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Resumen

En las granjas cunicolas de Tlaxcala se obtienen dos residuos: una mezcla de aserrin, estiércol y orina de conejo (Rp)
proveniente del criadero y las visceras (R,) proveniente del proceso de matanza. En este trabajo fue evaluada la digestion
anaerobia de dichos residuos para definir las condiciones bajo las cuales se puedan utilizar como fuente de energia
alternativa. La produccién de metano fue valorada en cuatro etapas, la primera fue la digestiéon de Ry y Ry inoculados
con estiércol de vaca (A), cerdo (B) y cabra (C), para seleccionar el par residuo-estiércol a utilizar. En la etapa dos fue
considerado el tratamiento de mayor produccién de metano de la etapa uno y se evalud el ajuste de: pH a 7.2 y/o la relacién
C/N a 23/1; en la etapa tres se evalud el impacto de dos valores de temperatura (ambiente y 37°C) y dos fuentes de carbono
(paja de avena y aserrin), asi como la adicién de micronutrientes (etapa 4) sobre la produccién de biogas. Se encontrd que
la digestion anaerdbica de las visceras de conejo con 10% de estiércol de cabra generd la mayor produccion de biogds con
71 % de metano; lo cual fue logrado al ajustar los pardmetros de proceso (pH a 7.2, relacién C/N a 23/1, temperatura de
37°C y adicién de micronutrientes). El andlisis estadistico mostré que la temperatura es el pardmetro que tuvo el mayor
efecto sobre la produccién de metano, la adicién de micronutrientes influy6 en reducir el tiempos para obtener biogds con
al menos 45% de metano (minimo para ser considerado combustible), y la sustitucion de paja de avena por aserrin no tuvo
efecto significativo en la produccién de biogds y metano.

Palabras clave: estiércol de conejo, visceras, produccién de metano, biogds, co-digestion.

Abstract
At the rabbit farms of Tlaxcala, Mexico two residues are produced: a mixture of sawdust with rabbit manure and urine

(R1) from the hatchery area, and the viscera (Rp) from the slaughter process. In this work, the anaerobic digestion (AD)
process of such residues was evaluated to define the conditions at which they can be used to produce an alternative energy
source. Methane content of the biogas produced was assessed in four stages. The first stage was the co-digestion of R
and R, inoculated with different manures: cow (A), pig (B) and goat (C), in order to select the residue-manure pair to be
used. At stage two, the treatment which performed better at the previous stage was selected to evaluate the effect of pH
adjustment to 7.2 and/or a C/N ratio to 23/1; during the third stage, it was evaluated the impact of internal temperature
(ambient temperature and 37°C) and the addition of two carbon sources (oat straw and sawdust) on the methane content
of the biogas produced; and finally, at stage four, the addition of micronutrients (step 4) over methane production was
assessed. It was found that anaerobic digestion of rabbit entrails inoculated with 10% of goat manure generated the highest
production of biogas with a 71% methane content; which was achieved by adjusting the process parameters (pH 7.2, C/N
ratio to 23/1, internal temperature to 37°C and addition of micronutrients). Statistical analyses showed that temperature was
the parameter that had the greatest effect on the methane content of the produced biogas; adding micronutrients reduced the
lag-phase and helped to achieve 45% of methane in the biogas (minimal value required to be flammable); and, replacing
sawdust by oat straw had no significant effect on the production of biogas or methane content.
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1 Introduccion

Desde el siglo pasado se han implementado
tecnologias para la produccién de energias alternativas
al usé de los combustibles fésiles, un ejemplo es la
digestién anaerobia (DA). Esta es un proceso natural
de descomposicion de materia orgdnica en ausencia
de oxigeno, en la cual el producto final es el biogas,
formado principalmente por metano y diéxido de
carbono y como subproducto se obtiene un liquido
que puede ser usado como fertilizante organico.
Dependiendo del contenido de metano en el biogés
se puede utilizar para generar electricidad y/o calor
(Bekkering y col. 2010). Incluso se ha propuesto el
uso del biogds como combustible para los motor de
combustidn interna alternativo, debido a su facilidad
de uso y alta resistencia a la auto ignicién (Carrera-
Escobedo y col. 2013)

El proceso de la DA se lleva a cabo en
cuatro etapas: hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis; las cuales han sido ampliamente
descritas en la literatura. Se recomienda que para
obtener un proceso estable y con buena conversion
de la materia orgdnica a metano se implemente una
alimentacion con un contenido de sélidos totales de 7-
9%, un pH de proceso de 6.6-7.6, una relaciéon C/N
de 20-30/1 y temperaturas mesofilicas (25 a 40°C) o
termofilicas (45 a 65°C) (Abbassi y col. 2012).

La DA puede llevarse a cabo con un solo
sustrato o agregando del 10 al 50% en peso de
otro sustrato (co-digestiéon). Las ventajas de la co-
digestion son: mejorar el rendimiento de metano,
coadyuva suministrando nutrientes esenciales, diluye
el potencial téxico de compuestos inhibidores, ajusta
el contenido de humedad y pH e incrementa el
contenido de microorganismos que participan en el
proceso de degradacién (Budiyono y col., 2010; Kim
y Kang 2015).

En la co-digestion son empleados residuos
de naturaleza diversa como cdrnicos, domésticos,
agricolas, industriales, lodos de aguas residuales,
residuos so6lidos municipales y agropecuarios como
los estiércoles (Flores y col. 2008; Guangqing y
col. 2009; Méndez-Contreras y col. 2009; Luste y
Luostarinen, 2010; Bayr y col. 2012). Asimismo
se ha demostrado que estrategias previas al proceso
de la DA ayudan a acelerar la hidrolisis (Terreros-
Mecalco y col., 2009); estos pre-tratamientos incluyen
métodos fisicos, como la reduccion en el tamafio de
particula y tratamiento térmico (Vigueras y col., 2011);
quimicos, como la adicién de élcali o dcido (Vigueras
y col. 2013) y biolégicos, mediante el uso de enzimas

(Valladao y col., 2007; Gémez y col., 2012). Por otro
lado, se han empleado soportes como la zeolita, mismo
que sirve como material filtrante, empaque, soporte
y ademds favorece la inmovilizacién de la biomasa e
incrementa la metanogénesis, debido a la remocién de
amonio/amonia por intercambio catiénico con Mg*?,
Ca*? y Na*! presentes en la zeolita (Gan, 2013).

