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RESUMEN

En la dltima década, se han desarrollado varios estudios en cuanto a la produccion de
biocombustibles de tercera generacion empleando macro y microalgas. El ato consumo
de CO, y materia organica que las microalgas poseen, hace que sean excelentes
alternativas para ser empleadas en la produccion de biogas. Los procesos de digestion
anaerobia han constituido la mejor opcion para el tratamiento de residuos organicos de
producciones pecuarias. Sin embargo, las caracteristicas de estos residuos disminuyen la
productividad del biogas resultante, debido a que la etapa de hidrdlisis constituye la
principal limitante de dichos procesos. El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de
Recursos Acuaticos y Acuicultura, IASA |. El experimento conté con 27 unidades
experimentales dispuestas en un DCA con 3 repeticiones y una duracion de 30 dias. Se
midieron los rendimientos de biogés y las caracteristicas quimicas del bioabono
resultante, de 3 tipos de sustratos (Chlorella sp., excretas porcinast Chlorella sp. y
excretas porcinas) con tres dosis de consorcio bacteriano (0, 0.025 y 0.05 mg/L). El
ensayo detectd diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de confiabilidad
del 95%, obteniendo una produccién de biogas de 319.17ml/gSV, con la microalga
Chlorella sp. y una dosis de consorcio de 0.05 mg/L (R2 = 0.97; p= 0.0001). Lo cual
indica e ato potencial de Chlorella sp. para la produccion de biogas y la accion
favorable de consorcios bacterianos para mejorar la hidrélisis en procesos de digestion
anaerobia. Ademas, se determiné la capacidad del sistema para generar biol y biosol
estables.

PALABRASCLAVE
- MICROALGA

— CONSORCIO BACTERIANO
—~ BIOGAS

-~ BIOABONOS

-~ BIODIGESTOR
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ABSTRACT

In the last decade, several studies have been devel oped regarding the production of third
generation biofuels, using macro and microalgae. The high consumption of CO, and
organic matter that microalgae possess makes them excellent aternatives for use in the
production of biogas. The processes of anaerobic digestion have been one of the most
favorable actions for the treatment of organic waste from livestock production.
However, the structural characteristics of these substrates reduce the productive yields of
the resulting biogas, because the hydrolysis stage constitutes the main limitation of these
processes. The study was carried out in Rumifiahui, at the Aquatic Resources and
Aquaculture Laboratory, IASA |. The experiment consisted of 27 experimental units
arranged in a completely randomized design with 3 replicates, with duration of 30 days.
The biogas production capacity and the chemical characteristics of the resulting
fertilizers of 3 types of substrates (Chlorella sp., Porcine stools + Chlorella sp. And
Porcine stools) were measured with three doses of bacterial consortium (0.025 and 0.05
mg / L). Significant differences were found between treatments with a 95% reliability
level. A biogas production of 319.17ml / gV'S, were obtained with Chlorella sp. and a
dose of microbial consortium of 0.05 mg/ L (R2 = 0.97, p = 0.0001). This indicates the
high potential of Chlorella sp. to produce biogas and the favorable action of the addition
of bacteria consortium to improve the stage of hydrolysis in anaerobic digestion

processes. In addition, the system's ability to generate stable fertilizers was determined.

KEYWORDS

- MICROALGAE

— BACTERIAL CONSORTIUM
- BIOGAS

- FERTILIZERS

— BIODIGESTER
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CAPITULOI
INTRODUCCION

En un intento por satisfacer la creciente demanda de alimentos de la poblacion
mundial, las producciones agropecuarias han tenido un gran crecimiento en los Ultimos
anos. Pero todas estas actividades traen consigo graves efectos para el medio ambiente.
Esto se debe principalmente al uso descontrolado de diferentes sustancias y productos
ricos en nitratos, fosfatos y una serie de nutrientes, para favorecer € desarrollo tanto de
cultivos como la produccion de proteina animal (FAO, 2002).

De acuerdo con la (FAO, 2002), todos estos componentes son causantes de
diferentes procesos de contaminacion del agua, del aumento de las concentraciones de
gases tipo invernadero y pérdidas de la biodiversidad en ecosistemas terrestres y
acuaticos.

Tanto la porcicultura como la acuicultura son importantes dentro del desarrollo
econdémico del pais y durante los Ultimos afios se han establecido varias producciones a
lo largo del territorio.

El aumento de producciones porcinas de traspatio o a pequefia escala, dificulta el
control del mango de sus residuos (ASPE, 2010). Generalmente este tipo de
explotaciones no cuenta con un sistema de control de desechos y estos acaban
contaminando fuentes de agua y suelos.

Buschmann (2001), menciona que es indispensable la implementacién de
tecnologias amigables con e ambiente en todas las actividades humanas, brindando de
esta manera diferentes beneficios como la produccion de energias renovables a partir de
desechos organicos.

En la actualidad € consumo de energia aumenta cada vez mas rgpido, pero los
dafios ambiental es que conlleva su produccion también son cada vez mayores. Todo esto
ha provocado que se busquen aternativas sostenibles que reemplacen e uso de recursos
fosiles por fuentes renovables. Una de las opciones que méas impulso ha tomado es la

produccion de biocombustibles obtenidos a partir de residuos organicos (FAO, 1997).
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En la dltima década, se han desarrollado varios estudios en cuanto a la produccion
de biocombustibles de tercera generacion, empleando macro y microalgas. El uso de
microorganismos brinda solucion a la controversial producciéon de cultivos de tipo
alimenticio, para la generacion de biocombustibles de origen fosil (Fernandez, Montoya,
Oropeza, & Badillo, 2012).

Las microalgas han sido empleadas Ultimamente en varios procesos de remediacion
ambiental y uno de ellos es el tratamiento de aguas residuales. Su alto consumo de CO2
y materia organica, hace que sean excelentes candidatas para ser empleadas en procesos
de digestion anaerobia parala produccion de biogas (Ramos, 2014).

Fermoso et al. (2016), redizd un estudio en & cua obtuvo los maximos
rendimientos de metano empleando cepas de Chlorella sp., sin embargo, menciona que
su degradacion fue lenta debido a la presencia de carbohidratos complejos en su pared
celular.

Otro de los residuos més empleados para la generacion de biogas son los desechos
de producciones porcinas. Sin embargo, a igua que las microalgas, presentan
problemas durante los procesos de degradacion por su ato contenido de material
lignoceluldsico (Tuerson, y otros, 2013).

Tuesorn et al. (2013), reportan que varias investigaciones han demostrado un bgo
rendimiento en la produccion de biogas en tratamientos anaerobios con heces de cerdo,
llegando a valores de entre 130-150 | de CH4/Kg SV anadidos, debido a su
composicion.

La etapa de hidrdlisis es la limitante de los procesos de digestion anaerobia, debido
a que durante este periodo se descomponen |os compuestos mas compl € os para dar paso
alaaccion de los microorganismos en las siguientes etapas (FAO, 2002). Por esta razon,
y debido a la importancia de mejorar el manejo de los residuos, sobre todo de pequefias
explotaciones pecuarias familiares, en esta investigacion se buscod emplear un consorcio
microbiano con patente Bayer, para mejorar la eficiencia de la produccién de biogés a
partir de procesos de codigestion anaerobia de Chlorella sp. y desechos porcinos

obtenidos de la Hacienda El Prado.
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Esto permitié obtener buenos rendimientos productivos de biogés, ademas de la
generacion de bioabonos estables con caracteristicas adecuadas para su uso en diferentes
cultivos. Lo que constituye una excelente aternativa para la disminucion de la
contaminacion de suelos y fuentes de agua aledafias a producciones porcinas y
proporcionando € acceso a bioenergia de calidad y de bajo costo, para ser usada en
diferentes actividades de sus sistemas productivos.

1.1 Justificacion

El aumento de producciones porcinas de traspatio o a pequefia escala, dificulta el
control y mangjo de sus residuos (ASPE, 2010). Generalmente este tipo de explotaciones
no cuenta con un sistema de control de desechos y acaban contaminando fuentes de agua
y suelos.

Pachacama (2016), menciona que el uso de la microalga Chlorella sp. ha permitido
obtener atos porcentgjes de remocion de contaminantes en aguas residuales de
producciones porcinas. Proporcionando asi  una fuente de biomasa rica en nutrientes,
que puede ser empleada en diferentes procesos, principa mente la produccién de biogés.

Buschmann, A. (2001), menciona que &l uso de biodigestores es una alternativa para
el mangjo sustentable de residuos organicos de diversas explotaciones. Sin embargo, la
eficiencia de estos sistemas se ve afectada por la composicion de los sustratos empleados
gue no llegan a tener una adecuada digestion. Con este estudio se busco6 meorar la
eficiencia de un proceso de codigestion anaerobia de Chlorella sp. y residuos porcinos
mediante la aplicacién de un consocio microbiano, para mitigar los procesos de
contaminacion provocados por explotaciones porcinas y generar una fuente sostenible de
energia renovable.

1.2 El Problema

El desconocimiento de tecnologias para € tratamiento sostenible de desechos
organicos provenientes de explotaciones porcinas, constituye una de las principaes
causas de contaminacion de suelos de cultivo y fuentes de agua aedafias. Poniendo en
riesgo el equilibrio de los diferentes ecosistemas tanto acuéticos como terrestres de

dichas zonas.
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1.2.1 LosEfectos

Por lo mencionado anteriormente, se puede determinar que los principaes efectos
producidos son los bajos rendimientos en la produccion de biogés, en biodigestores
empleados para € tratamiento de desechos; la produccién de bioabonos con altos
porcentajes de fibra no degradada, aumento de procesos de eutrofizacion y por ende
pérdida o desplazamiento de la biodiversidad acuatica de la zona afectada; y €l aumento
de la carga microbiana en agua de riego y para consumo humano, provocando baos
rendimientos de cultivosy problemas de salud de tipo entérico.

122 LasCausas
L as principales causas para la presencia de este problema son la carencia de técnicas

adecuadas para e tratamiento de residuos organicos y € alto contenido de solidos y
materiales lignoceluldsicos en los desechos, gque retardan los procesos de degradacion
anaerobia, debido a ma manego de procesos productivos y a suministro de alimento
balanceado dificilmente digerible

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar € efecto de los consorcios bacterianos del género Bacillus sp., en
procesos de codigestion anaerobia de Chlorella sp. y residuos porcinos, para la
produccion de biogés.

1.3.2 Objetivos especificos.

Evaluar tres tipos de sustratos (Chlorella sp., Chlorella sp.+excretas porcinas y
excretas porcinas) con tres dosis de consorcio bacteriano (0, 0.025 y 0.05 mg/L) en
procesos de digestion anaerobia 'y obtenciédn de biogés.

Estimar las caracteristicas quimicas del bioabono resultante, acorde a procesos de
codigestion en funcion de la dosis de consorcio bacteriano y tipo de sustrato empleado.
1.4 Hipétesis
H1: La aplicacion de una dosis de consorcio bacteriano de 0.05 mg/L en procesos de
codigestion anaerobia de Chlorella sp. y residuos porcinos, aumenta la produccion de

biogas y mejoralas caracteristicas quimicas del bioabono resultante.
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HO: La aplicacién de una dosis de consorcio bacteriano de 0.05 mg/L en procesos de
codigestion anaerobia de Chlorella sp. y residuos porcinos, no aumenta la produccién de

biogas ni mejoralas caracteristicas quimicas del bioabono resultante.
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CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

La demanda creciente de aimentos a nivel mundial, ha provocado el desarrollo de
sistemas productivos agropecuarios intensivos. No obstante, esto ha traido varios
problemas de contaminacion y desgaste de recursos naturales, por la falta de mango
integrado de desechos.

La contaminacion ambiental afecta a varios recursos; entre |os més importantes €
recurso hidrico. De acuerdo con la FAO (1997), la contaminacion de este recurso es
resultado de varias actividades humanas, entre las que estan las actividades agricolas y
operaciones de mangjo y crianza de animales.

Uno de los principales fendmenos que se puede evidenciar es la eutrofizacion que
afecta gravemente a los ecosistemas acuaticos, produciendo la aparicion de algunos
organismosy la desaparicion de otros (Buschmann, 2001).

2.1.1 Contaminacién por excretas porcinas

La produccién porcina es una de las explotaciones pecuarias con mayor desarrollo
en los ultimos afos, debido a la creciente demanda de carne en € mercado (Mariscal,
2002).

