puede llevar a la obtencion de productos
no deseados o bajar el rendimiento del etanol. Por ejemplo, una concentraciéon
excesiva de sustratos puede afectar el rendimiento del etanol y el consumo de
sustrato debido a la inhibicion parcial del sistema (altas presiones osmaoticas),
(Ozmihci y Kargi, 2007) también una aireacion excesiva puede ser

contraproducente ya que disminuye su producciéon (Ghaly y El-Taweel, 1995).

Lo interesante de este proceso es que las reacciones descritas por la

bio-conversién de la lactosa en etanol es el rendimiento que se obtiene, ya que
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por cada kilogramo de lactosa consumido se obtiene aproximadamente 0.538
Kg de etanol (Sansonetti et al., 2009). Adicionalmente se ha obtenido un
residuo producto de la fermentacion donde se ha observado la notable
reduccion de DQO (15 Kg/m3) (Sansonetti et al., 2009) y la reduccién

significativa de olores.

Uno de los problemas que sea tenido en la produccion de etanol via
fermentativa anaerobia es que las bacterias que lo degradan solo producen
enzimas que no consumen la lactosa directamente es por eso que necesita un
pretratamiento, es decir, la hidrélisis de lactosa que se puede hacer usando
directamente la enzima b-galactosidasa (Guimardes et al., 2008), lo que
implica es que el proceso aumente su costo ya que la obtencién de esta

enzima es muy caro y ademas el proceso degradativo muy lento.

La obtencion de etanol a partir de lactosuero ha permitido que este sea
usando en las diferentes industrias, ya sea en alimentos, quimicos,
farmacéuticas y la industria de los cosméticos también (Ghaly y El-Taweel,
1995).

1.4.2.4 Produccién de Hidrégeno.

La necesidad de reducir la dependencia a los combustibles fésiles ha
fomentado el desarrollo e investigacion de procesos alternativos para el
desarrollo de energias que sean amigables con el medio ambiente, un ejemplo
es el desarrollo e impulso que ha tenido la investigacion en la produccion de
hidrégeno via biolégica y en la carrera por las energias verdes ha saltado la
produccion de bio-hidrégeno a partir del lactosuero.

Este representa una energia limpia que no contribuye a los gases de
efecto invernadero o a la lluvia 4cida, debido a su baja solubilidad puede ser
separado facilmente del agua y purificado, ademas de su alto rendimiento
energético alrededor de 122 kJ/g i.e. lo que significa 2.75 veces mas potencial
energético que cualquier hidrocarburo ( Kapdan y Kargi, 2006).

Aplicando la tecnologia de la fermentacion anaerobia al tratamiento del

suero se han logrado obtener avances importantes para la produccion de
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hidrogeno, lo que ha representado una via econdmica para la produccion de
éste. Se ha probado este tipo de tratamiento usando lactosuero crudo,
diluciones de lactosuero (Azbar et al., 2009), soluciones de lactosuero en polvo
(Davila-Vazquez et al., 2009) e inclusive lactosuero permeado en polvo (Yang
et al., 2007) y la adicion de bacterias se han logrado bueno resultados en

cuanto a la produccion de hidrégeno.

Los procesos de generacion de hidrogeno por via biologica se

fundamentan en la presencia de una enzima capaz de catalizar la reaccion:
2H* + 2e~ & H,

Actualmente solo se conocen dos enzimas que son capaces de llevar a
cabo esta reaccién y son la nitrogenasa y la hidrogenasa (Fe-hidrogenasa y
NiFe-hidrogenasa) (Hallenbeck y Benemann, 2002).

La fermentacion anaerobia para la produccion de hidrégeno se lleva a
cabo gracias a la accion de diferentes grupos de bacterias entre los que se
encuentran especies de Clostridium (Clostridia butyricum, Clostridium
pasteurianum y Clostridium beijerinkii) y ademas bacterias anaerobias
facultativas como Enterobacter, Citrobacter sp. y Escherichia coli (Davila-
Vazquez et al., 2009; Yang et al., 2007). Se han hecho pruebas con diferentes
tipos de bacterias e inclusive con mezclas de diferentes comunidades
microbianas todas ellas llevadas a cabo bajo condiciones mesofilicas (30-38°C)
y también se ha probado su efectividad a mayores temperaturas alcanzando
rango termofilicos (< 55°C) (Azbar et al., 2009).