La DA también se ha estudiado para el tratamiento
de aguas residuales con altas cargas orgédnicas
(Ferreira-Rolén y col., 2014); ademas de ser una
alternativa viable para el manejo de residuos, como
es el caso de los agropecuarios (Balagurusamy,
2007). La mayoria de estos residuos no son
dispuestos adecuadamente; una prictica comun es
su almacenamiento a cielo abierto, ocasionando
problemas ambientales como; son malos olores,
atraccién de fauna nociva y riesgo de contaminacién
de los suelos; ademds de la pérdida de recursos
por desconocer otras alternativas, como son los
beneficios de establecer un proceso de tratamiento
basado en la DA. En Tlaxcala, México, existen
productores y comercializadores de conejo que tienen
los problemas mencionados. Y debido a la naturaleza
de sus residuos existe una buena oportunidad para
implementar un sistema que, aparte de resolver los
problemas ambientales sirva para la generacién de una
fuente de energia alternativa.

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes
mezclas de residuos provenientes de las granjas
cunicolas, para establecer las condiciones de la
digestién anaerdbica que coadyuven a generar mayor
volumen de biogds con alto contenido de metano, y
que favorezca su aprovechamiento como una fuente de
energia alternativa.

2 Metodologia

El presente trabajo fue llevado a cabo en la localidad
de Tlaxcala, México, con uno de los mayores
productores y comercializadores de conejo de la
regién; donde se generan 3 toneladas mensuales
de una mezcla de aserrin con estiércol y orina de
conejo (Rp), procedente del criadero y 1.2 toneladas
mensuales de visceras (Ry), que se producen durante
el sacrificio de los animales.

El trabajo se realiz6 utilizando diversas mezclas
de residuos y variando las condiciones de proceso,
buscando obtener el mayor rendimiento en la
produccién de metano. El desarrollo experimental
se realiz6 en cuatro etapas a nivel piloto. En la
primera se evalud6 la co-digestion de los dos residuos
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R1 y Ry con tres tipos de estiércoles como fuente
microbiana: de vaca (A), cerdo (B) y cabra (C) para
seleccionar el par residuo-estiércol a utilizar. En las
etapas subsecuentes se considerd el tratamiento con
mayor rendimiento de la etapa anterior y se evalud el
efecto de modificar: pH y la relacién C/N (segunda
etapa); temperatura y fuente de carbono (tercera etapa)
y la adicién de micronutrientes (cuarta etapa), en la
produccion de biogds y su contenido de metano. Para
que el biogas sea considerado como una fuente de
energia alternativa su contenido de metano debe de ser
superior al 45% v/v.

Todos los tratamientos se llevaron a cabo por
triplicado, se usé una relacién en peso de 9% de
solidos totales, constituidos por la mezcla en peso seco
de 90% de residuo con (R o Ry) 10% de estiércol.

El ajuste del valor de pH se hizo adicionando una
solucién de carbonato de sodio 2M; 1a relacién C/N se
ajustd con aserrin o paja de avena que se mantuvieron
durante 15 dias a condicién de humedad constante del
70% y temperatura de 25°C.

2.1 Diserio experimental

Primera etapa. En ésta se consideraron los dos
residuos mencionados y los tres estiércoles usados
como fuente microbiana (Tabla 1), en el tratamiento
control no se adicioné estiércol. Para validar las
diferencias en rendimientos de metano se usé un
disefio experimental con arreglo factorial 2x4, un
factor fue el residuo (R; y R») y el otro la fuente
microbiana (estiércoles A, B, C y sin estiércol).

Segunda etapa. Se usé R, con estiércol de cabra
(par seleccionado) para evaluar el efecto del pH y
de la relacion C/N. Para validar las diferencias en
rendimiento de metano se us6 un disefio experimental
con arreglo factorial 2x2 donde los dos factores a
evaluar fueron: pH (5.8 y 7.2) y relacién C/N (10.8/1
y 23/1), como se muestra en la Tabla 2.

Tercera etapa. Se utiliz6 el tratamiento con R;
y estiércol de cabra a pH de 7.2 y relacién C/N a
23/1, para evaluar el efecto de la temperatura y fuente
de carbono sobre la produccién de metano, se hizo
bajo un disefio experimental con arreglo factorial 2x2.
Los factores fueron la temperatura (25°C y 37°C) y la
fuente de carbono (aserrin y paja de avena), ver Tabla
3.
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Tabla 1. Tratamientos de la etapa 1

Residuo Estiércol
Vaca Cerdo Cabra Control
R Aq B Cq Control;
Ry Ao B; Cy Controly

Tabla 2. Tratamientos de la etapa 2

Relacién C/N pH
5.8 7.2
10.8/1 C, Coy
23/1 Cro Cr-3

Tabla 3. Tratamientos de la etapa 3

Fuente de carbono ~ Temperatura
25°C  37°C

Aserrin C2_3 C3_1
Paja de avena Cy-i1 Giopp

Cuarta etapa. Se utilizé Ry con estiércol de cabra,
pH 7.2 y relacién C/N de 23/1, 37°C y aserrin como
fuente de carbono. En esta etapa se evalud el efecto
de la adicion de micronutrientes sobre el contenido de
metano en el biogéds. Se adicioné una mezcla con la
siguiente composicién: 10 mg/kg de sélidos totales
(ST) de cloruro de cobalto, 10 mg/kg ST de cloruro de
niquel, 1 mg/kg ST de cloruro ferroso, 1 mg/kg ST de
selenito sédico, 6 mg/kg ST de molibdato de amonio
y 1 mg/kg ST de tungstato de sodio (Facchin y col.
2013).

En las cuatro etapas la produccién de biogis
fue monitoreada semanalmente durante 75 dias y
cuantificado su contenido de metano; adicionalmente
se determinaron los valores de pH y se cuantificaron
los 4cidos grasos volatiles (AGVs) para un mejor
conocimiento del proceso. Las digestiones fueron
realizadas en lote (batch), por triplicado.