Sin embargo, este crecimiento ha traido consigo también e aumento de la
contaminacion tanto de diferentes fuentes de agua, asi como del aire y tierras de cultivo
(FAO, 2002).

La produccion porcina en € Ecuador se caracteriza por ser de tipo familiar, ya que,
en su mayoria dichas producciones no se encuentran registradas en organismos oficiales.

Segin e MAGAP (2013), los ultimos resultados de la Encuesta de Superficie y
Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC), muestran que en € pais existian alrededor
de 1.8 millones de cabezas de ganado porcino, 1o que representd un 22.9% mas en
comparacion con e 2010.

De acuerdo con e ASPE (2010), existen 1737 granjas porcinas en € Ecuador y 100

mil productores de traspatio, de los cuales la mayor parte se encuentran ubicados en las
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regiones Sierra'y Costa, y una pequefia cantidad en la Amazoniay Galapagos. La gran
preocupacion recae en que solamente e 12% de dichas producciones se encuentran
registradas en Agrocalidad y apenas el 2% tiene un registro del Ministerio de Ambiente
(MAGAP, 2013).

En base a estos datos se puede determinar que no se han tomado medidas de
proteccion en cuanto a la contaminacion que las producciones de tipo familiar o de
traspatio conllevan, a pesar de que estas constituyen el 85% de la produccion nacional.
Es asi que la mayoria de los desechos provenientes de esta actividad no tienen un
tratamiento adecuado y terminan contaminando aguas superficiales y del subsuelo,
deteriorando la calidad ddl aire de la zona, y ademés provocando una contaminacion
microbiologica por la aplicacion de excretas sin tratar en terrenos agricolas (MAGAP,
2013).

Principales fuentes contaminantes

Las principales fuentes de contaminacion del agua, aire y tierras de cultivo son los
productos o0 agroquimicos empleados en la agricultura. Pero también existen otro tipo de
desechos como productos de excrecion, materias fecales, parasitos, quimicos,
microorganismos y nutrientes no asimilados de la alimentacién de animaes (FAO,
2002).

Buschmann (2001), menciona que un 75-80% de los nutrientes suministrados
mediante alimentacion en producciones pecuarias, son excretados. Al no realizar un
manejo de estos desechos, se producen procesos de contaminacion, que son causantes de
la disminucién de oxigeno disponible en fuentes de agua. Ademés, € alimento altamente
proteico que no ha sido consumido, aumenta los niveles de nitrégeno y fosforo de dichos
Sistemas acuéticos.

Mariscal (2002), por otro lado, menciona que la produccion promedio de excretas
porcinas por dia, desde el destete hasta que el animal alcance e peso a sacrificio, es de
1.36 kg de heces y 4.73 L de orina. Lo que constituye una gran fuente de contaminacion
ambiental, tanto por la descarga de materia organica a fuentes acuéaticas, como por los
gases emitidos a ambiente (CO2, NH3, H2S 'y CH4).
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2.1.2 Consecuencias de la contaminacion

Como ya se ha mencionado las explotaciones pecuarias constituyen una gran fuente
de contaminacion ambiental y esto trae consigo graves consecuencias.

El Ministerio del Ambiente posee una normativa para caidad ambiental y la
descarga de efluentes a fuentes de agua (tabla 1), en la que se establecen |os principios
basicos para € control de la contaminacion de los recursos hidricos. Esta normativa
establece, en e Anexo 2 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Ambiental
Secundaria (TULAS, 2015), lo siguiente:

a) Los desechos pecuarios generados en establ ecimientos de faenamiento, engorde

0 crianza, deben recibir tratamiento técnico adecuado y evitar de esta forma la
contaminacion por microorganismos y cambio en sus caracteristicas naturales.

b) Los desechos pecuarios no deben ser dispuestos en cuerpos hidricos receptores.

Pese a la existencia de esta normativa, varios de los desechos de explotaciones
pecuarias son vertidos diariamente a distintas fuentes de agua como rios, lagos, lagunas,
etc., provocando altos niveles de contaminacion.

La presencia de material fecal, proveniente de explotaciones pecuarias, en fuentes
de agua es un problema de salud publica. Esto ha ocasionado € aumento de casos de
muertes por enfermedades transmitidas por €l consumo de agua contaminada, causando
una ata incidencia de enfermedades de tipo entéricas, que llevan a graves problemas
como diarreas cronicas e infecciones intestinales (FAO, 1997).

Ademas de los problemas de salud, también esta la presencia de altos contenidos de
microorganismos y sales disueltas en suelos de cultivo que han sido regados con agua
contaminada (FAO, 1997).

La contaminacion del aire es otro problema causado por € mal manego de los
residuos. La liberacién de gases como amoniaco, proveniente en un 85% de laorinay un
15% de heces de cerdos y la emanacion de didxido de carbono (CO2) y metano (CH4) a
ambiente contribuyen al aumento del efecto invernadero y por ende alas consecuencias
del cambio climatico (Mariscal, 2002).
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Tablal
L imites de descarga a un cuer po de agua dulce

Limite maximo

Parametros Expresado como Unidad C
permisible
Demanda Bioquimica de Oxigeno

(5 dias) D.B.O5. mg/I 100

Demanda Quimica de Oxigeno D.Q.0. mg/I 250

. - Expresado como
Nitratos + Nitritos Nitrégeno (N) mg/| 10
Fésforo Total P mg/I 10

Fuente: (TULAS, 2015)
2.2 Alternativas para combatir la contaminacién provocada por explotaciones
pecuarias.

Existen varias aternativas para disminuir la contaminacion provocada por
actividades agropecuarias. Pero las que més han llamado la atencién son las que
implican la produccién de energias renovabl es.

El uso de residuos para la generacion de bioabonos, bioles e incluso diferentes
formas de energia ecoldgica, han tomado importancia en los ultimos afios. ES asi que
algunos autores han analizado las caracteristicas de algunos de ellos, encontrando los

resultados que se muestran en lastablas 2 y 3.

Tabla?2
Composicion bioquimica del Biol de diferentes fuentes or ganicas
Estiércol Estiércol vacuno + restos de Restosde
Componente :
vacuno comida banano
pH 7.96 8.1 -
Materia Seca 4.18% 4.2% -
Nitrégeno 2.63 g/kg 2.4 g/kg 0.2g/Kg
NH,4 1.27 g/kg 1.08 g/kg -
Fosforo 0.43 g/kg 1.01 g/kg 0.076 g/kg
Potasio 2.66 g/kg 2.94 g/kg 4.2 gkg
Cdcio 1.05 g/kg 0.5 g/kg 0.056 g/kg
Magnesio 0.38 g/kg - 0.131 g/kg
Azufre - - 6.4 g/kg
Carbono - - 1.1 g/kg

Fuente: (Aparcana, 2008)
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Tabla3
Caracteristicas generales de
biosol fresco de estiér col animal

Componentes %
Agua 15.7
Sustancia organica seca 60.3
pH 7.6
Nitrogeno total 2.7
Fésforo 16
Potasio 2.8
Calcio 35
Magnesio 2.3
Azufre 0.3

Fuente: (Aparcana, 2008)

De acuerdo con Fernandez (2012), las energias renovables son denominadas asi
debido a que poseen una fuente inagotabl e de e ementos para su produccion.

Entre los tipos de energias renovables estan la edlica, solar, geotérmica, hidraulica,
oceanica y biomasa. Esta Ultima ha tenido un desarrollo sorprendente debido a que
mediante el uso de materia organica se puede dar paso ala obtencién de biocombustibles
(Fernandez, Montoya, Oropeza, & Badillo, 2012).

De acuerdo con € Departamento de energia de los Estados Unidos (2011), la
demanda de combustibles derivados de petréleo aumenta anualmente en 1.4%, lo que
implica que para mediados de este siglo las reservas de petrdleo se habrén agotado. Esto
ocasionara una crisis energética, aumentando asi la demanda de fuentes de energia
alternaa uso de combustibles fésiles (Fernandez, Montoya, Oropeza, & Badillo, 2012).

Existen algunas aternativas que ya se han implementado para la generacion de
fuentes energéticas independientes del uso de recursos fésiles. Una de ellas es €l uso de
combustibles liquidos 0 gaseosos renovables, generados a partir de fuentes bioldgicas
(Stephanopoul os, Fischer, & Marcguschamer, 2008).

El uso de biodigestores es una de estas opciones, ya que, mediante procesos de
digestion anaerobia se pueden obtener beneficios, como la disminucion de materia
organica contaminante, produccion de bioabonos estables y generacién de energia
cal6rica por produccion de metano (FAO, 2011).
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2.2.1 Uso de biodigestores en e tratamiento de residuos or ganicos

Alessandro Volta fue un fisico italiano que, a finales del siglo XVIII, hizo € gran
descubrimiento de que el gas inflamable que surgia de las burbujas producidas en los
pantanos era metano (FAO, 2011).

De ahi en adelante e metano tuvo gran importancia, sobre todo durante la segunda
guerra mundial, en donde se lo utiliz6 como combustible debido a la escasez. Sin
embargo, su uso fue disminuyendo conforme aumentaba €l facil acceso a combustibles
fésiles (FAO, 2011).

Por otro lado, €l uso de esta alternativa se impulso notablemente en la India a partir
de los afios 60, en donde se empez6 a aprovechar € estiércol de vacas parala produccion
de energiay fertilizantes a bajo costo.

En la actualidad se han realizado varias investigaciones en cuanto a uso de estos
sistemas de fermentacién, para € tratamiento de residuos y la generacion de energia a
bajo costo, Ilegando asi a la produccion de sistemas de tipo industrial para el tratamiento
de desechos organicos.
2.2.1.1 Tipos de biodigestores

Un biodigestor estd compuesto por un sistema cerrado, en € cua se introducen
residuos organicos disueltos en agua, los cuales son digeridos por la accion de diferentes
mi croorganismos para obtener biogas como producto final (FAO, 2002).

Existen varios tipos biodigestores que se han disefiado de acuerdo al tipo de mangjo
gue se quiera dar a los residuos. Por esta razén segin su modo de operacion la FAO
(2011) los haclasificado asi:

a) Continuos. este tipo de biodigestores funcionan mediante un proceso
ininterrumpido, en e cual se reaiza una descarga de efluente en la misma
proporcidn en que se carga con material fresco. Generalmente estos son usados en
sistemas industriales donde se genera una gran cantidad de material degradable.

b) Semi continuos. en este tipo de biodigestor se agregan cargas en funcién del tiempo
de retencion hidraulico de las materias primas empleadas. Este método se emplea
mas en medios rurales y entre los disefios mas conocidos de este tipo de reactores

estédn los model os Indiano y Chino.
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c) Discontinuos: este tipo de biodigestores son cargados una sola vez y cuando ha
transcurrido e periodo necesario de fermentaciéon se redliza un vaciado total del
sistema, para dar paso a un nuevo proceso. Dentro de este tipo € modelo mas
conocido es el digestor Batch.

A continuacion, se describen algunos de los disefios de reactores anaerobios més
empleados:

- Biodigestor tipo Chino: este disefio esta formado por tanques cilindricos enterrados
en el suelo, con € techo y € piso en forma de domo. Este es llenado con |la materia
prima hasta cierto nivel y e biogas producido es almacenado dentro del mismo

sistema, generando la presion necesaria paralasalidadel efluente digerido.

AR AR RN
s S5

Figura 1 Biodigestor tipo Chino
Fuente: (FAO, 2002)

- Biodigestor Indiano: estos son biodigestores tipo pozo, que se encuentran
enterrados de forma vertical. La carga de materia prima se redliza por gravedad y €
biogas generado es almacenado en una campana flotante, 10 que mantiene una

presion constante.



27

Carga

Salida de gas
Descarga

Pared divisoria

Figura 2 Biodigestor tipo indiano
Fuente: (FAO, 2002)

- Biodigestor Batch: este tipo de reactor tiene un funcionamiento en ciclos, en donde
se rediza la adimentacion del sistema, para luego dar paso a los procesos de
degradacion. Finalmente, luego de un periodo de tiempo se descarga € efluente
depurado. Este es uno de los reactores mas empleados, debido a su facil mango y
operacion.