Desde un punto de vista medio ambiental este tipo de tratamiento ha
logrado la reduccién de la carga organica en el lactosuero pues se ha logrado
una reduccion hasta del DQO del 80% al 90% y un consumo del azlcar

presente en éste de hasta 90% (Azbar et al., 2009).

1.4.2.5 Obtencion de acido lactico.
Otro de los tratamientos que se le ha dado al lactosuero ha servido para

la produccién de acido lactico. La importancia de este tratamiento radica en el
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uso comercial que se le puede dar a éste, ya que es la base de varios procesos
quimicos industriales ademas de que gracias a la produccion biolégica de este
compuesto ha logrado reducir el costo en la obtencion por diferentes vias
(Plessas et al., 2008).

Actualmente una importante fraccién del suero generado alrededor del
mundo es pre-tratado con membranas de ultrafiltracion para recuperar la mayor
cantidad de proteinas presentes en el suero lo que deja en el residuo una gran
cantidad de lactosa y sales minerales libres (Baker R., 2004).

A partir del suero ultrafitrado se ha logrado la produccion de &cido
lactico usando bacterias especificas, la mayoria de estos microorganismos
pertenecientes a la familia de los lactobacillus como es el caso de Lactobacillus
casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus
delbrueckii, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus
salivarius, K. marxianus, etc. y solo algunos pocos experimentos han usado
cultivos mixtos de estas mismas especies (Plessas et al., 2008; Tango y Ghaly,
1999; Vasala et al., 2005).

Un aspecto importante a considerar en la produccién de &cido lactico a
partir del suero permeado es que no requiere la adicion de nutrientes para que
se lleve a cabo la transformacion, pero por el contrario la gran limitante de este
proceso es que la produccion de &cido lactico es muy baja pues solo se
obtiene de 3.8 a 12 gramos por cada metro cubico de suero permeado (Tango
y Ghaly, 1999).

Como en los casos anteriores se han buscado las condiciones éptimas
para que este proceso se desarrolle, pero de igual manera se han probado
sistemas en los que las condiciones son diferentes a las éptimas con buenos
resultados, por ejemplo el TRH se ha incrementado de 48 horas hasta 60 horas
y se ha probado en rangos de temperatura termofilicos de 42°C con cultivos
mixtos de microorganismos dando como resultado una produccion maxima de

20kg por cada metro cubico de suero.
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1.4.2.6 Produccion de electricidad a partir de celdas de combustible
microbiana.

Uno mas de los tratamientos que se han propuesto para el lactosuero es
la produccion de electricidad a partir de las celdas de combustible microbiana,
MFCs (Microbial Fuel Cells), a pesar de que es un método muy parecido a la
produccion de metano (CH4) e hidrogeno (H2) ya que implica la accion de
microorganismos Yy bacterias, los tratamientos antes mencionados no generan
en si electricidad, lo que ha hecho de este proceso un importante medio para la
produccion de energia que es amigable con el medio ambiente(Carvalho et al,
2013).

El tratamiento con MFCs consiste en crear un sistema compuesto de
diferentes elementos. Por principio, este sistema consta de dos camaras una
aerobia y otra anaerobia, el proceso se inicia en la parte anaerobia donde se
lleva a cabo la produccion de gases y la segunda fase de proceso consta de la
camara aerobia donde se tiene acceso al oxigeno del medio ambiente que
contendra un anodo y un cétodo respectivamente (Rachinski et al., 2010).

En la parte anaerobia se colocan los residuos organicos, en este caso el
lactosuero, dejando que los microorganismos fermentativos degraden la
materia para formar diéxido de carbono COz2, protones (H*) y electrones (e); los
protones migraran hacia la camara aerdbica que es donde se encuentra el
catodo gracias a una membrana de intercambio catddico, mientras los
electrones son transferidos al catodo a través de un circuito externo (Rachinski
et al., 2010; Antonopoulou et al., 2010). Al momento en el que los electrones
pasan a la cdmara catddica van atrapando el oxigeno que se encuentra en el
ambiente para que una vez que llegue a la camara éste sea liberado y se
pueda unir a los protones formando asi agua. El flujo de estos electrones a
través del circuito genera una corriente eléctrica que puede ser medida
(Stamatelatou et al., 2011).

Este tratamiento ha sido usado de manera exitosa con el lactosuero ya
gue no requiere un pretratamiento, se puede usar el suero crudo y no necesita

ser diluido tampoco, lo que implica que no hay que invertir mas recursos para
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su aplicacion, es también efectivo cuando se use suero permeado, ultrafiltrado
y suero diluido (Antonopoulou et al, 2010; Stamatelatou et al., 2011).

