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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivos determinar la dosis optima de sustratos
agropecuarios (estiércol de ovino y paja de arroz) para la produccion de biogas, evaluar
el efecto del pretratamiento alcalino en la paja de arroz y determinara el modelo mas
adecuado para predecir la produccion de biogas empleando sustratos agropecuarios. La

investigacion es de tipo aplicada con enfoque cuantitativo y disefio experimental.

Se realizé un pretratamiento alcalino con NaOH, se evaluaron dos dosis, al 8% y 10%,
siendo la dosis al 10% la que presento mayor eficiencia en la reduccién de lignina,
holocelulosa, celulosa y hemicelulosa con un 17.03%, 20.97%, 12.61% y 8.36%
respectivamente. Se llevd a cabo ensayos de potencial bioquimico de metano a
temperatura mesofilicas. El gas se determind por el volumen de agua desplaza, se
estudiaron 5 dosis 100 % EO; 50% EO/ 50% PAT; 70% EO /30% PAT; 70% PAT /30%
EO vy 100 % PAST. La dosis 50% EO/ 50% PAT es la que presento mayor eficiencia con
una produccion maxima de biogés de 1801.5 ml CH4. El modelo logistico para la dosis 30
% EO con 70% PAT presento el R mas alto con un 93.4 % de variabilidad del volumen

de biogas.

Palabras clave: Produccién de biogas, co — digestion anaerdbica (co-DA), paja de

arroz (PA), estiércol de ovino (EO)



ABSTRACT

The objectives of this research are to determine the optimal dose of agricultural
substrates (sheep manure and rice straw) for the production of biogas, evaluate the effect
of alkaline pretreatment on rice straw and determine the most appropriate model to
predict the production of biogas using agricultural substrates. The research is applied with

a quantitative approach and experimental design.

An alkaline pretreatment with NaOH was carried out, two doses were evaluated, 8% and
10%, with the 10% dose being the one that presented the greatest efficiency in the
reduction of lignin, holocellulose, cellulose and hemicellulose with 17.03%, 20.97%,
12.61% and 8.36% respectively. Biochemical potential tests of methane were carried out
at mesophilic temperatures. The gas was determined by the volume of water displaced,
5 doses of 100% EO were studied; 50% EO/ 50% PAT; 70% EO /30% PAT; 70% PAT
/30% EO and 100% PAST. The 50% EO/50% PAT dose is the one that presented the
greatest efficiency with a maximum biogas production of 1801.5 ml CH4. The logistic
model for the 30% EO dose with 70% PAT presented the highest R2 with 93.4% variability

of the biogas volume.

Keywords: Biogas production, co — anaerobic digestion (co-DA), rice straw (PA),
sheep manure (EO).
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I. INTRODUCION

Fuente de energia generadas de combustibles fosiles, en gran medida, es causante de
diversos fenbmenos tales como las sequias, inundaciones u olas de calor entre otros, en
diversas partes del mundo. Ante dicha situacién se requiere de la aplicacion de procesos
que permitan generar energia renovable, la cual conlleva a reducir el dispendio
energético convencional (NATIONAL GEOGRAPHIC, 2022, parr. 1 - 9). En la actualidad,
es el uso de residuos sdlidos, mediante la generacion de gases por descomposicion
anaerdébica (Aguilar, Armijo y Taboada, 2009, p. 59) se presenta como una alternativa
ante dicha problematica.

Respecto a la generacién de biogas, es importante definirla como una mezcla de gases
conformado por diéxido de carbono (CO2), metano (CHa), vapor de agua y elementos
trazas en diferentes concentraciones, siendo el metano el mas importante de estos por
su alto valor calorifico, por eso se requiere producirlo en mayor concentracion a los

demas componentes. (FNR, 2010, p. 31).