Entrada oe
odos

Sanda oe
efluentes

Figura 3 Biodigestor tipo Batch
(FAO, 2011)

- Reactor anaerobio de alta velocidad: estos son reactores de tipo continuo, que
trabgjan bajo condiciones termofilicas 0 mesofilicas. Para su implementacion se
deben tomar en cuenta algunos parametros entre los que estan: e tiempo de
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retencion de solidos y la reduccién de solidos voléatiles, para determinar la cantidad
de materia organica que debe ser cargada (FAO, 2002).

Reactor anaerobio de contacto: es un reactor convencional, en e cual la biomasa
anaerdbica esta en contacto con e efluente que alimenta al biorreactor. Lo que este
tipo de reactor busca es que se sedimenten todos los solidos y que € lodo obtenido
recircule nuevamente en € reactor (FAO, 2011).

Biogas

Bioga -
g Tangue de decantacion

Alimentacién Efluente
R — B —_— —
)
i
H H
H i

Desgasficador

Reactor compietamente
mezclado

Purga de lodos ™

Figura 4 Reactor anaer obio de contacto
Fuente: (FAO, 2011)

Reactor de lecho expandido: esta formado por una estructura cilindrica que posee
un soporte para la acumulacion de grandes concentraciones de biomasa. Los soportes
pueden ser de arena, carbon activado o plasticos sintéticos, 1o que permite la

degradacion de la materia organica (FAO, 2002).

:
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3) Reactor de 16cho SXpandigo ) Reactor 09 1echo NuliZaco

Figura 5 Reactor delecho expandido
Fuente: (FAO, 2011)
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- Biorreactor de membrana anaerobica: este sistema consta de una membrana
interna, que facilita la separacion de la parte sOlida y liquida. Este sistema es
empleado cuando la materia tiene un alto contenido de particulas sdlidas (FAO,
2002).

Médulo de
filtracion

Efiuentes
Membrana

=
L PN

Filtrado

Figura 6 Biorreactor de membrana
anaer 6bica
Fuente: (FAO, 2011)

2.2.1.2 Etapas del proceso de digestion anaerobia
De acuerdo con la FAO (2011), mas del 90% de la energia de los procesos de
digestion anaerobia, se transforma en metano. Esto se produce mediante una serie de
reacciones gque estén divididas en 4 etapas (figura 9), en donde actian diferentes clases
de microorganismos con funciones especificas.
a) Hidralisis: durante esta etapa las moléculas complejas, provenientes de la materia
organica polimérica, sufren una degradacion mediante procesos de hidrdlisis (tabla
4). Esto se lleva a cabo gracias a la accion de enzimas extracel ulares producidas por
microorganismos como: Bacillus, Sporobacterium, Megasphaera, Bacteroides,

Propioni-bacterium, entre otros (Figura 10).
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Tabla4
Sustratos, productosy enzimas de la hidrdlisis
Macromolécula  Producto dela hidrdlisis Enzimas
Proteinas Péptidos Proteasa
Aminoacidos
Lipidos Acidos grasos Lipasa
Gliceral Fosfolipasa
Alcoholes
Carbohidratos Glucosa Xylanasa
Polisacéridos Amilasa
Pentosas Celulasa
Oligosacéridos Hemicelulasa

Fuente: (Ramos, 2014)

b) Etapa acidogénica: en esta etapa se produce la fermentacién de las moléculas
organicas solubles producidas en la etapa anterior, dando origen a compuestos
organicos mas reducidos, que seran utilizados por las bacterias metanogénicas
posteriormente. Entre estos compuestos estan el acido acético, formico, propionico,
butirico, valérico, lactico y etanol. Las reacciones fermentativas que se dan durante

esta etapa se detallan a continuacién en lafigura 7.

CH 1206+2H, O+4ADP+4P —3 2CH;COOH+2C0y+4H, +4ATP

CeH1206+3ADP+P— CH3COOH+CH;CH,COOH+COy+H,+3ATP
C,HgON+0.114HCO; +1.478H,0 —» 0.247C5H;0,N+0.3CH;COO
+0.28CH3CH,COO™+0.286CH;3 (CH,),COO™+0.753NH +0.298CO,

AG"=-37.1kJ/mol

CH,(CH,)14CO0~+14H,0 —s 8CH3COO0~+7H*+14H, AG"=345.6kJ/mol

Figura 7 Reacciones fermentativas para carbohidratos, aminoacidos y
acidos grasos de cadena larga
Fuente: (Cendales, 2011)
c) Etapa acetogénica: durante esta etapa se transforman todos los productos de la
fermentacion que no pueden ser metabolizados directamente por las bacterias

metanogénicas. Produciendo asi productos mas sencillos que serén aprovechados por
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organismos homoacetogénicos, los cuaes ayudaran a mantener presiones parciales
bajas de hidrégeno (figura 8).

Reaccion de acidos grasos AG(kJ)

Propionato+3H;O— Acetato+HCO; +HT+3H, +76.1

Butirato+2HoO—2Acetato+HT+2H, +438.1

Valerato+3HyO— 3Acetato+2H1T +4H, +48.1

Figura 8 Reacciones acetogénicas
Fuente: (Cendales, 2011)

d) Etapa metanogénica: estaesla Ultima etapa del proceso de digestion anaerobiay en
ella se da paso ala produccion de metano a partir de sustratos monocarbonados.

Compuestos organicos complejos

(Carbohidratos, proteinas, lipidos)

Hidrdlisis
L 4

Compuestos organicos simples

(Azicares, aminoacidos) (Acidos grasos, alcoholes)

Productos intermedios

(Ac. propidnico, butirico, valérico, etc.)

Y Acetogénesis v
COx+H2 Acido acético

Metanogénesis

9 &

CHs++HO CH4++H20

Figura 9 Fases del proceso de digestion anaer obia
Fuente: (Ramos, 2014)
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Proteus vulgariz Cilostndium Clostridium
Peptococcus Bacteriodes Micrococcus
Bacteriodes Acetovibno celluliticug Staphylococcus
Bacilluz Staphylococcus
Vibrio I —
e f-z i Acidos grasos de cadena larga
momonas m 3
An_nnoamdos, _L,_————*—-":’ (estedrico, palmitico, oleico...); alcoholes
azucares (etanol)
Clostridium
Lactobaciliuz Streplococcus
Eszcherichia Eubactenium limosum Clostridium
Staphylococcus Syntrophomonas wolfei
Micrococcus
Bacilluz Productos intermedios
seudomonas (ac. valérico, isovalérico, propionato, butirato)
Deculfovibrio
Selenomonas
Veidlonella
Sarcina
Streptococcus yntrophomonas w
Deszulfobacter Syntrophomonas wolfei
Desulfuromonas
r - -
Acetato il TRy H,
Clostridium aceticum CO:
Methanosaeta Methanobacterium
Methanosarcina Methanobrevibacterium
Methanoaspirillum Methanoplanus
Metano

Figura 10 Microorganismos involucrados en cada fase de la digestion
anaerobia
Fuente: (Ramos, 2014)
2.3 Produccion de microalgas
Las microalgas son un grupo de microorganismos unicelulares que tienen la
capacidad de realizar fotosintesis y desarrollarse en diferentes habitats (Ramos, 2014).
Estas generalmente son organismos eucariontes, sin embargo, también se incluyen en su
grupo a cianobacterias procariontes (Fernandez, Montoya, Oropeza, & Badillo, 2012).
Las microagas pueden tener dos tipos de metabolismo, pero de acuerdo a ello se
presentan algunos problemas en su produccion. Los cultivos heterotrofos, pueden
desarrollarse sin fuente de luz, pero requieren de la suministracion constante de fuentes



33

de carbono, lo que representa un costo elevado, ademés son susceptibles a la
insaturacion de &cidos grasosy  contaminacion de medios de cultivo (Amaro, Guedes, &
Malcata, 2011). Por otro lado, los cultivos autétrofos, presentan menos problemas,
requieren de luz para e funcionamiento de su metabolismo y se alimentan de
compuestos inorganicos como CO, y sales (Fernandez, Montoya, Oropeza, & Badillo,
2012).

Uno de los puntos de mayor interés dentro de la produccién de microalgas son sus
tasas de crecimiento, ya que, de ello depende |a obtencidn de biomasa. De acuerdo con
Williams y Laurens (2010), algunas agas pueden dividirse cada 3 o 4 horas, mientras
que otras se dividen entre uno y dos dias.

L as tasas de crecimiento de las microal gas estan dadas por la eficiencia fotosintética
de las mismas y debido a que estas poseen una estructura unicelular sencilla, su
eficienciaes mayor alade cualquier otro cultivo vegetal (Brennan & Owende, 2010).

Fernandez et al. (2012), menciona que las microalgas constituyen una opcion muy
importante para la produccion de biocombustibles, debido a su eficiencia fotosintética, a
su asimilacion de CO2 y a su facilidad de cultivo. De ali € interés de emplear biomasa
algal paralaobtencion de biogas.

2.3.1 Uso de microalgas para la produccion de biogas

En la dltima década € uso de microalgas para la produccion de biocombustible se
ha desarrollado ampliamente. Es asi que a partir de ella se han logrado obtener varios
productos como biodiesel, bioetanol, biohidrogeno y biogas (Ramos, 2014). Como ya se
menciond anteriormente, € desarrollo que este tipo de cultivos ha tenido, se debe
principalmente por las ventgjas de produccion sobre otro tipo de cultivos vegetales,
llegando a generar incluso veinte veces mas combustible por hectarea que la soja
(Sheehan, Dunahay, Benemann, & Roessler, 1998).

Se han llevado a cabo algunas investigaciones, en las cuaes se han empleado
diferentes cepas de microalgas para comparar sus niveles de produccién de biogas bajo
diferentes condiciones. Pero en todos estos estudios se presentan algunos problemas.

Rey (2014), menciona que la principal limitante en la digestion de las microalgas es la
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dificil degradacion de su pared celular, provocando por ende bgjos rendimientos de
metano.

En un estudio realizado por Ramos (2014), se probaron diferentes cepas de
microalgas para la obtencion de metano, siendo Scenedesmus 'y Chlorella, las que mayor
produccion presentaron (tabla 5). Esto a pesar de poseer paredes celulares compuestas
por carbohidratos complejos de tipo hemicelul Gsicos.

Tabla5
Valores de produccion de biogas de difer entestipos de microalgas

Familia Género Especie . Pr,oducu on
biogas (ml/gSV*)

Chlorophyta  Chlorella Chlorella kessleri 218
Chlorella sorokiniana 212

Chlorella vulgaris 361

Chlorella sorokiniana 283

Scenedesmus Scenedesmus sp.-PN2 258

Scenedesmus obliquus 178

Scenedesmus dimor phus 397

Ochrophyta Nannochloropsis Nannochloropsis oculata 204
Nannochloropsis gaditana 228

Cyanobacteria Spirulina Soirulina maxima 353
Arthrospira Arthrospira maxima 173

Arthrospira platensis 293

“Fuente: (Frigon, y otros, 2013)

Para superar todos estos problemas en e uso de microalgas, se han desarrollado
diferentes métodos para favorecer la produccion de biogas. Una de las dternativas que
se ha empleado es |a codigestion anaerobia, en la cual se realiza una mezcla de sustratos
de diferente origen, parafavorecer |os procesos de digestion (Rey, 2014).

Ensayos realizados en codigestion de diferentes sustratos con microalgas, han
mostrado varias ventgjas, entre las que estan e aprovechamiento de diferentes
compuestos para producir reacciones mas eficaces, reduccion de costos de inversion
para la produccion de energia renovable y disminucién de las variaciones en la
composicion de cada residuo por separado (Rey, 2014).

2.3.2 Microalga Chlorella sp.
Chlorella sp. es un alga verde elipsoidal, que pertenece a la division Chlorophyta y

alaclase Chlorophyaceae (Infante, y otros, 2012).
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Este es un género de alga que, debido a su capacidad de remocién de nitrégeno,
fosforo, DQO y metales, ha sido empleada en varios procesos de biorremediacion,
siendo la principal herramienta para el tratamiento de aguas residuales (Garza,
Almaguer, Rivera, & Loredo, 2010).

Su facilidad de cultivo, abundancia y capacidad de crecer en medios autétrofos y
mixaétrofos, han hecho de esta alga una de las mejores opciones para la obtencién de
biomasa con diferentes fines (Infante, y otros, 2012).