Analizado desde un punto de vista medio ambiental se ha logrado la
reduccion del DQO hasta un 100% para una reaccion que tomo

aproximadamente 50 horas en llevarse a cabo (Rachinski et al., 2010).
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Capitulo 2: Metodologia



En este apartado se describe la metodologia empleada en este trabajo
de investigacion. A continuacion se detalla la metodologia utilizada en cada

ensayo, asi como los materiales y métodos de analisis.

2.1 Lactosuero

El sustrato usado en estas pruebas fue suero de queseria crudo, sin
tratamientos previo (ver figura 2.1) procedente de una queseria en la
comunidad de San Antonio Soledad, Puebla. Las muestras fueron recogidas
quincenalmente en la queseria y fueron almacenadas a 4°C hasta su

utilizacion.

Figura2.1: a) Lactosuero

La caracterizacion del lactosuero se realizdé con el Lactoscan La50 con
namero de serie 7849, el cual determina los porcentajes de grasa, proteinas,

lactosa, ceniza, agua y la densidad promedio presentes en el lactosuero.

2.2 In6culo

Durante los ensayos realizados de codigestion anaerobia se utiliz6 como
indculo abono de vaca, la recoleccion de las muestras se hizo en dos establos
de vacas localizados dentro de la comunidad de San Antonio Soledad. La
frescura del excremento fue variable, ya que dentro de los establos, se
encuentra mezclado el abono recién evacuado con el seco. Cada vez que se
hacia una experimentacion, se recolectaba 4 porciones de estiércol en cada

corral, los cuales se mezclaban para formar la materia prima de la
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experimentaciéon cuidando que fuera lo méas fresca posible y ademas

homogénea.

El estiércol se dej6 fermentar por 24 horas en agua estéril a una

temperatura de 37°C, dejando sedimentar los sélidos para usar Unicamente el

lixiviado.

Figura 2.2: a) Estiércol de vaca fresco, b) In6culo fermentado durante 24 horas.

2.3 Medio Basal

Se prepard un medio basal para la adiciébn de nutrientes a la mezcla en
codigestion, se dispuso un litro de medio basal que consté de dextrosa
(CeH1206) 20 g, Peptona de caseina 5g, fosfato dipotasico (K2HPO4) 0.5g,
sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOas-7H20 ) 25 mg.(Abreu S. J, 2013)

2.4 Ensayos en codigestion

Los ensayos de codigestion de lactosuero y abono de vaca se realizaron
para verificar la posible produccién de biogéas. Estos se llevaron a cabo en un
prototipo de biodigestor de tipo salchicha de polipropileno, simulada con bolsas
para suero de uso médico marca Delmed llenas con una solucién de dextrosa

al 5% con capacidad de 250mL.

Se realizaron tres pruebas distintas, la primera identificada como P1-50,

la segunda como P2-30 y la tercera como P3-00. Para las tres pruebas
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experimentales se siguié el mismo procedimiento solo variando el contenido de
cada bolsa. A continuacion se hace la descripcion detallada del procedimiento

para la primera prueba P1-50.

En la prueba uno primero se mezcl6 el lactosuero con el medio en una
proporcion de 50%-50% en volumen, se corrigié el pH de la mezcla recién
mencionada con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 1M hasta
alcanzar un valor de 6.2 de pH aproximadamente. Esta mezcla ligeramente
acida se inyecto a las bolas para que la proporcion de esta fuera igual al 90%

de volumen total de reaccion.

Una vez que se tenia el sustrato (lactosuero mas el medio) en las bolsas
de bioreaccidén se agregd un 10% de lixiviado del inéculo, correspondiente a

15mL, como se muestra en la figura 2.3.

Figura 2.3: Bolsa de biodigestion con lactosuero, medio e inéculo

Listas las bolsas de bioreaccion se les extrajeron todo el aire y se
llevaron a incubacion por 48 horas a una temperatura constante de 37°C.

dichas condiciones se adaptaron a las propuesta por Ghaly (1996).