El Peru se ubica entre los principales productores de arroz cascara en américa latina,
segun MINAGRI hasta abril del 2019, se obtuvo 408 790 toneladas de arroz cascara
provenientes de los molinos, de las cuales Arequipa ocup0 la cuarta posicién (14.2%),
con una produccion de 58253 toneladas (2019, p. 5). De otro lado, la poblacién pecuaria
ovina ascendid en 11 338 424 (1.2 % a nivel nacional, 2017), generando ingresos de 407
700 000 nuevos soles haciendo que la regién Arequipa ocupe la décimo quinta posicion,
con una poblacion de 187 138 ovinos (Lobato, 2018, p. 10 - 13).

Por lo expuesto, las actividades agropecuarias, a pesar de las condiciones climatoldgicas
y metodologias aplicadas para la siembra y crianza de animales no han detenido su
produccion tanto en el arroz como en el ovino, esta actividad no ha ido de la mano con
el manejo y gestién de subproductos que se generan en dicha actividad incluyendo al
finalizar el periodo del cultivo de arroz lo cual deriva en la paja de arroz. El estiércol es

otro residuo generado por las actividades pecuarias en las que existen adn acciones



minimas para reducir o revalorizar dichos residuos agropecuarios conllevando a

problemas ambientales

En cuanto a la paja de arroz, esta se suele incinerar, en el afio 2016, la acumulacién y
guema clandestina de residuos solidos y rastrojos, fue la actividad con mayor frecuencia
(56.9%), conllevando problemas ambientales y afectando a la poblacion aledafia (INEI,
2016, p. 138). Alrespecto, segun el INIA, la quema de residuos organicos, como el arroz,
deja al suelo desnudo exponiéndolo a ser erosionado y culmina degradando el recurso,
a su vez se emiten a la atmdésfera, material particulado y elevadas concentraciones de
gases nocivos para la atmosfera. Asimismo, segun el INIA la quema perjudica tanto a los
macroorganismos como microorganismos presentes en el area incinerada, se reduce la
materia organica y con ella se generan bajos niveles de nutrientes (2015, p.13), lo que
obliga al uso fertilizantes quimicos, desestabilizando los suelos. Segun la agencia agraria
de noticias se estim@ para el 2018 un incremento de 200.5 millones de toneladas de
fertilizantes en todo el mundo, frente al periodo del 2008 de tal manera que el nitrégeno,
fosfato y potasio incrementaran en un 1.4 %, 2.2% y 2.6 % respectivamente (2015, parr.
1-4).

Al igual que la paja de arroz el estiércol, si es que no se tiene un control en el
almacenamiento, transporte, en su reutilizacién o disposicién final, puede conllevar a
impactos ambientales negativos. El agua es contaminada por heces ganaderas mediante
escurrimiento, infiltraciones o escorrentias, a su vez, el suelo puede verse afectado
debido a la sobre carga de nutrientes alterando la capacidad de captacion de los cultivos,
finalmente, producto de la descomposicion se emiten a la atmosfera, elevadas
concentraciones de amonio, metano y 6xido nitroso (Pinos et al, 2012, pp. 362 — 364).

Ante dicha situacién, es importante incentivar proyectos que permitan darle un manejo
sostenible a los subproductos que se generan de dichas actividades, tales como la
generacion de energia no convencional. De acuerdo al articulo 67 del D.S N° 014 — 2017
- MINAM, se reconoce a la biodegradacion, entre otras operaciones, COmo un proceso
gue permite aprovechar el potencial energético de los residuos (pp. 27 - 28), en el pais

se cuenta con un sistema eléctrico interconectado nacional (SEIN) que genera 80 MW



producida a partir de la biomasa residual (MINAM, 2016, p. 54) pero aun se requieren

mas obras para incrementar la diversidad de fuentes de energia renovable.