Pachacama (2016), realiz6 un estudio en el cual empleo € alga Chlorella sp. biotipo
1, una especie endémica del Ecuador colectada en € sector de Papallacta; para la
remocion de contaminantes del efluente porcino en las instalaciones del 1ASA |,
obteniendo como resultados una alta eficiencia en la remocion de contaminantes. Por
esta razon en € presente estudio se empled Chlorella sp. biotipo 1 para la obtencion de
biogas en codigestion, para aprovechar la produccion de biomasa resultante del
tratamiento de purines de cerdo.

2.4 Uso de Bacillus sp. en el tratamiento de residuos.

Robalino (2011), menciona que en varios estudios de digestion anaerobia se han
encontrado colonias bacterianas, entre las cuales estaba €l género Bacillus.

A demés en estudios realizados por Jinn-Chyi & Hsi-Hua (2002), se emplearon
cepas de Bacillus cereus en procesos anaerobios, dando como resultado una mayor
cantidad de etanol, &cido léctico, formico, succinico y glicerol. Lo que demostraria el
papel que cumple & género Bacillus durante las reacciones que tienen lugar en la etapa
de hidrdlisis, que es una de las etapas limitantes de la velocidad del proceso de
produccion de metano en general. Debido a que se forman compuestos solubles que
pueden ser aprovechados por los microorganismos de las siguientes etapas y asi se
mejorarian los procesos de digestion de materiales hemicelul0sicos y lignocel ul sicos.
2.4.1 Consorcio bacteriano

El producto Pond Plus de Bayer, es una mezcla de bacterias que tienen la capacidad
de consumir compuestos organicos (Bayer, 2016).

Su presentacion es un polvo liofilizado que contiene 1 billon de ufc/g, la dosis

recomendada de uso es de 1-3g/kg. Su férmula esta compuesta por: 1 cepa de Bacillus
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subtilis, 2 cepas de Bacillus lincheniformis, 2 cepas de Bacillus amyloliquefaciens, 1

cepa de Bacillus megateriumy 1 cepa de Bacillus pumilus.

2.4.2 Caracteristicas de las diferentes cepas de Bacillus presentes en € consorcio
bacteriano de Bayer

2.4.2.1 Bacillus subtilis

- Division: Firmicutes

- Familia Bacilliaceae

- Género: Bacillus

- Especie: Bacillus subtilis

Esta es una bacteria Gram positiva, resistente a condiciones adversas, es
termorresistente y ademas produce enzimas hidrofilicas extracelulares, importantes para
descomposicion de polisacaridos. Es empleado como controlador biolégico y previene
enfermedades del suelo (Cuervo, 2010).
2.4.2.2 Bacilluslincheniformis
- Division: Firmicutes
- Familia Bacilliaceae
- Género: Bacillus

- Especie: Bacillus lincheniformis

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa y altamente resistente. Es
conocida por participar en procesos de degradacion de materia organica. Funciona mejor
en condiciones alcalinas y es un organismo productor de proteasas y amilasas (Pastrana,
2012).
2.4.2.3 Bacillus amyloliquefaciens
- Division: Firmicutes
- Familia Bacilliaceae
- Género: Bacillus

- Especie: Bacillus amyloliquefaciens
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Esta bacteria es muy utilizada en la agricultura, se usa a menudo en la hidrdlisis del

amidon. Es considerada una fuente de subtilisina, que cataliza procesos de

descomposicion de proteinas a igual que latripsina (Fukumoto, 1943) (Khan, 2011).

2.4.2.4 Bacillus megaterium

Division: Firmicutes
Familia Bacilliaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus megaterium

Es una bacteria Gram positiva, utilizada para diferentes procesos como la

produccion de piruvato y enzimas para la modificacion de corticoesteroides y

deshidrogenasas de aminoacidos (Khan, 2011).

2.4.2.5 Bacillus pumilus

Division: Firmicutes
Familia: Bacilliaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus pumilus.

Es un bacilo Gram positivo, formador de esporas. Presenta ata resistencia a

condiciones ambiental es extremas, resiste la exposicion aluz UV y a agentes oxidantes.

Es el ingrediente activo de varios fungicidas empleados en la agricultura (Priest, 1993).
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CAPITULO 111
MATERIALESY METODOS

3.1 Ubicacion del lugar deinvestigacion

El presente estudio se realizo en la provincia de Pichincha, canton Rumifiahui, parroquia
San Fernando, en las instalaciones del invernadero cuarentenario y del laboratorio de
Acuicultura y Recursos acudticos de la Carrera de ingenieria Agropecuaria IASA 1,
Hacienda e Prado, locadlizada geograficamente en las coordenadas UTM WGS 84
ZONA 17 SUR M 787833.19 m E, 99957478.26 m S.

-
X
\\

/ ‘Lah-::-ratcnruo de recursos acuaticos |IASA |
/ -

Figura 11 Lugar delainvestigacion (IASA 1)

3.1.1 Ubicacion ecolégica

La Hacienda € Prado esté ubicada en la zona de vida de Bosgue Himedo Montano;
a una atitud de 2748 m.s.n.m., con una temperatura promedio anua de 13.89°C, una
precipitacion de 1285 mm/afo y una humedad relativa de 69.03%. Cabe mencionar que
el estudio se realiz6 bajo condiciones controladas dentro del invernadero cuarentenario,

donde se registré una temperatura promedio de 30-35°C.



3.2 Materiales

3.21 Laboratorio

- Tubos de ensayo de 10 ml
- Matraces Erlenmeyer

- Buretade cero automético
- Pipetasde5cm®

- Pipetasde 25 cm®

- Probetas de 50 cm®

- Probetas de 100 cm®

- Cépsulas de porcelana

- Crisoles de porcelana

- Morteros

- TubosKjedahl

- Refrigerantes de serpentin
- Sifén Soxhlet

- Perlasdevidrio

- Pinzas

- Soportes

- Termdmetro

- pH metro

- Papel de parafina

- Biodigestores experimentales de plastico con capacidad de 4 L.

3.2.2 Equipos

- Desecador

- Placas calentadoras

- Estufaeléctrica

- Baanzaandlitica

- Termo Reactor WTW
- CentrifugaDYNAC
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- Mufla

- Horno de secado

- Cémaradeflujo

- Digestor InKje

- Destilador VELP
- Espectrofotometro
- Oxitop DBO:s.

3.2.3 Reactivos

- Reactivos para DQO (&cido sulfurico, dicromato de potasio, F-talato monopotésico,
sulfato de mercurio y sulfato de plata)

- KitsPalintest para nitratos, amonio, fosforo, calcio, magnesio, azufre, cobre y hierro

- Kits Spectroquant parapotasio y zinc.

- Fertilizante foliar Nitrofoska

- Agua peptonada

- Reactivos para bromatol 6gicos (Kjeltabs, Acido sulfirico, Solucion de hidroxido de
sodio al 40%, Solucion de &cido borico a 4%, Solucion de acido clorhidrico 0.1 N,
Solucion de écido clorhidrico 1 N, Acetona pura)

3.3 Meétodos

EL presente estudio se realizd en dos fases, la primera contempld la produccion de
lamicroalga Chlorella sp. biotipo 1, larecoleccién de las excretas porcinas y los andlisis
bromatol 6gicos de cada uno de los sustratos a emplearse en € proceso de biodigestion,
ademas de la activacion del consorcio bacteriano previo al inicio de la segundafase.

La segunda fase consistié en lainstalacion del ensayo, con € Ilenado de los tanques
digestores de acuerdo a los datos obtenidos en los andlisis de la primera fase, para
evaluar e efecto de las dosis del consorcio bacteriano sobre la produccion de biogas y
las caracteristicas quimicas de los productos resultantes del proceso de digestion, que
parael caso fueron biol y biosol.

Cada una de las fases y procedimientos de la investigacion se muestran en forma

sintetizada en laFigura 12.
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“OBTENCION DE BIOGAS MEDIANTE LA APLICACION
DE UN CONSORCIO BACTERIANO CON LA
MICROALGA Chlorella sp. Y RESIDUOS ORGANICOS
DE LA HACIENDA EL PRADO”

v

PRIMERA FASE DE LA INVESTIGACION

Masificacion de la microalga hasta alcanzar Recoleccién de excretas del proyecto de
una concentracion maxima de 46 millones produccién de porcinos de la Hacienda el
de células por mililitro. Prado.

e ——

~

Andlisis proximales de |a biomasa algal y excretas
porcinas (proteina, grasa, fibra, humedad y cenizas).

y

Activacion del consorcio bacteriano de acuerdoa la
dosis de tratamiento.

+

SEGUNDA FASE DE LA INVESTIGACION

'

Instalacion del ensayo en los tanques digestores.

I

Determinacion del efecto de las dosis del consorcio.

“"’/\

Medicion de la produccion de Evaluacion de las caracteristicas
biogas. quimicas del biol y biosol.

!

ppmdeN, P, K, S, Fe, Cu, Mg,
Ca, %proteina, grasa, fibra,
humedad y cenizas.

/

ANALISIS DE RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Volumen de gas producido
(ml/gSv)

Figura 12 M etodologia del proyecto de investigacion

3.3.1 Primerafasedeinvestigacion
3.3.1.1 Masificacién dela microalga Chlorella sp. biotipo 1

Para la realizacion del estudio se empled una cepa de la microalga Chlorella sp.
correspondiente a biotipo 1, la cual se obtuvo del cepario del laboratorio de recursos
acuaticos y acuacultura del IASA |, en donde ya se encontraba aislada y purificada

previamente.
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El proceso de masificacion se llevo a cabo mediante la siembra de una muestra de la
cepa en tubos de ensayo estéril que contenia 10 ml de medio nutritivo, compuesto por
Nitrofoska foliar en una dosificacion de 0.57 g/L.

Cada tubo se inoculé con 1x10° células/ml y se mantuvo con iluminacién artificial
con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, mediante lamparas
fluorescentes (Infante, y otros, 2012).

Luego de diez dias de la siembra se procedié a colocar e inéculo en un matraz
Erlenmeyer estéril, con 200 ml de medio nutritivo y aireacion ininterrumpida,
manteniendo la iluminacion artificial mencionada anteriormente. Cada 5 dias se
realizaban observaciones en € microscopio para hacer conteos celulares y verificar que
no haya contaminacion y se adicionaban 200 ml de medio nutritivo para mantener el
inoculo.

Unavez que € inéculo alcanzé un volumen de 1 litro y una concentracion celular de
5x10° células/ml, se traspasd su contenido a envases plésticos estériles de 20 litros de
capacidad, manteniendo aireacion e iluminacion. Progresivamente se afiadio medio
nutritivo para favorecer e crecimiento celular del indculo hasta alcanzar una
concentracion méxima de 46x10° células/ml.
3.3.1.1.1 Determinacion deladensidad celular del indculo

Para determinar la densidad celular del inoculo, tanto a inicio de la masificacion
como al final, se realizaron conteos en la camara de Neubauer cada cinco dias (figura
13). Obteniendo €l nimero de células/ml (Ecuacion 1).

Ecuacion 1 formula para determinar la densidad celular del inoculo algal
DCinocuto = Nx10*xFD

DCnscuto = Densidad celular def inoculo (céluiasmL)

N= Promedio de células presentes. De acuerdo a nimero de cuadrantes contados en la
camara de Neubauer.

10* = Factor de conversion de 0.1 uL a1 ml.

FD: Factor de dilucion



Figura 13 Determinacion de
ladensidad celular mediante
|a camar a de Neubauer

Cosecha de la biomasa de Chlorella sp.

Unavez que se alcanzé la concentracion maxima de células por mililitro, se realizd
la cosecha de una muestra representativa de la biomasa algal para su andlisis. Para ello
se retird la aireacion de uno de los tanques y se o mantuvo en oscuridad durante tres
dias para que la biomasa sedimente.

Finalmente se recolecto todo el sedimento y se lo centrifugd a 2500 rpm durante 5
minutos. El residuo se coloco en la estufa durante 24 horas a 40°C para su secado y

posterior andlisis quimico.



3.3.1.2 Recoleccién de excr etas porcinas

Las excretas porcinas, se obtuvieron del proyecto de produccién de porcinos de la
Hacienda el Prado en el IASA I. Las mismas fueron colectadas de un lote homogéneo de
cerdos machos alimentados con balanceado a base de maiz.