Para las prueba P2-30 y P3-00 se siguié el mismo procedimiento solo
cambiando la proporcién de medio agregada a cada bolsa. La prueba P2-30
contiene solo un 30% de medio y un 70% de lactosuero y la prueba P3-00 no

contiene medio basal, solo se uso como sustrato el lactosuero y el inoculo.
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En la figura numero 2.4 se muestran las dos ultimas bolsas de digestion,
aquella donde no hay medio (P3-00) y la otra cuya relacién es de 70-30% del

lactosuero con el medio (P2-30).

il

erdé Pé30, ola del lado derecho P3-
00.

Figura 2.4: Bolsas de biodigestion iui

2.5 pH
La medicion del pH fue llevada a cabo mediante un pHmetro marca
Thermo, modelo Orion 4 Star. Se midié el pH inicial del lactosuero solo y
después de la mezcla con medio final hasta mantener un valor de pH final igual
a6.2.

2.6 Cromatografia de gases.

Los productos de la biodigestion fueron analizados por cromatografia de
gases acoplado a un espectrofotbmetro de masas. Todos los analisis se
realizaron con el cromatégrafo de gases modelo VARIAN CP 3800 conectado a
un detector SQ Mass Spectrometer modelo VARIAN 320-MS con un
cuadrupolo sencillo.

2.7 Incubacion.

Las bolsas de bioreaccion se llevaron a incubacion durante 48 horas a
temperatura constante de 37 °C en el horno de incubacion marca AESA
modelo CV 300.
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Capitulo 3: Resultados



A lo largo de esta seccidn se presentan los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion. En primer lugar se presentan los resultados de la
caracterizacion del lactosuero, posteriormente los resultados de los ensayos sin
adicion de nitrogeno (N2) y la adaptacion de las bacterias y finalmente los

resultados de la produccién del biogas.

3.1 Caracterizaciéon del lactosuero
En la tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos a partir de las

muestras recolectadas en diferentes dias.

Tabla 3.1: Caracterizacion del lactosuero.

Parametro Recoleccion Recoleccion Recoleccion
dia 1 (%) dia 2 (%) dia 3 (%)
Grasa 0.90 0.88 0.82
Solidos no 6.29 6.30 6.32
grasos
Lactosa 2.82 2.83 2.84
Solidos 0.46 0.46 0.47
(Cenizas)
Proteinas 2.97 2.98 2.99
Agua 86.56 86.55 86.57
Densidad 23.35 23.44 23.56
Temperatura 21.9 22.3 22.2
Punto de -0.330 -0.331 -0.331
congelacién
(°C)

Se puede observar que las muestras elegidas arrojaron resultados
similares entre ellas pero ademas son similares a los parametros de
caracterizacion generales para el lactosuero acido obtenido a partir de la
fabricacion de quesos frescos (Guerrrero et al., 2010).

Los parametros que mas efecto tienen en la fermentacion anaerobia son
la lactosa, cuando el sustrato contiene un promedio mayor a 1.5% vy el
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porcentaje de grasa que sea menor al 1%. Sin duda el parametro de mayor
relevancia en este tipo de procesos es la cantidad de lactosa presente en el
sustrato ya que este permite ver la viabilidad del proceso, entre mayor sea el
porcentaje de lactosa contenido en el medio mas rapido sera el proceso de

biodigestion, como se observa cumple esta condicionante. (Ghaly A., 1996)

Los nutrientes presentes en el lactosuero representan un aspecto
importante en la fermentacién anaerobia. Las proteinas constituyen un sustrato
importante debido a que ademas de ser una fuente de carbono y energia, los
aminoéacidos derivados de su hidrdlisis tienen un elevado valor nutricional. Las
proteinas hidrolizadas son utilizadas directamente en la sintesis de nuevo

material celular (Varnero M., 2011).

Los hidratos de carbonos son los compuestos mas dificiles a degradar,
la velocidad de degradacién de los compuestos lignocelucésico, que son
afiadidos por la codigestion con el abono de vaca, estan conformados
generalmente por lignina, celulosa y hemicelulosa es tan lenta que suele ser
considerada como la etapa limitante dentro del proceso de hidrdlisis. Aunque
estos compuestos son complejos y dificiles a degradar suelen aportar gran
cantidad de precursores para las etapas siguientes del proceso (Varnero M.,
2011).

3.2 Resultados de la muestra sin adicion de nitrégeno (N2) ni correccion
de pH.

En el primer experimento se usé solo lactosuero e indculo en un
proporcion de 90% suero y el resto de inoculo sin la correccion de pH. Los
resultados arrojados no fueron satisfactorios ya que como se muestra en la
figura 3.1, no hubo produccién de ningun tipo de gas y por el contrario hubo la
formacion de sobrenadante (Ghaly A., 1996; Mockaitis G. et al., 2004).