2.2 Descripcion de la unidad experimental

Los digestores empleados como unidad experimental
fueron recipientes cilindricos de polietileno de
aproximadamente 120 L, cuyas dimensiones son
didmetro 42 cm y altura 87 cm, adaptados con
un termo pozo en la parte central para medir la
temperatura interna y se instalaron dos valvulas de
PVC, una en la tapa para muestreo de biogas (de
3/8” de didmetro) y la otra en la parte inferior para
salida del liquido de digestiéon (1” de didmetro).
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Los digestores fueron llenados hasta un 70% de la
capacidad total (84 L) con la mezcla de residuos
ajustada a un contenido de soélidos totales de
aproximadamente 9%. Una vez llenados fueron
cerrados herméticamente para posteriormente extraer
el aire con una bomba de vacio. El periodo
experimental fue de 75 dias.

2.3 Caracterizacion de los materiales

En cada repeticiéon se utilizé6 una muestra fresca
representativa de los residuos, consistente en 300 kg
de R; tamizados a través de una malla de 0.5 cm y 500
kg de Ry molidos en una licuadora industrial, una vez
homegenizadas y cuarteadas las mezclas se procedi6
a tomar muestras. A las mezclas de cada tratamiento
se le determing valores iniciales de pH y relacién C/N,
ademads de su contenido de solidos totales y carbono
organico total.

2.4 Meétodos analiticos

A las mezclas iniciales y finales se les reviso pH,
relacién C/N, contenido de acidos grasos volatiles,
volumen de biogds y contenido de metano, como
se indica. Los valores de pH se determinaron
con un pH metro, marca Orion modelo 410 A. El
contenido de carbono organico total se cuantifico
segin Navarro y col. (1993); la relaciéon C/N a
nivel orgdnico se estableci utilizando los valores
obtenidos del analizador elemental Perkin Elmer 2400
CHN, provisto con detector de conductividad térmica
con temperatura de operacién de 82.5°C, equipado
con una columna de combustién y una columna de
reduccién, con temperaturas de trabajo de 925°C y
640°C respectivamente, utilizando helio como gas de
arrastre.

La producciéon de biogds se cuantifico por
desplazamiento de volumen con una solucién
acidificada con d4cido clorhidrico a temperatura de
10°C segtin Marafién y col. (2012).

Para cuantificar los 4cidos grasos volatiles
(AGVs), las muestras se centrifugaron, decantaron
y la fase liquida se acidific6 a pH 2 con 4cido
fosférico, se afiadieron 0.15g de NaCl por mililitro de
muestra. Los AGVs se extrajeron con diclorometano
y fueron medidos en un cromatégrafo de gases
Agilent equipado con un detector de ionizacién de
flama y una columna capilar DB-FFAP 122-3232
de 30 m x 0.25 mm, temperatura de la columna
250°C, temperatura del inyector y detector de 250°C
y 260°C respectivamente, usando nitrégeno como gas

acarreador. La cuantificacion se hizo con curvas de
calibracién usando estdndares de los diferentes dcidos.

Para el contenido de metano en el biogds se
determiné empleando un cromatégrafo de gases
Perkin Elmer autosystem XL, equipado con un
detector TCD y una columna capilar HP-PLOT Q
de 30 m x 0.53 mm, temperatura de inyeccién de
240°C, y temperatura del detector de 250°C; utilizando
hidrogeno como gas acarreador. La cuantificacién del
contenido de metano en el biogds se realiz6é con ayuda
de una curva de calibracién construida con un estandar
de gas natural.

Para validar las diferencias en la produccién de
metano se utiliz6 un ANOVA y para conocer las
diferencias especificas entre los factores se utiliz6 la
prueba de medias de Minima Diferencia Significativa
(LSD por sus siglas en inglés). Todos los andlisis
estadisticos se llevaron a cabo con el programa
Statistica ver 7 (Stat. Soft. Inc., 1984-2004) con un
valor de significancia de 0.05 ().

3 Resultados y discusion

3.1 Primera etapa experimental

La primera etapa se llevé a cabo para seleccionar el par
residuo-estiércol que genera una mayor cantidad de
metano. A continuacién se muestra la caracterizacion
fisicoquimica de las mezclas al inicio del proceso de
digestion (Tabla 4) y los andlisis durante el proceso de
la DA.

3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de las mezclas
iniciales
Se prepararon ocho mezclas diferentes considerando
los dos residuos y los estiércoles (ver Tabla 4).

El anélisis de los parametros indicados en la Tabla
4, fue llevado a cabo para conocer las condiciones
iniciales del proceso y compararlos con los valores
reportados en la literatura que favorecen la DA: valores
de pH de 6.6 a 7.6 (Lorenzo y Obaya 2005), la relacién
C/N de 20-30/1 (Chen y col. 2008) y contenido de
solidos totales menor a 10% (Abbassi y col. 2012).

Los valores de pH en las mezclas iniciales con
Ry fueron ligeramente superiores a la neutralidad,
mientras que con R; estuvieron entre pH 5
y 6; en ambos casos la adiciéon de estiércol
no modific6 el valor de pH respecto a su
control. El contenido de sélidos se ajustd a
los valores recomendados de menos del 10%.
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Tabla 4. Caracterizacidn inicial de las mezclas de residuos de la etapa 1