Camana, en la actualidad no ejecuta proyectos que gestionen de manera rentable los
residuos generados en las actividades agropecuarias, ante dicha situacion se plantea
como problema general ¢Qué mezcla de sustratos agropecuarios influye para obtener
mayor producciéon de biogas, mediante la co - digestion anaerdbica, Lima 2019? A partir
del problema general se plantea como problemas especificos ¢ El pretratamiento alcalino
con hidroxido de sodio al 10% influye en los componentes lignoceluldsicos de la paja de
arroz para la produccién de biogas mediante la co — digestion anaerobica?; ¢ Cual sera
el modelo mas adecuado para predecir la produccion de biogas empleando sustratos

agropecuarios mediante la co — digestién anaerdbica?

Basado en los problemas generales y especificos se plantea la hipotesis general. La
mezcla mas adecuada de sustratos agropecuarios que se debe emplear para la
produccién de biogas mediante la co - digestion anaerdbica es 50 % de paja de arroz
tratada (PAT) con 50 % estiércol de ovino (EO). De dicha hipétesis se propuso las
hipotesis especificas. El pretratamiento alcalino con hidroxido de sodio al 10% influye en
los componentes lignocelulésicos de la paja de arroz para la produccion de biogas
mediante la co — digestion anaerdbica; el modelo Logistico es el que mejor predice la
produccién de biogas empleando sustratos agropecuarios mediante la co — digestion

anaeroébica

De acuerdo a la hip6tesis se plantea como objetivo general, determinar la dosis 6ptima
de sustratos agropecuarios para la produccion de biogas mediante la co - digestion
anaerobica, Lima 2019, y como objetivos especificos. Evaluar el efecto del
pretratamiento alcalino en la paja de arroz para la produccion de biogas, mediante la co
— digestion anaerodbica; Determinar el modelo mas adecuado para predecir la produccion

de biogas empleando sustratos agropecuarios.



ll. MARCO TEORICO

Generalmente el biogas se genera por residuos organicos, en un proceso anaerobico, se
descomponen parte de los materiales organicos presentes considerados como sustratos,
en este proceso actuan un conjunto de bacterias anaerobias muy sensibles, que pueden
resultar completamente inhibidas cuando hay presencia de oxigeno (Varnero, 2011,
p.14). En esta practica se suele considerar tres fases para la digestién de residuos
sélidos, sin embargo, en los dltimos afios se viene utilizando, un modelo denominado
“ADM 1” (ver figura. 1), desarrollado por la Asociacion internacional del Agua (IWA), dicho

modelo considera cuatro fases (Parra, 2015, p. 144) para un proceso general.

Materia organica compleja

(Carbohidratos, lipidos y proteinas)

HIDROLISIS
(Bacterias fermentativas hidroliticas)

Componentes organicos simples

(Azucares, acidos grasos y aminoacidos)

ACIDOGENESIS (Bacterias fermentativas acidogénicas)
1

dcidos grasos volatiles (cadena larga)
I

I
‘ alcoholes y cetonas ‘

ACETOGENESIS

Bacterias acetogénicas productoras Bacterias acetogénicas

de hidrogeno

l A —— l
I
Hz, CO: Acetato
| (Bacterias acetogénicas consumidoras de hidrogeno) |
METANOGENESIS
Metanogénicas hidrogenotroficas metanogénicas acetoclasicas
— CHs CO: A——

Figura 1. Proceso de digestion anaerdbica esquematizado, adaptado de Morae et al.
2015



En la primera fase denominada hidrdlisis, son los microorganismos anaerobios tanto
estrictos (clostridium, bacteroides), como facultativos (estreptococci), la cual transforman
los compuestos de gran masa molecular como lipidos, grasas, proteinas entre otros,

obteniendo compuestos solubles de cadena corta. (Parra, 2015, pp. 144 — 145).