50



Figura 3.1: Bolsas de biodigestion con sobrenadante.

El sobrenadante o biomasa es un tipo de lama que se observa en la
superficie de las bolsas es un efecto del desequilibrio en la relacién de
carbono-nitrégeno ya que en este tipo de tratamientos donde se busca la
produccion de gas via anaerobia, las bacterias involucradas en la degradacion
de la materia consumen 30 veces mas carbono que nitrdgeno la relacion

Optima de estos dos elementos es de 30:1 (Veyna S., 2007).

El efecto que se tuvo se debid a que la relacion de carbono- nitrégeno no
estaba en el intervalo necesario para la obtencion de productos, debido al
contenido de lactosa y proteinas del suero hay una mayor cantidad de carbono
gue de nitrdgeno lo que da como consecuencia que las bacterias no tengan el
nutriente necesario para la producciéon de nuevas células y, por lo tanto, la
reproduccion de bacteria disminuye (Velazco B., 2014). Con ello, la produccién

de gas se vio afectada completamente ya que fue nula.

3.3 Resultados de la adaptacién de bacterias.

Otra prueba mas consisti6 en adaptar las bacterias, es decir, a partir del
in6culo de abono ya fermentado durante las 24 horas se incubaron grupos de
bacterias para lograr asi fortalecer su crecimiento y su supervivencia en el
sistema de biodigestion. Se ha podido observar en experimentos similares que
la adaptaciébn de bacterias especificas incrementa la generacion de los
productos deseados, al tener las bacterias que solo consumen lactosa, por
ejemplo, se puede ahorrar el tiempo de degradacién de las proteinas mas
grandes o evitar que las bacterias produzcan subproductos de bajo interés.
(Plessas et al., 2008; Tango y Ghaly, 1999; Vasala et al., 2005).
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Se obtuvieron varios grupos de bacterias diferentes, como puede
observarse en la figura 3.2, ya que a simple vista se ven colonias con forma
circular y algunas otras colonias con formas de nervaduras y en algunas otras
colonias verrugosas, esperando que entre ellas se encontraran bacterias
metanogénicas ya que estas se desarrollan principalmente en ambientes
anaerobios ricos en materia organica y en ambientes con temperaturas
elevadas como las que se cultivaron. En ninguna de las pruebas de cultivo se
obtuvo hongos o levaduras que son facilmente identificables por la formacién
de pequenios filamentos que generalmente se ramifican hacia arriba (Purvis W.,
2000).

Figura 3.2: Bacterias incubadas obtenidas del inéculo.

Se hicieron dos tipos de incubacién, el primero sobre la mezcla de
lactosuero basico mas un medio de cultivo y el segundo se uso el lactosuero
acido y el mismo medio, esto con el objeto de observar el efecto de la
correccion del pH sobre la produccién de bacterias y de gas. El medio que se
uso se eligi6 como una correccion del nitrogeno faltante observado en pruebas
anteriores y se dejaron incubar las bacterias a 37 °C durante 24 horas y se
pasé después a agua estéril para asi poder usarlo en las bolsas de

biodigestion.

A diferencia del estudio previo hubo formaciéon de gas, como se puede
ver en la figura 3.3 pero en cantidades apenas perceptibles que no fueron
suficientes para su analisis. Cabe resaltar que en estas pruebas las bolsas de
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biodigestion solo contenian el lactosuero més las bacterias adaptadas en el

medio acido.

Figura 3.3: Bolsas de biodigestion con bacterias adaptadas

Fue a partir de esta prueba donde se decidid adicionar el medio
directamente en las bolsas de biodigestion, pues se noté que el efecto de

incubar las bacterias por separado era minimo.

3.4 Resultados de la adicion del medio.

Tras la correccion de los nutrientes hecha después de las primeras
pruebas se hicieron los ensayos donde se adicion6 el medio basal compuesto
de 20 g dextrosa (CeH1206), 5 g peptona de caseina, 0.5 g fosfato dipotasico
(K2HPOa4), 25 mg sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4-7H20) donde los
resultados obtenidos fueron favorables.

De acuerdo a los experimentos hechos por Abreu, el efecto de agregar
el medio basal directo al sustrato mejord considerablemente los resultados.
Como se observa en la figura numero 3.4, dentro de las bolsas de biodigestion

se formo un gas llendndolas casi completamente.