Tratamientos  pH inicial  Sdlidos totales inicial (%) Carbono orgénico inicial (%) Relacién C/N inicial
A 741 +0.23 8.83 £ 0.32 40.76 = 0.51 28.37/1 £ 0.25
B 743 +0.24 9.43 +0.15 43.57 £ 0.35 26.89/1 = 0.31
Ci 7.58 +0.33 9.81 £ 0.12 40.74 £ 0.53 27.87/1 £0.26
Controly 7.51 +£0.32 8.68 + 0.30 42.23 +0.46 29.11/1 £ 0.15
Ar 5.85+0.34 9.17 £ 0.13 45.82 +0.42 10.80/1 + 0.25
B, 574 £0.28 9.10 £ 0.10 45.75 £ 0.40 10.23/1 £ 0.16
C 5.70 £ 0.32 8.90 +0.32 44.43 + 043 10.81/1 = 0.24
Control, 5.58 +0.49 8.60 +0.29 47.29 +0.38 8.60/1 +0.12
Valores promedio (N = 3+ desviacion estandar)
Las condiciones iniciales de los tratamientos con ] !
R1 coinciden con las reportadas para favorecer el . 25 o ~ .
proceso de DA en general, no asi para los tratamientos y A4 ?///’ "‘klms.ﬂé,,_,,,.—d 2 -Il
con Ry. Sin embargo, trabajos en los cuales utilizan W gy O 4 . i I :
residuos del tipo de R; refieren valores similares a 55 TA — 1
los obtenidos en el presente trabajo, por ejemplo =
Mshandete y col. (2004) reportan valores de la 454 ; ; ; . ; . : 0
relacién C/N entre 6-9/1 para residuos del sacrificio ! " . " Tiempo (frg) o " ¥
de ganado. Chinfkl Do dpawBl  XlladinerCl - dger o

3.1.2. Proceso de la DA para seleccionar el par
residuo-estiércol

Variacion del pH y de AGVs

Segin lo reportado por Gerardi (2003), el pH al
inicio del proceso de DA disminuye por la producciéon
y acumulacién de AGVs, posteriormente conforme las
bacterias acetogénicas y metanogénicas los consumen,
el pH incrementa. La mayoria de las bacterias
anaerobias estdn activas en el intervalo de pH de 6.6
a 7.6; pero las bacterias metanogénicas se inhiben a
valores de pH inferiores a 6.6.

Durante la etapa acidogénica se producen los
AGVs, su cuantificacién ayuda a la evaluacion y
seguimiento del proceso, un exceso de dcidos pueden
inducir estrés en el proceso de DA, por ello se han
sugerido limites maximos como son: para el 4cido
isobutirico no mayor a 300 mg/L, el valérico abajo de
200 mg/L (Hill y Holmberg 1988), el acido acético
debe ser menor de 1600 mg/L y el acido propidnico
debe estar en una concentracién menor a 950 mg/L;
valores mayores de éstos dcidos pueden inhibir el
crecimiento de las bacterias metanogénicas (Demirel
y Yenigun, 2002).

En la Figura 1 se muestra la variaciéon en los
valores de pH (lineas continuas) y las cantidades
cuantificadas de AGVs totales (lineas punteadas)
para las digestiones llevadas a cabo con Ry,
donde se observa que en todos los tratamientos,
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Fig. 1. Variacién del pH y AGVs en los tratamientos
con R durante la etapa 1 de la DA.

durante los primeros 15 dias del proceso de
la DA el pH disminuyo de 7.5 a 5.7, esto
se debi6 a la formacién y acumulacién de los
AGVs y estd acorde con lo reportado por Gerardi
(2003). La concentracion de AGVs continuo
incrementdndose, manteniendo los valores de pH
en un intervalo de 5.9 a 6.3 durante el resto del
periodo experimental; estas condiciones ambientales
dentro de los reactores inhibieron el desarrollo
de las comunidades bacterianas acetogénicas vy
metanogénicas que metabolizan los AGVs en acetato
y metano, respectivamente (Gerardi, 2003).

Los valores de AGVs aumentan y disminuyen,
porque estos se van formando y consumiendo
conforme trascurren las etapas de la DA. Los valores
de AGVs totales se incrementaron hasta alcanzar
valores maximos en el dia 30 y se mantuvieron
constantes por el resto del periodo experimental, por
ello los valores del pH se mantuvieron en valores
4cidos y no incrementaron. En todos los tratamientos
con R; se detectd la presencia de los dcidos acético,
isobutirico, butirico y valérico. Los valores maximos
cuantificados de AGVs durante el proceso de la DA
para todos los digestores fue similar y oscilaron para
el dcido acético entre 167 y 172 mg/L, para el butirico
entre 1188 y 1195 mg/L, el isobutirico entre 753 y 760
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Fig. 2. Variacién del pH y AGVs en los tratamientos
con R durante la etapa 1 de la DA.

mg/L y el valérico entre 255 y 260 mg/L.

Los valores de estos 4cidos en todos los
tratamientos al final de la experimentacién (dia 75)
estuvieron entre 111 y 115 mg/L para el dcido acético,
para el butirico entre 1020 y 1030 mg/L, para el
isobutirico entre 657 y 665 mg/L y el valérico entre
256y 270 mg/L. Las cantidades cuantificadas de 4cido
acético estuvieron en valores recomendados y no hubo
presencia de 4cido propidnico; pero las cantidades
de los 4cidos isobutirico y valérico sobrepasaron los
valores recomendados por Hill y Holmberg (1988)
para llevar a cabo un proceso de DA estable, lo cual
pudo afectar la produccién de metano por inhibicién
de las bacterias metanogénicas.

En la Figura 2 se aprecia la variacién en los
valores de pH (lineas continuas) y las cantidades
cuantificadas de AGV:s totales (lineas punteadas) para
las digestiones con R,. Los tratamientos iniciaron
en valores de pH entre 5.6 y 5.8 y no se observo
una disminucién inicial de los mismos durante la
DA, como se ha reportado (Gerardi, 2003), éstos
incrementaron y posteriormente disminuyeron para
mantenerse entre 5.6 y 6.3. Esto presumiblemente se

debid a que los residuos carnicos muestran una baja
relacién C/N por sus altos contenidos de nitrégeno
(Cuetos y col. 2010); el cual es convertido a amoniaco
durante la degradacion de las proteinas en el proceso
de DAy contribuye a la estabilizacidn del pH actuando
como un amortiguador (Gerardi, 2003).