Los productos generados en la hidrdlisis, se dividen durante la etapa de acidificacion,
debido a la presencia de bacterias fermentadoras, las cuales forman acidos grasos mas
pequefios, tales como acido acético, propionico o butirico, ademas también se genera
hidrégeno (Hz) y diéxido de carbono (CO2) (Reyes, 2017, p. 68). Si bien en la segunda
etapa (acidificacion) se forma hidrégeno molecular y acetato, estos son luego asimilados
por los microorganismos metanogénicos, sin embargo, existe ademas otros compuestos
como butirato o propionato, que requieren ser transformacién en hidrégeno y acetato
para luego lograr su metanizacion, en esta etapa la accion de bacterias acetogénicas es
requerida. Durante la acetogénesis, los principales productos que se genera son los
acidos grasos volatiles (AGV), estos degradan compuestos como los alcoholes, acido

propiodnico, lactico, etc. (Reyes, 2017, p.69).

En la fase metanogénica, se produce el dioxido de carbono y el metano, a partir de
microorganismos metanogénicos. El metano generado del acetato, didxido de carbono e
hidrogeno, son producidos por dos tipos de bacterias: las acetotréficas generando el 70
% de biogas en la DA a partir del acetato y las hidrogenotréficas utilizando como sustrato
al COze Hz (Parra, 2015, p. 145).

En la digestion anaerdbica se debe tener en cuenta ciertos pardmetros operacionales
tales como la temperatura, ante ello son los microorganismos metanogénicos los mas
sensibles ya que su desarrollo es mas lento en comparacién con otros grupos
microbianos que intervienen en el proceso anaerdbico. Cuando la temperatura
incrementa en pocos grados la biodigestion anaerobica no se ve afectada; no obstante,
un decrecimiento puede conllevar a una baja produccion de metano, sin embargo, las
bacterias acidificantes no se verian afectadas, por el contrario, incrementarian la

produccion de acidos (Reyes, 2017, p.70).

Asimismo, es importante considerar la capacidad de retencion hidraulica durante el

tiempo, ya que esté relacionado con el rango de temperatura con la que se lleva a cabo
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el proceso. A altas temperaturas (43 °C a 55°C) menor sera el tiempo de retencion (15 a
20 dias), por el contrario, a menor temperatura (< 20 °C) mayor sera el tiempo en que se

mantenga el sustrato en el digestor (70 a 80 dias) (Al Seadi, 2008, p. 23).

Con respecto al pH si es inferior a 6 en el digestor se producira biogas con bajo contenido
de metano y por ende inferiores cualidades energéticas, asi las bacterias acidogénicas,
son menos susceptibles a valores extremos de pH, mientras que las metanogénicas, se
requiere un pH mas cercano al neutro, ya que valores bajos reducen su actividad, lo que
conlleva a un incremento de acidos grasos volatiles disminuyendo la produccion de
biogas. Asimismo, si se emplean una mezcla de sustratos, el pH no debe ser mayor a 8
ni menor a 6 (Varnero, 2011, p. 43), en la practica, cuando se presenta una ligera
acidificaciéon, este puede ser regulada, mediante la adicion de una base (NaOH, Ca
(OH)2) (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 61).

Otro pardmetro a considerar es la relacion carbono / nitrégeno, ya que el carbono es la
principal fuente energética de la poblacion metanogénica que interviene en el proceso,
asimismo el nitrégeno es un elemento fundamental para la conformacién de nuevas
células, una relacion 6ptima de estos dos elementos en los sustratos es considerado

optimo en un rango de 20:1 — 30:1 (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 34).

En la actualidad se viene tratando diversos residuos cuyo fin es generar energia, la paja
de arroz, esta considerada como una de las materias organicas no aptas para ser
biodegradadas ello debido a la composicién de este residuo, la cual esta conformada por
un polimero de hemicelulosa, lignina y celulosa (Contreras, 2013, p.25).

Ante dicha situacién la co — digestiéon anaerdbica es una via econémicamente factible
para el manejo de subproductos lignocelulésicos, al co — digerirlo con otros sustratos
(Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 23), un candidato es el estiércol, en este caso de
oveja cuya caracteristicas bioguimica deben permitir un eficiente funcionamiento de los
digestores basados en el desarrollo y actividades microbianas dependientes del equilibrio
de las sales minerales (Varnero, 2011, pp. 14 - 29), dichas caracteristicas dependeran
de la raza de la oveja, su dieta y periodo del afio (Reyes, 2017, p. 65).