Figura 3.4: Bolsas de biodigestion con biogas.
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Para la prueba P1-50 donde el sustrato se componia de una mezcla de
lactosuero y medio al 50%, los resultados de la produccion de gas fueron
interesantes, ya que segun el andlisis del espectrometro de masas la
composicion del gas producto fue de aziridina (C2H4NH). Como se muestra en
la figura 3.5 puede verse el resultado del analisis, donde se muestra que el
contenido del gas es practicamente puro.
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Figura 3.5: Gréfica de aziridina (C2H4NH) y dioxido de carbono (CO2)

Se cree que la produccién de aziridina se deton6 a partir de la aplicacion
del medio basal, pues aceleré la formacién de precursores del metano (acido
férmico, aminas, acido acético, metanol, hidrégeno y di6xido de carbono)
(Graddy et al.,1999; Baserba et al., 2012) y con el exceso de nutrientes las
bacterias tomaron las moléculas mas sencillas a sintetizar, siendo esta la
aziridina. La adicion de los nutrientes contenidos en el medio y la correccién de
nitrdgeno lograron intensificar la produccién de uno de los precursores que fue

la amina cuya estructura es la mas parecida a la de la aziridina.

Segun los resultados arrojados por los productos de la metanogénesis

los microorganismos completan el proceso de digestion anaerobia mediante la

54



formacién de metano a partir de sustratos monocarbonados moléculas que
generalmente estén unidas por enlaces covalentes a un carbono como lo son
los acetatos, dioxido de carbono, metanol y algunas metilaminas (Baserba et
al., 2012). La produccién de la aziridina puede explicarse como la produccién
en exceso de un precursor directo del metano que fue identificado antes de que

se terminara la reaccion hasta la obtencion del metano.

Aunado a esto, las condiciones de reaccion no permitieron el reflujo de
los gases sobrecargando la atmosfera dentro del sistema de los mismos
compuestos con lo que no fue posible la interaccion de las bacterias con otro

tipo de nutrientes.

Generalmente la aziridina se obtiene por sintesis quimica en importantes
procesos industriales y a partir de diversos compuestos quimicos. El proceso
mas importante de obtencion de aziridina es a través de la monoetanolamina
(C2H7NO) por deshidratacion quimica, como se muestra en la ecuacion 1. Los
procesos empleados son en dos etapas generalmente, primero se esterifica la
etanolamina con acido sulfurico del 95% a B-aminoetilsulfarico. (Weissermel K.
y Arpe H. J., 1981)

HzNCHchon + H2504 4 HzNCHch20503H+ Hzo (ECl)

El semiéster se disocia en la segunda etapa por calentamiento con
cantidades estequiométricas de hidroxido de sodio (NaOH) a 220-250°C y 50-
80 bars con lo que se produce la ciclacién de la imina y se forma sulfato sédico,

como se sefala en la ecuacién numero 2 (Weissermel K. y Arpe H. J., 1981).

H,NCH,CH,0S03;H + 2NaOH — HsC,N + Na,S0, + 2H,0 (Ec. 2)

La aziridina es un compuesto heterociclico con férmula molecular C2HsN
y cuya estructura corresponde a la de un ciclopropano con un grupo metileno

sustituido por un atomo de nitrégeno.

La aziridina o etilenimina es un producto de alto interés quimico debido
a las multiples aplicaciones que se le puede dar. Es usada como un reactivo

sintdn en la sintesis organica y en la sintesis de péptidos es también una
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importante unidad monomeérica en las reacciones de polimerizacion o como un
farmacéutico natural o sintético (Budziz et al., 2012).

Ademas la aziridina tiene otros usos industriales como en productos de
polimerizacién; como un monomero para la polietilenimina, como un
comonomero para los polimeros, por ejemplo con etilendiamina, y en el papel y
textiles, se usa también en productos quimicos, adhesivos, aglutinantes,
productos quimicos del refinado del petréleo, combustibles y lubricantes,
resinas de revestimiento, barnices, lacas, productos quimicos agricolas,
cosmeéticos, resinas de intercambio iénico, productos quimicos fotograficos y
tensioactivos ( U.S. Department of Health and Human Services).

Recientemente se ha descubierto que algunas formas de aziridinas o
compuestos que contienen este radical se pueden usar como agentes
quimioterapéuticos para combatir el cancer en el proceso bioguimico contra
este (Budziz et al., 2012).