En todos los tratamientos, al igual que aquellos
donde se usé Rj, se detect6 la presencia de acido
acético, butirico, isobutirico y valérico. Los valores
determinados en estos tratamientos fueron similares,
para el acético se cuantificaron entre 290 a 300
mg/L, para el butirico entre 2850 y 2860 mg/L,
el isobutirico de 1170 y 1180 mg/L y el valérico
entre 1445 y 1460 mg/L. Mientras que al final de
la experimentacién (al dia 75) oscilaron entre 300 y
310 mg/L para el dcido acético, entre 2650 y 2665
mg/L para el butirico, para el isobutirico entre 1080
y 1090 mg/L y para el valérico de 1340 a 1355
mg/L. Similar a los tratamientos con R, las cantidades
de los 4cidos acético y propidénico no sobrepasaron
los limites reportados, pero las cantidades de acidos
isobutirico y valérico estuvieron por arriba del limite
méaximo recomendado para que la DA se lleve a cabo
de manera eficiente, lo cual afect6 la produccién
de metano. Adelard y col. (2015) indican que la
digestién de materiales facilmente degradables como
R, pueden resultar en una elevada concentraciéon de
AGVs especialmente al inicio del proceso de digestion
lo cual concuerda con los resultados obtenidos de
AGVs en esta etapa para este tipo de residuos.

Generacion de biogds y metano

La produccién de biogids se registré desde el
primer dia en todos los tratamientos con ambos
residuos Ry y Rs.

Tabla 5. Produccién de biogds y metano y valores de pH medidos en la etapa 1

Factor 1 Factor2  pH inicial pH final Produccién total ~ Produccién total % de Metano al
de Biogas L/kg de Metano L/kg dia 75
de sdlido volatil  de sélido volatil
Ry Ay 7.41 £0.23 5.60 + 0.54 75.49°+ 4.50 16.39°+ 1.15 21.71°x+ 1.49
Rj B 743 +£0.29 592 +0.35 133.14%+ 4.33 3447+ 1.20 25.897+ 1.38
Ry C 7.58 £0.33 550 +0.37 79.69°+ 4.45 17.56"+ 1.17 22.03%+0.74
Control, 751032 544+0.72  69.35°+4.48 13.67°+ 1.14 19.719+ 0.09
R, Ar 585+034 5.81+0.16 72.46°+ 4.46 16.71°+ 1.15 23.06"+ 1.12
R, B, 574+0.28 5.75+0.18 74.64°+ 4.52 15.61°+ 1.15 20.91°+ 1.07
R, C, 570+ 032 5.70 £ 0.21 166.229+ 4.70 38.30%+ 1.21 23.04%+ 4.32
Control, 5.58+049 578 +0.30 76.29°+ 4.46 14.08°+ 1.14 18.459+ 0.88
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Valores promedio (N = 3+ desviacion estandar)

ab.ed 1 etras iguales en superindices en columnas indican que no hay diferencia estadisticamente significativa
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Tabla 6. Parametros fisicoquimicos de las mezclas al inicio de la digestién anaerébica

Tratamientos  pHinicial = Sélidos Totales iniciales (%) Carbono Organico inicial (%) Relacién C/N inicial
Cog 7.34 + 0.07 9.85 +0.35 42.55 +£0.30 13.79 £ 0.14
Cop 5.87 £ 0.01 9.06 + 0.08 47.16 £ 0.45 22.35+0.23
Cor3 7.16 £ 0.02 8.75 +0.05 40.05 £ 0.20 23.50 + 0.24

Control C,  5.82 £0.12 9.11 +0.23 43.89 + 0.31 10.64 + 0.15

Valores promedio (N = 3+ desviacion estdndar)

La presencia de metano para los tratamientos con R se
detect6 a partir del cuarto dia y durante los 75 dias que
duré la etapa experimental. Mientras que la presencia
de metano en los tratamientos con R;, se registrd a
partir del dia seis donde se adicionaron los estiércoles
y en el tratamiento control inicid a partir del dia ocho.

En la Tabla 5 se muestra la produccién total
de biogds y su contenido de metano obtenidos en
los diferentes tratamientos. En los digestores donde
se usé Rj, estadisticamente la mayor produccién
de biogas total y metano total se obtuvieron en el
tratamiento donde se adicioné estiércol de cerdo (B).
En los tratamientos con estiércol de vaca (A) o
de cabra (C) el biogds y metano totales no fueron
significativamente diferentes a las obtenidas en el
control. Estadisticamente la mayor produccién de
biogds total y metano total donde se utilizd6 R, se
obtuvo en el tratamiento donde se adiciond estiércol de
cabra (C). La digestion de R, con estiércol de vaca (A)
o cerdo (B) produjeron estadisticamente las mismas
cantidades respecto al control.

De acuerdo con éstos resultados, para las etapas
posteriores se utilizo el par R (visceras) y C (estiércol
de cabra) porque de acuerdo con el andlisis estadistico
presentaron la mas alta produccién de biogds y mayor
contenido de metano.

En todos los tratamientos usando R; o R el
contenido de metano en el biogds fue menor al 26%,
esto pudo deberse al alto contenido de AGVs que
se acumularon durante la DA, lo cual repercutié en
que los valores de pH estuvieran por debajo de 6.6,
valor en el cual se inhiben las bacterias metanogénicas
(Gerardi, 2003). Bajo las condiciones experimentales
llevadas a cabo en esta etapa no se obtuvo un biogés
combustible. Para considerar al biogds como una
fuente de energia alternativa debe contener al menos
45% de metano (Rasi y col. 2007), por ello se explord
la variacién de algunos pardmetros de la DA para
incrementar el contenido de metano, como se explica
en las etapas siguientes.
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Fig. 3. Variacién del pH y AGVs en los tratamientos
con R, durante la etapa 2 de la DA.

3.2 Segunda etapa experimental

En esta etapa se evalud el efecto en la produccion
de biogds y contenido de metano mediante la
modificacién del pH y la relacién C/N. Iniciando con
la caracterizacién fisicoquimica de las mezclas (Tabla
6) y los andlisis durante la DA.

3.2.2 Proceso de la DA evaluando el efecto del pH y la
relacion C/IN

Variacion del pH 'y de AGVs

En la Figura 3 se observa la variacién en los
valores de pH (lineas continuas) y de los AG Vs totales
(lineas punteadas). En los tratamientos donde se ajustd
el valor de pH a 7.2 (Co_1 y Cs_3) éste pardmetro
disminuyé por la produccién y acumulacién de AGVs,
para después mantenerse en valores entre 6.9 a 7.3,
esto presumiblemente puede ser por el alto contenido
de nitrégeno de los residuos del sacrificio de los
animales, que durante su degradacion anaerobia se
produce amonio, que puede actuar como estabilizador
del pH (Resch y col., 2011). En los tratamientos donde
no hubo ajuste del valor de pH inicial (C,_; y control),
éste incrementd y posteriormente se estabilizé entre
5.826.2.