Una vez que se tomaron las muestras se las llevd a laboratorio para su
procesamiento y andlisis.
3.3.1.3 Andlisis proximal dela biomasa algal y excretas porcinas

Se redizaron los andlisis proximales para cada una de las muestras, empleando
diferentes protocolos establecidos por las normas técnicas ecuatorianas para la
determinacion del contenido nutricional de aimentos INEN (1981) y las
recomendaciones del manual de técnicas analiticas para nutricion acuicola del Proyecto
JCA-CENAIM (1997).

En base alo mencionado se redlizaron pruebas para la determinacion del contenido
proteico mediante método Kjledahl, grasa mediante método Soxhlet, fibra cruda por
método quimico gravimétrico, cenizas y humedad por técnicas de calcinacion y secado.
Adicionalmente, se determino &l contenido de carbono por calcinacion.

Las metodologias empleadas para cada prueba se encuentran detalladas en €l
anexol.
3.3.1.4 Activacion del consor cio bacteriano

Para la activacion del consorcio bacteriano se pesaron las diferentes dosis a ser
aplicadas, de acuerdo al tratamiento y se inocularon en 50 ml de agua peptonada estéril.

Cada dosis fue colocada en frascos de vidrio e incubada durante 24 horas a 28°C,
previo alainstalacion del ensayo.

3.3.2 Segundafasedeinvestigacion

En estafase se redlizo6 lainstalacion del experimento, procediendo a hacer € llenado
de los tanques digestores, de acuerdo con los resultados obtenidos en los andlisis
quimicos.

Cabe recalcar que para asegurar el control de la temperatura, el ensayo se instalé en

el invernadero cuarentenario del IASA | y su disposicion se detalla a continuaci on.
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3.3.2.1 Disefilo experimental.
3.3.2.2 Factores
En d estudio se evaluaron dos factores con tres niveles cada uno, los cuales se

detallan a continuacion (tabla 6).

Tabla6
Descripcion de los niveles de los factores evaluados en la
investigacion
Factores Niveles
Microaga
Sustrato Microalgat+ Excretas
Excretas
. 0 mg/L
Dosisde
CONSOrcio 0.025 mg/L
0.05 mg/L

Los niveles se determinaron de acuerdo a lo mencionado por Tuesorn (2013), en
donde se obtuvieron los mejores resultados a duplicar la dosis comercial del consorcio
bacteriano aplicado.
3.3.2.3 Tratamientos a comparar

En la investigacion se evaluaron 9 tratamientos, los cuales se pueden observar de
manera detalladaen latabla 7.

Tabla7
Tratamientos evaluados en procesos de codigestion anaerobia de la microalga
Chlorédla sp. y residuos organicos (por cinos), para la produccion de biogas

Tratamiento Descripcion
T1 (control) Chlorella sp. + 0 mg de consorcio bacteriano/L
T2 Chlorella sp. + 0.025 mg de consorcio bacteriano/L
T3 Chlorella sp. + 0.05 mg de consorcio bacteriano/L
T4 (control) Chlorella sp. + Excretas porcinas + 0 mg de consorcio bacteriano/L
T5 Chlorella sp. + Excretas porcinas + 0.025 mg de consorcio bacteriano/L
T6 Chlorella sp. + Excretas porcinas + 0.05 mg de consorcio bacteriano/L
T7 (control) Excretas porcinas + 0 mg de consorcio bacteriano/L
T8 Excretas porcinas + 0.025 mg de consorcio bacteriano/L
T9 Excretas porcinas + 0.05 mg de consorcio bacteriano/L

3.3.24 Tipo dedisefio.
Debido a que € ensayo se llevo a cabo bajo condiciones controladas, este presentd
un disefio completamente al azar (DCA) bifactorial 3x3.
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3.3.2.5 Repeticiones

Se realizaron 3 repeticiones para cada tratamiento, dando un total de 27 unidades
experimentales.

3.3.2.6 Caracteristicasdelas Unidades Experimentales.

El estudio estuvo conformado por 27 unidades experimentales. Cada una constituida
por un biodigestor de 4 litros de capacidad, sellado herméticamente para impedir la
saliday entrada de aire; y con un medidor de gas basado en el desplazamiento de agua,
el cual se encontraba conectado a cada biodigestor.

La construccién de los biodigestores experimental es se baso en |as recomendaciones
del Manual de Biogas publicado por laFAO (2011).

3.3.27 Croquisdel disefio

Las 27 unidades experimentales se colocaron de forma aleatoria sobre estanterias
metalicas, como se muestraen el croquis (figuras 14 y 15).

(] ] ] [] [ [
Piso 4 17 15 ™7 ™ T4 1
R1 R3 R3 R2 R1 R1
[ 1 0 d ] (] [ (]
Piso 3 T6 || T4 || T4 || TS [| T3 T3 T8 T6 T2
R2 R2 R3 R1 R3 R2 R2 R3 R2
1 0 0 0 g« 1 0 0 0 o0 d
Piso 2 T1 T5 T1 T9 T8 T6 T2 T7 T9 T2 T3 T8
R2 R2 R3 R1 R1 R1 R3 R2 R3 R1 R1 R3
Piso 1

Figura 14 Croquis del disefio del proyecto
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Figura 15 Disposicion in situ del experimento

3.3.2.8 Métodos especificos de manejo del experimento

Para €l Ilenado de |os biodigestores se tomo en cuenta lo mencionado por Botero &
Preston (1987), quienes indican que pararealizar la carga del biodigestor se debe tomar
en cuenta como volumen Util a 75% de la capacidad total del digestor. Es decir, que
cada biodigestor tendrd un volumen Util de 3 litros, dgjando libre un volumen
correspondiente a 1 litro.

Previo a andlisis bromatolgico de los residuos de cerdo y microalga Chlorella sp.
se determind la cantidad de C y N presentes en cada muestra (anexo 1). En base a los
resultados obtenidos se calcul 6 e porcentaje de inclusion de cada muestra hasta al canzar
unarelacion C/N de 25:1, recomendada como Optima para este tipo de procesos (FAO,
2011). Sin embargo, fue necesaria la aplicacion de melaza como fuente de C para los
gjustes requeridos de acuerdo a tratamiento.

Debido a que todos |os materiales debian incorporarse en los biodigestores diluidos
en agua, se tomd en cuenta lo mencionado por la FAO (2011), en donde se menciona
gue para biodigestores en donde se incluyen excretas porcinas se debe emplear mezclas
con relaciones de 1:3 de estiércol :agua.

Cabe recacar que las microalgas se aplicaron una vez que acanzaron una

concentracion de 46 millones de célulassml y se incorporaron en los biodigestores en
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forma liquida, por lo tanto, este volumen se descont6 del volumen total de agua a ser
aplicado en cada biodigestor para mantener la relacién 1:3 mencionada anteriormente.

Para comprobar € efecto de la aplicacion de Bacillus sp. en los procesos de
degradacion anaerobia, se realizaron diferentes mediciones de las caracteristicas de los
residuos colocados en el biodigestor.

Las mediciones de pH se realizaron diariamente durante los primeros 5 dias y
posteriormente cada 5 dias, extrayendo una pequefia muestra del materia de cada
tratamiento.

También se realizaron dos andlisis bromatoldgicos, andisis de DQO y DBO5; uno
a inicio del estudio y otro a final, para identificar los cambios producidos en los
residuos después del tratamiento de fermentacion anaerobia.

La produccion de biogas se midié diariamente en cada unidad experimental, de
acuerdo alos tratamientos.

3.3.29 Variablesevaluadas
a) Produccion de biogas

La produccion de biogas se registro diariamente, midiendo el volumen producido en
mililitros por gramo de sOlidos volétiles (ml/gSV), empleando el método de
desplazamiento de agua. Las mediciones se redlizaron hasta el dia 30, tiempo en € cual
se dio por terminado el proceso de digestion debido a que se evidencid € cese de la
produccion de gas.

b) Caracteristicas quimicas delos productos
- Biol:

Una vez terminado e proceso de digestion se rediz6 € vaciado de los
biodigestores, extrayendo €l biol producido. EI mismo que fue evaluado mediante el uso
de Kits Palintest (anexo 3) para determinar la concentracion de nitrégeno en forma de
amonio y nitratos, fosforo, potasio, hierro, cobre, calcio, sulfatos, magnesio y amonio,
importantes en la formulacion de fertilizantes liquidos. Adiciona se midieron pH y % de

solidos totales, de acuerdo alo recomendado por Aparcana (2008).
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- Biosol:

Para la evaluacion quimica de biosol resultante se redizd un Andisis
bromatol 6gicos para determinar % Nitrogeno, % Proteina Cruda, % Fibra, %S0lidos
volatiles, %Ceniza, % Grasa 'y % Humedad, de acuerdo a los protocolos mencionados
previamente. Adicionamente, se midi6 la Demanda Quimica de Oxigeno por € método
de oxidacion del dicromato de potasio y la Demanda Bioguimica de Oxigeno empleando
los valores de DQO obtenidos y el uso del equipo Oxitop5 (anexo 2).

3.3.210 Analisisestadistico

Para € andlisis de los datos se empled estadistica descriptiva (promedio, error
estandar y gréficos). Para comparar la produccion de biogés de acuerdo a las diferentes
dosis de consorcio bacteriano, se hizo un andlisis de varianza previo a la validacion de
supuestos (normalidad, homocedasticidad) con una significancia p=<0.05. Detectando
diferencias estadisticas se realizO una comparacion de medias empleando la prueba

Tukey, con un intervalo de confianza del 95% (tabla 8).

Tabla8
Anadlisisdevarianza para un DCA con 9 tratamientosy 3
repeticiones

Fuentesdevariacion Gradosdelibertad

Tratamientos t-1 (8)

Dosis de consorcio

Sustrato

Interaccion DXS 4

Error experimental (n-1)-(t-2) 18

Total n-1 26

El model o matemético fue:
Yijk= p + Si+ Dj + dij + eijk
Donde:
Yijk= Produccion de biogas
u= Promedio de produccion de biogas en los digestores
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Oi= Efecto del i-ésimo nivel del factor Sustrato
Dj= Efecto del j-ésimo nivel del factor Dosis de consorcio bacteriano.
dij= Efecto de la interaccion Sustrato x Dosis

eijk= Error experimental

3.3.2.11 Correlaciones
Mediante el programa estadistico InfoStat se analizaron las correlaciones existentes

(coeficiente de Pearson) aun nivel de significanciadel 95%.

3.3.2.12 Coeficiente de variacion
Paracalcular € coeficiente de variacion se utilizd la siguiente formula:

CV = 5*100

Donde:

CV = coeficiente de variacion

d = desviacion estandar

u = media aritmética de la poblacion

Tomando en cuenta que un valor de hasta el 20% es aceptable, siendo los vaores
menores adiez |os mejores.
3.3.3 Analisiseconémico

El andlisis econdmico se reaizd segun los trabajos de andlisis financiero en
piscicultura de Garcia (1995), analizando los costos de inversion, ingresos y costos

operativos, paralarealizacion del flujo de cgja

3.34 Productosobtenidosy beneficiarios

Este proyecto fue compartido mediante la presentacion en e XII Congreso de
Ciencia y Tecnologia ESPE 2017, y un poster cientifico en la Feria de proyectos de
vinculacion con la comunidad de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, en
donde se socializo e tema con diferentes estudiantes, productores y profesionaes

relacionados con € érea.
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CAPITULO IV
RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Resultados
4.1.1 Analisisbromatologicos dela biomasa algal y excretas porcinas

Una de las principales actividades que se llevd a cabo para la redizacion de esta
investigacion, fue el andlisis de los sustratos, mediante los cuales se pudo evidenciar los
altos contenidos de nutrientes de cada uno (Tabla 9).

Estos datos fueron empleados para la realizacion de |os cal cul os correspondientes de
Ilenado de los biodigestores experimentales, de acuerdo a cada tratamiento. Obteniendo
asi relaciones de C/N paralas excretas y lamicroalga Chlorella sp. de 4.64 £ 0.20 y 2.09
+ 0.02 respectivamente. Sin embargo, fue necesario gjustar dicha relacion anadiendo
melaza de acuerdo a cada tratamiento hasta alcanzar unarelacion de 25:1.