G Count gas7 515 1D xms TIC Filtered S' G Counts| GAS PAULETTE INOCULO,11-5-2015.xms TIC Filtered
10.0:500 0> 10.0:100.0>
’ 5
| 2|
~
1 ‘ s
5
| o .
g
2
34 4
\ 3 |
1A - 1A
2
2]
u
[4
\ N ;
1
| 1
b
o | ol S I I 4
1 2 3 4 2.5 5.0 7.5 100
minutes minufes

Figura 3.6: Comparacion de las gréaficas para la prueba P1-50.

Para la prueba P2-30 donde la proporcion de medio y lactosuero cambio
se obtuvieron nuevamente resultados favorables, si bien disminuyo la
proporcion del medio, aun se observa una importante formacién de aziridina
(C2H4NH), aunque esta vez se aprecio una mayor formacion de subproductos

crece.
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Por ejemplo, en la figura 3.7 se puede ver el andlisis del gas que se
produjo en la prueba P2-30, donde se aprecié que aun hay la produccion de
aziridina (C2H4NH) en su mayor parte, pero también se identifico la presencia
de diéxido de carbono (CO2) y etanol (C2HsO) en menor proporcion ambos con
respecto a la aziridina. Como se puede notar sigue la misma ruta metabdlica
que cuando la proporcion de medio era mayor, solo que el efecto del lactosuero

€S mayor.
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Figura 3.7: Andlisis de la prueba P2-30, aziridina (C2H4NH), dioxido de
carbono (CO2) y etanol (C2HsO).

Al tratarse de una prueba que simula la metanogénesis, es decir, hay
condiciones anaerobias, control del pH y rangos de temperatura mesofilicas es

normal la obtencién de estos subproductos ya que el didxido de carbono y el
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etanol son precursores del metano (Parra H., 2009). Segun estudios realizados
a los productos obtenidos de la fermentacion anaerobia es posible obtener
diversos productos como lo son metano (CHa4), hidrogeno, otro tipo de

alcoholes y acidos organicos.(Varnero M., 2011)

Finalmente en la prueba P3-00 (ver Figura 3.8), donde se suprimio el
uso del medio se vio inhibida completamente la produccion de aziridina,
produciéndose en su lugar 1-metilurea (C2HsN20) y algunos subproductos
como diéxido de carbono (CO2) principalmente.
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Figura 3.8: Grafica de metilurea (C2H6N20) y didéxido de carbono (CO2)
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A patrtir de los resultados arrojados en la prueba P3-00, se puede decir
que si hay efecto del medio mineral en la inhibicién de la aziridina, ya que los

productos obtenidos fueron completamente diferentes a los anteriores.

El objetivo del medio es propiciar el crecimiento de ciertas bacterias, lo
gue podemos decir es que al no haber el medio el tipo de bacterias que crecen
son distintas a las que hay cuando el medio esta presente y por lo tanto las
reacciones que causan dentro del sustrato son distintas dando por consiguiente
productos diferentes.

Las condiciones propuesta de pH y temperatura en suma con el sustrato
de lactosuero y abono de vaca, propiciaron el crecimiento de la enzima ureasa,
gque es comun encontrar en los abonos de bovino y que ademas esta
relacionada con la produccion directa del la metilurea a ciertas condiciones
(Dixon N. et al., 2000).
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Capitulo 4: Conclusiones
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A partir de los analisis hechos al lactosuero bruto se puedo verificar el
contenido en nutrientes, proteinas, lactosa y grasa reportados y que segun

diversos autores son los causantes de los efectos nocivos al medio ambiente.

Se corroboré que el tratamiento del lactosuero sin el control de los

diversos parametros como el pH y la temperatura no es posible.

Se pudo observar que el suero sin pre-tratamiento generd subproductos
de bajo interés como la metilurea, aunque aun asi son de mayor importancia

que el suero solo.

Se pudo comprobar que solo al momento de adicionar ciertos nutrientes
se logré la produccion de gases, que pudieron ser analizados con el
cromatografo de gases acoplado a un espectrofotometro de masas y que
dieron como resultado la identificacion de aziridina, un compuesto de alto

interés a nivel industrial.

Gracias a la accién del medio mineral se pudo corroborar el afecto que
éste tenia en la produccién de gases en el tratamiento propuesto para el

lactosuero.
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