En los tratamientos, excepto en el control, se
detect6 la presencia de dcidos acético, isobutirico,
butirico, valérico ademds de acido férmico y acido
propidnico; mientras que en el digestor control solo
se detectd la presencia de dcidos acético, isobutirico,
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butirico y valérico. Los valores maximos cuantificados
de 4cidos para todos los tratamientos fueron similares
y oscilaron para el acético de 120 a 130 mg/L, para
el butirico entre 570 y 580 mg/L, el isobutirico de
220 a 230 mg/L y el valérico entre 240 y 250 mg/L.
Al final de la experimentacion (dia 75) los valores
para todos los tratamientos fueron similares; el acido
acético entre 250 y 270 mg/L, para el butirico de
780 a 800 mg/L, para el isobutirico entre 500 y 520
mg/L y el valérico de 380 a 400 mg/L. En todos
los tratamientos los dcidos acético y propidnico no
superaron los limites maximos recomendados para
evitar el estrés en el proceso de DA, pero los acidos
isobutirico y valérico si estuvieron por arriba de sus
limites recomendados, lo cual pudo repercutir en la
produccién de metano.

Generacion de biogds y metano

En todos los tratamientos la produccién de biogas
inicié el primer dia y la formacién de metano el dia
cuatro, la produccién de metano incrementé en todos
los tratamientos de manera significativa después del
dia veinte. A partir del dia cuatro y durante todo
el proceso, estadisticamente la mayor produccién de
biogas y metano se registr6 en el tratamiento donde
fueron ajustados tanto el valor de pH a 7.2 como la
relacion C/N a 23/1 (Cp_3) (Tabla 7). La cantidad de
metano producida por dicho tratamiento fue 8 veces
superior a la obtenida en el control. La produccién de
biogas y metano en los tratamientos donde tinicamente
se ajusto el valor de pH a 7.2 o la relacién C/N a 23/1
fue estadisticamente igual a la producida en el control.

Los factores relacion C/N y pH de manera
independiente no tuvieron efecto sobre la produccién
de metano, es necesario ajustar ambos pardmetros
a lo sugerido en la literatura (Gerardi, 2003) y
generalmente las bacterias consumen fuentes de
carbono de 25 a 30 veces mds rapido que fuentes de
nitrégeno, por ello la relacién C/N 6ptima para el
proceso de DA deberd estar entre 20/1 y 30/1.

Considerando los resultados de ésta etapa, los
siguientes experimentos fueron llevados a cabo
ajustando el pH a 7.2 y la relaciéon C/N a 23/1. Si
bien al ajustar ambos factores, el pH y la relacion
C/N, se produjo mayor cantidad total de biogas, el
contenido de metano no cambid, éste siguid siendo
menor al 28% lo cual es considerado como un biogas
no combustible. En las siguientes etapas se evalud el
efecto del ajuste de la temperatura, fuente de carbono
y adicién de micronutrientes sobre la produccion de
metano.

3.3 Tercera etapa experimental

En la tercera etapa se considerd evaluar el efecto de
la temperatura (25°C y 37°C) y la fuente de carbono
(aserrin y paja de avena). A continuacién se muestra
la caracterizacién fisicoquimica de las mezclas al
inicio del proceso de digestion (Tabla 8) y los andlisis
durante la DA.

3.3.1 Evaluacion del efecto de la temperatura y la
fuente de carbono en el proceso de la DA

Variacion del pH y de AGVs

A diferencia de las etapas anteriores, en los
tratamientos de la etapa tres, se observé primero un
descenso y después un incremento en el pH hasta
valores arriba de 6.6, 1o que beneficid la formacion de
metano. Los maximos valores de pH registrado fueron
de 7.65 (donde se usé aserrin 'y a 37°C) y 7.2 (donde se
usé paja de avena y a 37°C). En los tratamientos donde
la temperatura fue 25°C el pH final fue de 7.1 donde
se us6 aserrin (Cp_3) y 6.6 empleando paja de avena
(C3-11) (figura 4).

Los 4cidos grasos volatiles detectados en los
tratamientos donde la temperatura fue de 37°C fueron
acético, butirico, isobutirico y valérico, no hubo
presencia de 4cido férmico o propidnico.

Tabla 7. Produccién de biogds y metano y valores de pH cuantificados durante la DA

Tratamiento  pH inicial pH final Produccién total ~ Produccién total % de Metano al
de Biogds L/Kg  de Metano L/Kg dia 75
de solido volatil de solido volatil
Coy 7.34+0.07 7.09%+ 0.06 172314+ 2.5 33.41°+ 1.20 19.38 °+ 0.62
Con 5.87+0.01 5.96°+0.01 401.797+ 3.0 78.720+ 1.25 19.59 b+ 0.47
Crs 7.16 £0.02  7.07%+ 0.04 10109+ 3.2 278%+ 1.5 27.52 9+ 0.04
Control C;  5.82+0.12 5.92°+0.17 175.63%+£ 2.2 35.920+ 1.21 20.45%+1.00

Valores promedio (N = 3+ desviacion estandar)

a:b] etras iguales en superindices en columnas indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica inicial de las mezclas usadas en la etapa 3

Tratamientos  pHinicial = Sélidos Totales iniciales (%) Carbono Organico inicial (%) Relacién C/N inicial
Co_3 7.16 £ 0.02 8.75 + 0.05 40.05 £ 0.20 23.50 £ 0.24
Cs_g 6.84 +0.12 9.7 +0.35 42.71 £ 0.93 2345 +0.24
Cs-11 7.03 £ 0.01 85+0.35 41.67 £ 0.85 23.15+0.14
Cs-12 7.00 = 0.02 8.5+ 0.08 38.58 +0.18 23.25+£0.23

Valores promedio (N = 3+ desviacion estdndar)

6 llﬂ 2‘0 3I0 4IO 5‘0 6I0 7I0 8I0
Tiempo (dias)

©pH digestor (C2-3) #pH digestor (C3-1) ©pH digestor (C3-11) ¥pH digestor (C3-12)

Fig. 4. Variacion en el pH durante el proceso de la
digestion anaerdbica en la etapa 3.