Tabla9
Composicion Quimica de la biomasa algal (Chlorella sp. biotipo 1) y excretas
porcinas

Componente Sustratos

Excretas Chlorella sp.
Proteina (%) 2326+ 1.14 64.95 + 0.50
Grasa (%) 5.54 +0.11 39.35+ 0.14
Humedad (%) 43.68 + 0.32 87.23+0.28
Ceniza (%) 22.23+0.08 7.02+2.63
Fibra Cruda(%o) 16.74 + 0.10 -
Nitrogeno (%) 3.72+0.18 10.39 + 0.08
Carbono (%) 16.99 + 0.24 21.67+£0.13
CIN 4.64 +0.20 2.09 £ 0.02
g SV/Kg 777.66 £ 0.82 929.84 + 26.36

4.1.2 Produccién de biogas

Una vez que se establecieron las unidades experimentales, se midid la produccién
de biogés diaria y acumulada de acuerdo a cada tratamiento, obteniendo diferencias
significativas segun los tratamientos (p=<0.0001), la dosis de consorcio (p=0.0003) y €l
tipo de sustrato (p=0.0255); encontrando la mayor produccién de biogés con el

tratamiento nimero 3 (319.17 * 33.63 ml/gSV), correspondiente a la dosis de consorcio
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bacteriano de 0.05mg/L y al sustrato de microalga Chlorella sp, como se observa de la

tabla10 ala 12.

Tabla 10
Promedio + error estandar de la produccion
acumulada de biogéas segun € tratamiento

Tratamientos Med'.ai =
Volumen de biogas (ml/gSV)
1(control) 32+0.36a
2 1088+ 091 a
3 319.17 +£ 33.63 d
4(control) 100.53 £ 4.87 bc
5 4872+ 1.8ab
6 12891+ 7.14c
7(control) 509+ 0.52 a
8 7.26+0.47 a
9 50.09 + 10.48 ab
p-valor <0.0001

Tabla 11
Promedio + error estandar de la produccion acumulada
de biogéas seguin la dosis de consor cio

Dosisde consor cio Media + ee
(mg/L) Volumen de biogas (ml/gSV)
0 36.27+16.13a
0.025 22.29+ 6.66 a
0.05 166.06 + 41.26 b
p-valor 0.0003
Tabla12

Promedio £ error estandar de la produccion acumulada
de biogéas seguin €l tipo de sustrato

Dosis de consorcio Media + ee
(mg/L) Volumen de biogas (ml/gSV)
Microalga 111.08 +52.93 b
Microalgat+Excretas 92.72+7.93 ab
Excretas 20.81+12.01a
p-valor 0.0255

La dosis de consorcio bacteriano de 0.05 mg/L fue la que mayor produccién de

biogés present6 (p=0.0003) en cada uno de los tratamientos evaluados, con valores de
319.17 £ 33.63 ml/gSV, 12891 + 7.14 ml/gSV y 50.09 + 10.48 ml/gSV, para los
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sustratos microalga, microalga + excretas y excretas respectivamente, como se puede

observar en lasfiguras 16 ala 19.

Produccion de biogas

335,131
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| —@— Tratamiento 1 —O—Tratamento 2 —O—Tratamiento 3 ‘

Figura 16 Promedio diario de produccion de biogas para €l sustrato microalga
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Figura 17 Promedio diario de produccion de biogas para € sustrato mezcla
(microalgas + excretas)
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Figura 18 Promedio diario de produccion de biogas para €l sustrato excretas
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Figura 19 Promedio diario de produccién de biogas segiin € tratamiento
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4.1.3 Caracteristicasquimicasdelos productos

Analisis de las caracteristicas quimicas del biol: Uno de los productos finales que se
obtienen de un proceso de biodigestion es e biol, el cua es empleado como fertilizante
debido a que por sus caracteristicas quimicas constituye una buena fuente nutrientes para
diferentes plantas. Las caracteristicas quimicas presentes en €l biol resultante de esta
investigacion, segun e tratamiento, la dosis de consorcio bacteriano y €l tipo de sustrato,
se muestran en latabla 13, 14 y 15 respectivamente.

Tabla 13
Promedio + error estandar de la composicion quimica del biol resultante segun €
tratamiento

Tratamie oH Nitratos Potasio Amonio Fosfato
ntos (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

1(control) 8.07+0.07b 32.85+0.59e 52.43+1.22b  96.2+0.0le  56.67+0.67e
2 8.10+0.10b  25.96+0.01c  43.97+0.74c  106.6+1.30f 52+1.00c
3 7.80£0.01b  24.2+0.01b  40.00+2.05c  96.2+0.0le  89.67+0.67b
4(control)  6.13+0.07a  20.68+0.0l1a  60.70+1.25a 128.27+1.73g  315+5.00a
5 6.2+0.10a 27.72+0.01d 60.81+1.02a 87.53+0.87d 320+0.01d
6 6.27+0.03a 27.72+0.01d 62.99+1.33a  74.1+0.01c  275.33+3.67d
7(control)  6.3+0.0la  32.27+0.59e 18.77+0.91d  85.8+0.01d 252+3.00e
8 6.43+0.03a 25.96+0.0l1c  24.46+0.68d 59.37+0.87a 159.33+1.33c

9 6.1+0.10a  31.68+0.01e 20.47+0.59d 66.3+0.01b 275.33+3.67e
p-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Trﬁi?:'e Calcio (ppm) Zinc (ppm) Magnesio (ppm) Sulfato (ppm)
1(control) 60+0.01f 0.06+0.0024e 12.5+0.01le 16.33+0.33d

2 53.33£1.33e 0.09+0.0023d 10.5+0.01d 25.67+0.33f

3 42+0.01d 0.05+0.0015f 10+0.01c 20.67+0.33e
4(contral) 38+0.01c 0.13+0.0026¢ 9.5+0.01b 17+0.01d

5 38+0.01c 0.77+0.0015a 12.67+0.17e 21+0.01le

6 16.67+1.33b 0.13+0.002c 10+0.01c 9+0.01b
7(control) 6+0.01a 0.03+0.0029g 8.83+0.17a 9+0.01b

8 6+0.01a 0.32+0.0029b 10+0.01c 5+0.01a

9 18+0.01b 0.04+0.008g 10+0.01c 13+0.01c

p-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Tabla 14

Promedio + error estandar de la composicion quimica dd biol resultante segin la
dosis de consor cio bacteriano

DOS'S. Potasio Nitratos Amonio
CoNsorcio pH Fosfato (ppm)
(molL) (PpM) (PpM) (PpM)

0 6.83+0.31ab 43.97+6.44a 28.60+2.00a 103.42+6.41b 207.89+38.92a
0.025 6.91+0.30b 43.08t5.27a 26.55+0.29a 84.50+6.88a 177.11+38.94a
0.05 6.72+0.27a 41.15+6.19a 27.87+1.08a 78.87+4.48a 213.44+30.98a
p-valor 0.0321 0.3182 0.4796 0.0007 0.0511
Dosis

consorcio  Calcio (ppm) Zinc (ppm) Magnesio (ppm) Sulfato (ppm)
(mg/L)

0 34.67+7.84a 0.07+0.01b 10.28+0.57a 14.11+1.29a
0.025 32.44+6.98a 0.39+0.10a 11.06+0.41a 17.22+3.13a
0.05 25.56+4.13a 0.07+0.01b 10+0.01a 14.22+1.71a
p-valor 0.0513 <0.0001 0.1219 0.2336
Tabla 15

Promedio + error estandar de la composicion quimica del biol resultante segun el
tipo de sustrato

Potasio Nitratos Amonio

H Fosfato (ppm

P (ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)

Microdga 7.99 +0.06a 45.47+1.97b 27.67+1.33ab 99.67+1.7b 66.11+5.94a
Microalga

Sustrato

+ 6.28+0.06a 61.50+0.71a 25.37+1.17a 96.63+8.1b  303.44+7.29c
Excretas
Excretas 6.20£0.04b 21.23+0.92c 29.97+1.02b 70.49+3.96a 228.89+17.77b
p-valor <0.0001 <0.0001 0.0410 0.0001 <0.0001
Sustrato z)a;)lfrll()) Zinc (ppm) Magnesio (ppm)  Sulfato (ppm)
Microdga 51.78+2.66¢ 0.07+£0.01b 11.00+0.38b 20.89+1.36C
Microalga

+ 30.89+3.58b 0.34+0.11a 10.72+0.49ab 15.67+1.76b
Excretas
Excretas  10.00+2.00a 0.13+0.05b 9.61+0.20a 9.00+1.15a
p-valor <0.0001 0.0005 0.0288 <0.0001

Andlisis de las caracteristicas quimicas del biosol: una vez que se ha realizado un
proceso de digestion se presentan cambios en la composicion quimica de la materia

organica empleada. Es asi que en este estudio se pudo evidenciar reducciones
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significativas de las caracteristicas quimicas de los sustratos empleados, las cuales se

muestran en las tablas 16, 17 y 18.

Tabla 16
Promedio + error estandar de la composicion quimica del biosol resultante segun el
tratamiento
Tratamientos % Nitrogeno % Proteina % Carbono % Grasa
1(control) 0.86+0.04a 5.38+0.25a 12.12+0.47abcd  16.37+0.64ab
2 1.83+0.44bc  11.42+2.76bc  14.38+0.64bcd 9.89+6.08a
3 1.85+0.07bc ~ 11.56+0.44bc  15.45+0.22d 15.51+1.37ab
4(control) 0.82+0.06a 5.10+0.37a 15.44+1.27cd 33.78+1.43c
5 0.90+0.06ab 5.62+0.38ab 12.41+0.32abcd  30.20+2.34c
6 2.52+0.26ab 7.47+0.48ab  10.61+1.15abc 27.07+£1.87c
7(control) 2.52+0.26¢ 15.75+1.65c¢ 9.10+2.16a 11.41+3.14a
8 2.53+0.21c 15.79+.34c 9.63+0.30ab 14.66+1.81ab
9 2.23+0.05¢ 13.95+0.35c  10.53+0.34ab 12.62+1.99a
p-valor <0.0001 <0.0001 0.0006 <0.0001
Trzr;]\tt?)rsnle % Ceniza %Fibra gSV/Kg % Humedad
1(control) 20.89+0.81abcd  0.00+0.00c 791.07+8.05abcd 77.91+3.15cd
2 24.80+1.10bcd  0.00+0.00c 752.05+11.03abc 85.50+8.00d
3 26.64+0.38d 0.00+0.00c 733.66+3.84a 84.02+5.22d
4(control)  26.61+2.20cd 6.23+1.07b 733.87+21.96ab 51.96+3.58b
5 21.40+0.55abcd  8.78+0.43ab 785.98+5.47abcd 50.23+0.88b
6 18.29+.98abc 6.10+1.06b 817.15+19.79bcd 58.82+2.37bc
7(control) 15.68+3.72a 11.79+2.31a 843.16+37.21d 42.86+3.89ab
8 16.60+0.52ab  9.21+0.38ab 834.05+5.24cd 29.94+1.01a
9 18.15+0.60ab 6.80+0.73b 818.48+5.94cd 27.59+1.12a
p-valor 0.0006 <0.0001 0.0006 <0.0001
Tabla 17

Promedio + error estandar de la composicion quimica del biosol resultante segun la

dosis de consor cio bacteriano

Dosis consor cio L
% Nitr 6geno

% Proteina

% Carbono

% Grasa
(mg/L)

0 1.40+0.29a 8.74+1.82a 12.22+1.17a 20.52+3.54a
0.025 1.75+0.28a  10.94+1.72a 12.14+0.72b 18.25+3.63a
0.05 1.76£0.15a  10.99+0.97a 12.19+0.89b 18.40+2.38a

p-valor 0.1197 0.1183 0.9970 0.5581
CONTINUA

—
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Dosis
CoNsor cio % Ceniza % Fibra gSV/Kg % Humedad
(mg/L)
0 21.06+2.03a 6.01+1.85a 789.37+20.25a 57.58+5.54a
0.025 20.93+1.25a 6.00+1.51a 790.69+12.51a 55.22+8.45a
0.05 21.02+1.53a 4.30+1.14a 789.76+15.28a 56.81+8.33a
p-valor 0.9972 0.1281 0.9971 0.8199
Tabla 18
Promedio + error estandar de la composicion quimica del biosol resultante segun el
tipo sustrato
Sustrato % Nitr 6geno % Proteina % Carbono % Grasa
Microalga 1.51+0.21b 9.45+1.30b 13.98+0.54b 13.92+2.07a
Microa ga+
0.97+ 0.07a 6.06+0.41a 12.82+ 0.87b 30.35+1.36b
Excretas
Excretas 243+ 0.11c 15.16+0.69¢ 9.75+0.67a 12.90+1.28a
p-valor <0.0001 <0.0001 0.0016 <0.0001
Sustrato % Ceniza %Fibra gSV/Kg % Humedad
Microalga 24.11+0.94b 0.00+0.00b 758.93+9.40a 82.48+3.13c
Microalg+
22.10+1.49b 9.27+1.01a 779.00+14.93a 53.67+1.82b
Excretas
Excretas  16.81+1.16a 7.04+0.63a 831.89+11.56b 33.46+2.66a
p-valor 0.0016 <0.0001 0.0016 <0.0001

Porcentaje de reduccion de los componentes quimicos. todos los tratamientos
presentaron porcentajes de reduccion significativos (p<0.05), para cada una de las
caracteristicas quimicas evaluadas, con excepcion del contenido de grasa, en cual se
evidencio un aumento para los tratamientos 7, 8 y 9 (figura 22); y para e contenido de
ceniza, que resultd ser mayor paralostratamientos 1, 2 'y 3 (figura 23).

Por el contrario, parael caso del nitrégeno e menor porcentaje de reduccion se observé
en € tratamiento 8, con una media de 24.76 + 2.98 %, seguido de los tratamientos 7 y 9
con medias de 40.52 + 3.89 %, 37.60 = 1.71 %, respectivamente (figura 20). Y en €
caso del carbono y la fibra, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo, todos los tratamientos presentaron reduccion, siendo €
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mayor valor e del tratamiento 6, en ambos casos, con unamedia de 72.66 = 2.71 % para
carbono (figura2l) y 63.93+6.35% parafibra (figura 24).

& Nitrégeno digerido
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Figura 20 Promedio * error estandar del contenido de nitrégeno presente por
tratamiento
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Figura 21 Promedio + error estandar del contenido de carbono presente por
tratamiento
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C Grasa digerida
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Figura 22 Promedio + error estandar del contenido de grasa presente por

tratamiento
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Figura 23 Promedio + error estandar del contenido de ceniza presente por

Y%Ceniza

tratamiento.
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Fibra digerida
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Figura 24 Promedio + error estandar del contenido de fibra presente por
tratamiento

Demanda Quimica de Oxigeno: (DQO), esta variable permite andizar la
susceptibilidad de la materia organica, para ser oxidada por una sustancia quimica, en
mililitros de oxigeno por litro (De la Torre Chauvin, 2009).

En base a esto, mediante el método de dicromato de potasio, se determinaron las
concentraciones de DQO para cada uno de los tratamientos, encontrandose diferencias
significativas en los valores iniciales (p=<0.0001) y finales (p=<0.0001), como se puede
evidenciar en latabla 19.

Para los tratamientos 7, 8 y 9, correspondientes al sustrato heces, no se encontraron
diferencias significativas, sin embargo, presentaron un menor DQO inicial en
comparacion con los otros tratamientos, con una media de 4047 + 177.91 ppm.
Contrario a ello en e DQO fina & tratamiento 7 fue e que presenté la menor
concentracion en comparaciéon con los otros tratamientos, con un vaor de 2067.00
194.01 ppm.
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Tabla 19
Promedio + error estandar dela demanda quimica de oxigeno inicial y final
Media + ee
Tratamientos DQOinicia DQO final
(Ml oxigend/L) (Ml oxigend/L)
1(contral) 12463.50 + 466.27 ¢ 4378.17 + 293.80 b
2 11851.83+180.84 c 4936.83 + 56.30 b
3 1273350+ 481.43 c 4970.17 £ 441D
4(control) 9420.17 £ 190.99 b 9143.50 + 208.11d
5 11850.17 + 496.68 4180.17 + 136.94 b
6 11966.83 +671. 02 ¢ 6913.50 + 410.01 ¢
7(control) 3635.17 £ 329.20 a 2067.00£ 194.01 a
8 4055.17 + 273.87 a 3911.83+277.40 b
9 445350 + 170.22 a 4306.83 + 188.89 b
p-valor <0.0001 <0.0001

Por centaje de reduccion del DQO: se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.0001). Sin embargo, los tratamientos 8, 9 y 4 fueron estadisticamente
similares, con una media de 3.29 + 0.23%, que representd e menor porcentgje de

reduccion de DQO, como se muestra en lafigura 25.
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Figura 25 Promedio + error estandar de la demanda quimica de oxigeno por
tratamiento
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Demanda Bioquimica de Oxigeno: (DBOs), esta variable se interpreta como la
cantidad de oxigeno necesario para que la materia organica sea oxidada por los
microorganismos presentes (De la Torre Chauvin, 2009).

En base a esto se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos tanto para
DBOs inicia (p<0.0001) como final (p<0.0001), siendo los tratamientos 7 y 8 los que
menor concentracion inicia y fina presentaron (tabla 20).

Tabla 20
Promedio * error estandar de la demanda bioquimica de
oxigenoinicial y final

Media *+ ee

Tratamientos DBOsinicia DBOs find

(mloxigenoll—) (mloxigenoll—)
1 1166.67 + 33.33 e 616.67 £ 16.67 b
2 1716.67 £ 16.67 c 950.00 + 0.00 a
3 2850.00 +£ 0.00 a 950.00 £ 0.00 a
4 1933.33+16.67 b 1066.67 + 33.33 a
5 2750.00 + 0.00 a 1050.00 £ 0.00 a
6 1433.33+16.67d 666.67 + 33.33 b
7 716.67 £ 33.33¢g 400.00 £ 50.00 c
8 900.00 + 50.00 f 50.00 + 28.87 d
9 1600.00+ 76.38cd 550.00+0.00b
p-valor <0.0001 <0.0001

Por centaje de reduccion del DBOs: todos los tratamientos fueron estadisticamente
similares con respecto a porcentge de reduccion del DBOs, con una media de 53.53 +
2.03 %; con excepcion del tratamiento 8, que fue € que mayor porcentgje presentod
(94.41 + 3.06), como se muestraen lafigura 26.
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Figura 26 Promedio + error estandar de la demanda bioquimica de oxigeno por

tratamiento

4.1.4 Analissderegresion

A continuacion, se detallan las correlaciones encontradas entre |as variables, de acuerdo
a coeficiente de Pearson (p<0.005).
Produccion de biogas: para la produccion de biogas se encontré una correlacion negativa
con el contenido de sdlidos voléatiles del biosol, es decir, a menor concentracion de solidos
volatiles en el biosol resultante, mayor vaa ser el volumen de biogéas producido (figura 27).
Para |os tratamientos con las dosis de consorcio bacteriano de 0.00 mg/L y 0.025 mg/L
el estadistico R? indica que Unicamente 49% y 5% de los datos se gjustan al modelo de
regresion, con un coeficiente de correlacion de 0.56 y 0.09 respectivamente. Mientras
gue para los tratamientos con la dosis de 0.05 mg/L, € 74% de los datos se gustaron a

model o de regresion, con un coeficiente de correlacion de 0.97.
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Figura 27 Regresién del contenido de sdlidos volatiles sobre la produccién de
biogéas, de acuerdo ala dosis de consor cio bacteriano.

Caracteristicas quimicas del biol y biosol: las correlaciones existentes entre las
caracteristicas quimicas de los productos resultantes del proceso de biodigestion se
detallan en la tabla 21. Siendo las més importantes, las correlaciones positivas entre €
volumen de biogas y el porcentgje de ceniza, DBO y DQO, ya que, estas indican que a
mayor cantidad de estas variables mayor sera la produccion de biogas debido a la
presencia de materia organica. Ademas, las correlaciones positivas del pH con las
concentraciones de amonio, calcio, azufre y cenizas, muestran que los mismos afectan
directamente a los valores de pH y por ende a la actividad de los microorganismos que

participan en €l proceso de digestion.
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Tabla 21
Coeficientes de correlacion de Pearson para las caracteristicas quimicas del biol y
biosol

NH, P Ca Mg S N C Grs Cen SV DBO DQO

\Yj ns ns ns nNs ns ns ns ns 047 -047 042" 033

*

pH 016 -093 075 ns 057 ns ns -0.42° 041 -041" ns ns

NH, ns 067 ns 066 -051" 0.7 ns 07 07 075 054
P 053 ns ns ns ns 059 ns ns ns ns
Ca 062" 084 -06 064 ns 064 -064 068 ns
Mg 043" -057 ns ns ns ns ns ns
S 04" 069 ns 069 -069° 0.84 ns
N 047 -07 -047 047 -062° -058
C ns 1 -1 071 048
Grs ns ns 045 0.64
Cen -7 071 048
sv -0.71° -0.48
DBO 0.51°

V, volumen de biogas; pH, potencial de hidrégeno; NH,4, amonio; P, fosfatos; Ca, calcio;
Mg, magnesio; S, azUfre, N, nitrdgeno; C, carbono; Grs, grasa; Cen, ceniza; SV, solidos
volatiles; DBO, demanda biol 6gica de oxigeno; DQO, demanda quimica de oxigeno.
*Significativo (p<0.005)

ns no significativo

415 Analisiseconémico

A continuacién, se presenta un andlisis de los costos presentes en € estudio para cada
tratamiento, proyectado para una produccion de biogéas de 40 m*/dia, planteados para un
tiempo de retencion de 30 dias.

Tabla 22
Inver siones de activos fijos para la produccién de biogas, biol y biosol
Inversion de activos fijos
Descripcion  Precio ($) Vida Gtil (afios) Depreciacion
Infraestructura 3.200 25 128
Equipos 2.500 20 125
TOTAL 253

En la tabla 23 se muestran los costos operativos para cada tratamiento para una

produccion de 30 dias.
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Tabla 23
Costos operativos de cada tratamiento, para la produccién de biogas, bio y biosol
durante 30 dias

Costos oper ativos
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
COSTOSFIJOS
Depreciacion 253 253 253 253 253 253 253 253 253
Manodeobra 600 600 600 600 600 600 600 600 600

Arriendo 180 180 180 180 180 180 180 180 180
Luz 15.50 15.50 1550 1550 1550 1550 1550 1550 15.50
COSTOSVARIABLES
Insumos 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Reactivos 55.80 55.80 5580 5580 5580 5580 5580 5580 55.80
In6culo 2.50 2.50 250 250 250 2.50 0.00 0.00 0.00
Heces 0.00 0.00 000 120 120 1.20 1.20 1.20 1.20
Consorcio 0.00 1.60 3.20 0.00 1.60 3.20 0.00 1.60 3.20
Frascos 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Transporte 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Varios 250 250 250 250 250 250 250 250 250
TOTAL 1696.8 16984 1700 1698 1699.6 1701.2 16955 1697.1 1698.7

Los ingresos percibidos luego de 30 dias de produccién se muestran en la tabla 24,
realizando laventa del biogasy los fertilizantes en forma de biol y biosol.

Tabla?24
Ingresos de cada tratamiento, para la produccién de biogas, biol y biosol durante
30dias

I ngr esos
Produccién Precio unitario I ngr esos
- Biogas Biol Biosol Biogas Biol Biosol Biogds Biol Biosol Total
mM) M3) (Kgg (& (G O (&) &) (©)

1 12 6020  0.82 0.10 064 0.12 0.12 3853  0.10 38.74

2 4.09 20447 279 0.10 064 0.12 0.41 130.86 034 131.61
3 120 6000 82 0.10 064 0.12 12.00 3840  9.84 3861.84
4 68.43 3421.37 46.76 0.10 0.64 0.12 6.84 2189.68 5.61 2202.13
5 3317 1658.34 22.66 0.10 0.64 0.12 3.32 1061.34 2.72 1067.38
6 87.75 4387.46 59.96 0.10 0.64 0.12 8.78 2807.97 7.20 2823.94
7 1.55 77.54 1.06 0.10 0.64 0.12 0.16 49.62 0.13 49.90

8 221 110.58 151 0.10 0.64 0.12 0.22 70.77 0.18 71.17

9 15.26 763.25 10.43 0.10 0.64 0.12 1.53 488.48 1.25 491.26

A continuacién, se muestra el flujo de cgja en donde se puede observar los beneficios
netos obtenidos en cada tratamiento. Se determiné que el mayor beneficio se obtiene con
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los tratamientos 3,4 y 6 con valores de $2161.84, $504.13 y $122.74 respectivamente,
como se muestraen latabla 25.