Mientras que en los tratamientos a 25°C, los
acidos cuantificados fueron acido férmico, acético,
propiénico, butirico, isobutirico y valérico. La
cuantificaciéon de los 4acidos en los tratamientos no
sobre pasaron los limites recomendados, lo cual
sugiere que el proceso se llevé a cabo sin estrés, y
repercutié en una mayor cantidad de metano al final
del proceso de la DA, comparado con el obtenido en
las etapas 1y 2.

Generacion de biogds y metano

La produccién de biogds inici6 desde el primer
dia en todos los tratamientos, en aquellos donde se
us6 aserrin (Co—3 y Csz_1) la presencia de metano se
observé a partir del cuatro dia; mientras que en los
tratamientos con paja de avena (Cz_;; y Cs_12) se
registréd metano desde el dia dos. La mayor produccién
total de metano se registr6 en los tratamientos que
se llevaron a cabo a temperatura de operacién de
37°C (Cs-1, C3_12), en ambos casos el contenido
de metano fue mayor al 59%, es decir, se obtuvo
biogas combustible a partir de los residuos cunicolas
(R2). Se puede observar en la Tabla 9 que no
hubo diferencia significativa en la cantidad total de
metano obtenida utilizando aserrin o paja de avena,
a pesar de que Chandra y col. (2012) indican que
el aserrin estd formado por un mayor porcentaje de

celulosa, mientras que la paja de avena esta constituida
principalmente de hemicelulosa, material que es
facilmente hidrolizable a AGVs durante el proceso
de DA (Kuhad y col., 1997); esto se puede explicar
porque al ser la paja un sustrato mas facilmente
hidrolizable se produjo mayor cantidad de AGVs y
disminuyé el pH mds que en los digestores donde se
utiliz6 aserrin.

Estadisticamente  la  temperatura  influy6
significativamente sobre la produccién de metano, el
factor fuente de carbono no tuvo efecto sobre esta.
Esto coincide con lo reportado por Wu y col. (2010)
quienes indican que independientemente de la fuente
de carbono (rastrojo de maiz, paja de avena o paja de
trigo) la produccién de metano fue la misma en la DA
de estiércol de cerdo a una temperatura de proceso de
37°C. Babaee y col. (2013) reportaron que en la co-
digestion de gallinaza y paja a 35°C, con una relacién
C/N de 23/1, incrementd la produccién de metano
hasta en un 43% respecto a la realizada a 25°C, ademds
el contenido de metano en el biogas estuvo entre 50 y
70.2%, lo cual coincide con los datos aqui obtenidos.

3.4 Cuarta etapa experimental

En esta tltima etapa experimental se evalu6 el efecto
de la adicién de micronutrientes (Co, Ni, Fe, Se
y W), a continuacién se muestra la caracterizacion
fisicoquimica de las mezclas al inicio del proceso
(Tabla 10) y cémo ocurri6 la digestion anaerdbica.

3.4.1 Proceso de la DA evaluando el efecto de la
adicion de micronutrientes

En esta etapa se evalud el efecto de la adicién de
micronutrientes a la digestion anaerdbica llevada a
cabo a 37°Cy con aserrin como fuente de carbono, que
fue el tratamiento con mejor desempeiio de la etapa
anterior. En la Tabla 10 se muestra el analisis de las
mezclas previo a la digestién
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Tabla 9. Produccion de metano y biogas y valores de pH en la digestion anaerdbica de la etapa 3

Tratamiento  pH inicial pH final Produccién total ~ Produccién total % de Metano al
de Biogds L/Kg  de Metano L/Kg dia 75
de sélido volatil  de sélido volatil
Co-3 7.16 £0.02  7.07°+0.17 1010°+ 3.2 278+ 1.5 27.52b+ 0.04
Cs_y 6.84 £0.12 7.65+ 0.04 2229%+ 3.5 1321.594+ 2.5 59.29%+ 6.47
Cs-11 7.03 +£0.01 6.65°+ 0.06 261+ 1.5 62.01°+ 0.50 23.75+ 6.47
Cs_12 7.00 £0.02  7.25°+0.01 12860+ 2.5 826.01+ 1.10 64.23+2.97

Valores promedio (N = 3+ desviacién estdndar)

@b etras iguales en superindices en columnas indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 10. Caracterizacion de las mezclas al inicio de la DA en la etapa 4

Tratamientos *  pHinicial = Sdélidos Totales iniciales (%) Carbono Orgénico inicial (%) Relacién C/N inicial
Cs_q 6.84 +£0.12 9.7+ 0.35 42.71 £0.93 23.45 +0.24
Ci-p 6.95+ 0.02 9.2 +0.08 43.66 + 0.15 23.45 +0.29

Valores promedio (N = 3+ desviacion estandar)

Tabla 11. Produccién de biogds y metano y valores de pH en las digestiones de la etapa 4

Tratamiento  pH inicial pH final Produccién total ~ Produccién total % de Metano al
de Biogds L/Kg  de Metano L/Kg dia 75
de sélido volatil  de sélido volatil
Cs_g 6.84 £0.12 7.65+0.04 22294+ 3.5 1321.594+£ 2.5 59.29%+ 6.47
Cs2 6.95+0.02 7.88 +0.03 2285%+ 2.8 14104+ 2.3 61.70+ 9.14

Valores promedio (N = 3+ desviacion estandar)

@ Letras iguales en superindices en columnas indican que no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 5. Variacién el pH durante el proceso de la

digestion anaerébica en la etapa 4.

Variacion del pH y de AGVs

El pH en ambos tratamientos se mantuvo cercano
a la neutralidad hasta el dia 40, posteriormente en el
tratamiento sin adicion de micronutrientes (C3_1) el
pH incrementdé hasta un valor de 7.7, mientras que
en el tratamiento en el cual fueron adicionados (Cz—_5)
alcanz6 un valor de 7.9 (Figura 5).

En todos los tratamientos s6lo fue detectada
la presencia de los 4cidos: butirico y valérico.
Ninguno de los 4cidos sobrepasé los limites maximos
recomendados para que el proceso se lleve a cabo
sin inhibiciones, esto beneficio para que se obtuviera

biogds con una cantidad mayor al 50% de metano.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Demirel y Scherer (2011), quienes sefialan que la
adiciéon de micronutrientes en el proceso de DA
incrementa la produccién de metano hasta en un 40%
disminuyendo la concentracién de AGVs.

Generacion de biogds y metano

La produccién de biogds inicié desde el primer dia
y la formacién de metano el secto dia; segtin el andlisis
estadistico la produccion total de biogds y de metano
fue la misma en ambos tratamientos. EIl analisis
estadistico indica que el factor micronutrientes no tuvo
efecto sobre la produccién total de metano comparado
con el tratamiento donde no fueron adicionados
(Tabla 11). Sin embargo, se observé que en el
tratamiento donde se adicionaron los micronutrientes
(C3-») el contenido minimo de metano para poder
ser considerado como combustible (45%) se alcanz6
el dia 49 y su maximo fue del 71% de metano
(dia 70); mientras que donde no se adicionaron los
micronutrientes (C3_1) el biogas fue combustible hasta
el dia 63 con un maximo del 60% de metano (dia 70).

Existen reportes reportes en los cuales han
analizado el efecto de la adicién de micronutrientes
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durante el proceso de la DA, como el caso de Hassan
y Tandon (1987), quienes reportaron que en la DA
de estiércol de vaca la adicién de Ni estimuld la
produccién de biogds y metano. Wilkie y col. (1986)
sefialaron que la digestion mesofilica de pasto elefante
suplementado diariamente con micronutrientes (Ni,
Co, Mo, Se y S) incrementé la produccién de
metano en aproximadamente 40% y disminuyd
significativamente la concentraciéon de AGV's respecto
al control (sin adicién de micronutrientes). Patel y col.
(1993) reportan que en la co-digestion de lirio acudtico
y estiércol de vaca se produjo hasta un 60% mads
de biogés con alto contenido de metano al adicionar
fierro. Facchin y col. (2013) reportaron que la co-
digestion de residuos alimenticios y lodo activado
suplementada con una combinacién de elementos
traza (Ni, Co, Mo, Se y S), increment6 la produccién
de metano en el biogas de 45 a 67%.

3.5 Estrategias para el aprovechamiento de
los residuos cunicolas

La digestion anaerdbica de la materia orgédnica da
como resultado la produccién de biogds, sin embargo
para que sea aprovechable como fuente de energia
alternativa debe contener al menos el 45% de metano.
Para lograr estos contenidos se deben ajustar ciertos
pardmetros del proceso de la digestion anaerdbica,
como son: el pH, relacion C/N, temperatura y
fuente de carbono a valores tales que favorezcan el
desarrollo de las bacterias metanogénicas, acorde con
lo reportado en la bibliografia.

Los productores de conejo acumulan sus residuos
a cielo abierto y deben pagar por su disposicion
final en los rellenos sanitarios. Una alternativa para
aprovechar los residuos de la granja cunicola, en
especifico las visceras, es someterlas al proceso de la
digestion anaerébica para producir biogds, mismo que
pueden emplear para calefaccién o para generacioén
de energia eléctrica, con lo cual reducirian los costos
de operacién. La digestién se debe llevar a cabo
alimentando los digestores con 9% de la mezcla de
visceras molidas y 10% de estiércol de cabra, a una
temperatura de operacion de 37°C, ajustando a un pH
inicial a 7.2 y la relacién C/N a 23/1 mediante el uso
ya sea de aserrin o de paja de avena.

Se ha reportado que el subproducto liquido que
queda de la digestioén anaerébica, puede ser empleado
como fertilizante y fortalecedor del crecimiento de
la planta, raices y frutos, gracias a su contenido de
materia orgdnica, macro y micronutrientes (Lorenzo
y Obaya, 2005; Alburquerque y col., 2012) y a la
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presencia de sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal (Feng y col., 2011), las cuales son producto
del metabolismo de las bacterias tipicas de este
tipo de fermentacién anaerébica. Por otro lado,
dependiendo de la cantidad y disponibilidad de
ciertos nutrientes, como carbono, nitrégeno, fosforo,
potasio, entre otros, este subproducto ha sido utilizado
ademads, como medio de cultivo para el crecimiento de
microorganismos de interés como son: Pseudomonas
(Srivastava y col., 2009), la microalga Chlorella sp.
(Wang y col., 2010) o Cupriavidus necator (Passanha
y col., 2013). Con lo cual se puede dar un uso también
al efluente de la digestion de los residuos de la granja
cunicola.

Conclusiones

Los microorganismos nativos del estiércol y de las
visceras de conejo en condiciones anaerdbicas tienen
el potencial de transformar la materia orgdnica de
dichos residuos en biogds, sin embargo el contenido
de metano del biogds generado no es suficiente para
utilizarlo como combustible. La cantidad de metano
puede incrementarse a valores cercanos al 70% si se
modifican ciertas condiciones bajo las cuales se lleva
a cabo el proceso de la digestién anaerdbica: visceras
de conejo con 10% de estiércol de cabra, ajustando
el pH a 7.2 y la relaciéon C/N con aserrin o paja
de avena a 23/1 y a 37°C, como las condiciones del
presente trabajo donde se alcanzé 71% de metano, lo
que permite la combustién del biogés.

El factor que influyé mds en el incremento de
la produccién de metano fue la temperatura de
operacion. La adicién de micronutrientes incidié sélo
en reducir el tiempo en el cual se obtuvo 45% de
metano en el biogds; el cambio de la fuente de carbono
(aserrin o paja de avena) no influencié la produccién
total de metano.

Dependiendo del tipo de residuo, la adicién de
estiércol puede influir sobre la produccién de metano:
Con el residuo conformado por aserrin, estiércol y
orina de conejo se obtuvo mds metano usando estiércol
de cerdo, que al adicionar estiércol de vaca o de cabra.
Con las visceras de conejo hubo mayor produccion de
metano al mezclarlo con estiércol de cabra, comparado
con el uso de otros tipos de estiércol.
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