Tabla 25
Flujo de caja de cada tratamiento, para la produccion de biogas,
biol y biosol durante 30 dias
Flujodecaja
Tratamiento Ingresos Costosoperativos Beneficio neto ($)

1 38.74 1696.8 -1658.06
2 131.61 1698.4 -1566.79
3 3861.84 1700 2161.84
4 2202.13 1698 504.13

5 1067.38  1699.6 -632.22
6 2823.94 1701.2 1122.74
7 49.90 1695.5 -1645.60
8 71.17 1697.1 -1625.93
9 491.26 1698.7 -1207.44

4.2 Discusion
4.2.1 Analisisproximal delabiomasa algal y excretas porcinas

El uso de biodigestores es una tecnologia que se ha usado desde hace varios afos, sin
embargo, sus procesos han tenido diferentes problemas principamente por la composicion
de los materiales empleados para alimentar |os digestores. Por esta razon se han desarrollado
algunos estudios similares en los Ultimos afios, en donde se ha buscado mejorar los niveles
de productividad de dichos sistemas mediante la aplicacion de consorcios bacterianos y el
uso de material es organicos alternativos.

Uno de los principales pasos que se deben redizar para la implementacion de un
sistema de digestion anaerobia es € andlisis de los sustratos a ser empleados, ya que, de
acuerdo con la FAO (2011), las caracteristicas bioquimicas de dichos materiales deben
presentar fuentes de nutrientes en proporciones adecuadas para garantizar un buen desarrollo
de los microorganismos dentro del sistema.

Varnero y Arellano (1990), reportan que los contenidos de grasa, proteina, ceniza 'y
humedad en excretas porcinas pueden variar segiin € tipo de alimentacion de los animales,
pudiendo ser 11.5%, 10.95%, 23.67% y 50% respectivamente; valores similares a los
encontrados en este estudio (5.54 %grasa, 23.26 %proteina, 22.23%ceniza y
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43.68%humedad), con algunas variaciones que pueden deberse como ya se menciono a tipo
de alimentacion.

Por otro lado, Becker (2004) menciona en cuanto a la composicion de la microalga
Chlorella vulgaris, que esta posee porcentajes de proteina y grasa de 51-58% y 14-22%
respectivamente, los cuales son levemente inferiores a los valores obtenidos en este estudio
para Chlorella sp. biotipo 1 que fueron de 64.95% de proteinay 39.35% de grasa.

Seglin Fermoso et al. (2016), e contenido de solidos volétiles esta relacionado
directamente con la produccion de biogés, reportando valores de 898 gSV/Kg y unarelacion
CIN de 4.78 paralamicroalga Chlorella Sorokiniana, los cual se confirma con este estudio,
en donde se encontré un contenido de solidos volatiles para Chlorella sp. de 929.84
gSV/Kg y una relacion C/N de 2.09, caracteristicas que favorecieron la produccion de
biogés para los tratamientos con microal ga.

4.2.2 Produccion de biogas

Varios estudios realizados han demostrado que la codigestion de desechos de origen
animal y vegetal favorece la produccion de biogés, ya que, a realizar una mezcla balanceada
de los mismos, se mejora la relacion carbono/nitrogeno y se disminuyen las cantidades de
oligoelementos en |os productos resultantes de la digestion (Rivas, Faith, & Guillén, 2010).

En este estudio se pudo evidenciar |o mencionado anteriormente, ya que, al realizar una
mezcla de la microalga con las excretas los rendimientos de biogés mejoraron en relacion
con los biodigestores que solo contenian excretas. Estos resultados se corroboran también
con lo mencionado por Rodriguez et al. (1997), quienes realizaron una investigacion en la
cual se andliz6 la productividad de una mezcla de estiércol con material vegetal,
encontrando que |os digestores cargados con la mezcla presentaron mayores rendimientos de
biogas que los que contenian estiércol.

Por otro lado, autores como Frigon, et al. (2013) y Mussgnug et al. (2010), mencionan
gue las microalgas del género Chlorella presentan rendimientos de biogés de entre 218 a
361 ml/gSV, resultados similares a los obtenidos en este estudio para los tratamientos que
solo estuvieron constituidos por Chlorella sp. Biotipo 1, como es el caso del tratamiento 3
gue tuvo unamedia de 319.17 + 33.63 ml/gSV.
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De acuerdo con Demirel y Scherer (2008), la naturaleza de los materiales empleados
influye en el desarrollo del proceso fermentativo, razén por la cual es muy importante tomar
en cuenta las caracteristicas quimicas de |os mismos.

Ademas del tipo de sustrato que se emplee para la obtencion de biogas, la inoculacion
de microorganismos para mejorar la eficiencia de estos sistemas ha sido una de las
alternativas que mas se ha estudiado en los Ultimos afios, ya que, se ha determinado que la
aplicacion de pequefias cantidades de bacterias acelera €l proceso de digestion, por su
influencia durante la etapa de hidrdlisis (Miah, Tada, Yang, & Sawayama, 2005).

Es asi que algunos investigadores como Tuerson et al. (2013), han evaluado € efecto de
la aplicacion de consorcios bacterianos en procesos de digestion anaerobia para mejorar la
produccion de biogas, obteniendo incrementos de entre el 16 y el 77% del biogas tota en
comparacion con € control.

Lo mencionado anteriormente apoya los resultados de este estudio, tras el incremento
significativo de la produccion de biogas de un 78% en los tratamientos donde se inocul 6 €l
consorcio bacteriano del genero Bacillus, en dosis de 0.05 mg/L.

4.2.3 Caracteristicasquimicasdel biol

Una vez que se da por terminado el proceso de fermentacion anaerobio, se obtienen
como resultado productos organicos que pueden ser empleados como fertilizantes debido a
sus caracteristicas quimicas. Estos productos se dividen principalmente en dos componentes,
uno liquido conocido como biol y otro solido denominado biosol (Aparcana, 2008).

Como ya se mencion0d anteriormente el biol congtituye la parte liquida resultante del
proceso fermentativo y se estima que constituye aproximadamente el 90% del material con
el que se aimentan los biodigestores, variando de acuerdo a tipo de sustrato empleado
(Aparcana, 2008).

El principa uso que se le da a este efluente liquido denominado biol es el de
fertilizante, razon por la cual es muy importante conocer la composicion quimica del mismo.

En cuanto a esto, autores como Ruiz (1966) y Trinidad (2007), mencionan que un buen
biol debe tener un pH Optimo de 6.6 a 7.6, debido a que dentro de este rango se favorece la
absorcion de nutrientes para las plantas, principamente el nitrégeno en forma de amonio o

nitratos. Todo esto muestra que dichos rangos se gustan perfectamente a los valores
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medidos en el biol resultante de este estudio, para casi todos los tratamientos, haciéndolo
apto para ser aplicado como fertilizante.

Ademas Rey (2014), menciona que los niveles de amonio presentes en bhioles
resultantes de procesos de digestion en donde se emplearon microalgas, por 1o general son
altos debido a que estas captan €l nitrégeno del medio en el que se desarrollan y unavez que
entran en un proceso de digestion, este se libera aumentando asi su concentracion en e
producto final. Razon por la cua se explicarian las altas concentraciones de amonio en €l
biol procedente de los tratamientos en |os que se inoculo la microalga Chlorella sp.

Por otro lado Ponton (2010) , compara en su investigacion la concentracion de algunos
nutrientes como potasio, fésforo, calcio, magnesio y zinc, presentes en el biol resultante de
un proceso de biodigestion con las concentraciones de los mismos nutrientes en excretas de
origen animal sin tratar. En donde es evidente el gran aporte nutricional que constituye el
biol en comparacion con la aplicacion directa de las excretas, reportandose valores de
3141.88 ppm K, 130 ppm P, 173.94 ppm Ca, 361.69 ppm Mgy 4.29 ppm de Zn. Vaores
gue no difieren demasiado de los obtenidos en esta investigacion y que demuestran que €
biol obtenido posee un gran potencial fertilizante.

4.2.4 Caracteristicasquimicas de biosol

El biosol se considera como |a parte solida resultante del proceso de biodigestion y
constituye alrededor del 10% del material inicial (Aparcana, 2008).

La composicion quimica del biosol varia de acuerdo a origen del sustrato y existen
varias investigaciones en donde se han analizado los cambios de cada una de €ellas. Es
asi que Rivas (2010) , menciona que a adicionar en € proceso de digestion, materiales
ricos en grasas vegetales, la productividad del biogas aumenta en un 2400%, razon por
la cual se podria evidenciar que en este estudio los tratamientos con Chlorella sp.
Presentaron un mayor volumen de gas y en los andlisis finales, los porcentajes de grasa
se redujeron notablemente en comparacion con |os tratamientos que contenian grasas de
origen animal (excretas).

Seglin Rey (2014), las concentraciones de DQO y DBOs de los efluentes de
biodigestores con microalgas, son significativamente menores a los de los afluentes,
debido a la eliminacion de la carga organica de los materiales empleados, obteniéndose

porcentajes de remocion de entre 33 y 41% para sistemas simples y en codigestion
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respectivamente. Porcentajes que se asimilan a los obtenidos en esta investigacion en
donde los tratamientos que no contenian microal gas presentaron |0s menores porcentajes
de remocion de DQO (3.29 + 0.23%).
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CAPITULOV
CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La produccion de biogas obtenida a aplicar una dosis de consorcio bacteriano de
0.05 g/L en codigestion con lamicroalga Chlorella sp. y excretas porcinas (T6: 128.91 +
7.14 ml/gSV), no fue la mgor, sin embargo, superd a los tratamientos en los cuales se
empled solamente excretas porcinas (T7, 8y 9: 20.81 £ 12.01 ml/gSV).

El uso de la microalga Chlorella sp. y la inoculacion de una dosis de 0.05 mg/L
(T3) en procesos de digestion anaerobia, aumentd la produccion de biogas, Ilegando a
obtener 319.17 + 33.63 ml de biogés/g SV, en un periodo de 30 dias.

La inoculacién de consorcios bacterianos del género Bacillus, demostré mejorar la
eficiencia de la produccion de biogas a partir de materiales con atos contenidos
lignocelul6sicos y hemicelulésicos, como son las microalgas y € estiércol porcino.

El tipo de sustrato empleado, en procesos de fermentacion anaerobia, influyé
directamente sobre las caracteristicas quimicas del biol y biosol resultante,
proporcionando en todos |os casos, una fuente estable y adecuada de nutrientes para su
uso como fertilizante.

L os procesos de digestion anaerobia disminuyen la demanda quimica y biologica de
oxigeno (DQO y DBO), de residuos con altos contenidos de materia organica, como
Chlorella sp. y excretas porcinas, disminuyendo de esta manera su potencid
contaminante.

En base a andlisis econdmico, se determiné que los procesos de degradacion
anaerobia con Chlorella sp. y codigestion de Chlorella sp. con excretas porcinas,
constituyen una alternativa Gtil para el tratamiento de residuos organicos y la generacion
de energia y fertilizantes a bgjo costo; siempre y cuando se inocule una dosis de
consorcio bacteriano de 0.05 mg/L.
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5.2 Recomendaciones
Para garantizar € buen funcionamiento de un sistema de digestion anaerobia, se
recomienda tener en cuenta la relacion C/N, ya que, de ello dependera la actividad

bacteriana dentro del proceso.

Se recomienda controlar constantemente los niveles de temperatura del sistema, ya
que, temperaturas por debajo de los 12°C podrian detener € proceso, disminuyendo la
produccion de biogas,; y temperaturas por encima de los 45 °C podrian provocar una

descomposicion acel erada dando como resultado bioabonos inestabl es.

Se recomienda realizar un proceso previo de desproteinizacion de los sustratos para

aumentar e contenido de metano en el biogas resultante.

Es recomendable € uso de cultivos algales con su maxima concentracion celular,

para aumentar la cantidad de nutrientes disponibles paralas bacterias del sistema.
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