Asimismo, con el fin obtener una mayor eficiencia en proceso anaerobico y acelerar la
velocidad de degradacion sin de dejar de lograr el buen rendimiento de biogas se vienen
desarrollando diversas tecnologias de pre tratamiento, permitiendo que la biomasa
lignoceluldsica sea mas disponible para la degradacion. La tecnologia de pre tratamiento
se puede dividir en base a los principios fisicos, quimicos y bioquimicos, no obstante,
también se utilizan combinaciones de estos (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 88).

El pre tratamiento mecanico, aumenta el area especifica de la materia prima, la cual es
aprovechada por los microorganismos encargados de degradar, por fases, los enlaces y
compuestos complejos a otros mas simples (Martinez y Garcia 2016, p. 83), ademas, se
reduce la formacién de capas flotantes que generan bloqueos en los puntos de salida de
los digestores e interfieren en el escape del biogas, por eso es importante considerar en
la fase hidrolitica particulas entre de 1 — 2 mm para lograr la eficacia del tratamiento
(Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 90 — 91). Con respecto al pre tratamiento quimico
se han investigado un conjunto de sustancias quimicas, entre acidos y bases en
diferentes concentraciones. De acuerdo a Martinez y Garcia se han evaluado diversos
agentes alcalinos, de estos el que mas se ha utilizado es el NaOH (2016, p. 86). El efecto
del pretratamiento quimico en la biomasa lignoceluldsica fue evaluado por Zahan y
Othman en base al PBM. Evaluaron para ello utilizaron como sustrato desechos de pollo
(DP), desperdicio de alimento (DA) y paja de trigo (PA). La mezcla tratada produjo 321.6
+ 13.4 ml N/g SV que incremento cuando se adicion6 50% de sustratos pretratados
(2019, pp. 287 - 294). Debido a su estructura y composicion lo residuos lignoceluldsicos
son resistentes a la hidrolisis. El pretratamiento alcalino hace que la hemicelulosa sea
més accesible a las enzimas hidroliticas, ademas la lignina se solubiliza permitiendo el

acceso a la celulosa (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 94).

Con el fin de determinar el posible rendimiento de biogéas, asi como la velocidad de
degradacion y degradabilidad anaerdbica de materiales organicos se lleva a cabo
pruebas de PBM (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, p. 64), con ello se selecciona el
in6culo y sustrato potenciales, brinda un prondéstico, con respecto a la operacion de
reactores a escala real, permite determinar la produccion energética de un sustrato asi

como evaluar el proceso co — digestivo anaerobico de diversos sustratos (Cardenas et



al, 2016, p. 95). La prueba se lleva a cabo en frascos cerrados de 0.5 — 2 litros de
capacidad (ver figura 2), asimismo el numero de repeticiones deben ser por lo menos
triplicados para cada disolucion (Angelidaki, 2009, p. 931).

T =

Headspace

| Water |
Inoculum I
IS

Figura 2. Recipiente para ensayo de biodegradabilidad anaerdbica, adaptado de
Angelidaki, 2009

Previo al desarrollo de los ensayos de potencial bioquimico de metano (PBM), se debe
caracterizar sustratos. En particular se debe determinar la concentracion de nitrégeno,
solidos volatiles (SV), solidos totales (ST); respecto al in6culo, se debe caracterizar la
relacion SV/ST, actividad metanogénica especifica (AME) y la alcalinidad total (AIT), con
el fin de identificar la biomasa activa, su capacidad de producir biogas y su capacidad
buffer respectivamente (Cardenas et al, 2016, p. 100).

Pohl, Sanchez — Sanchez y Mumme. utilizaron como sustrato aceite de colza y paja de
trigo, establecieron tres tasas organicas, basado en la relacién C/N, el experimento se
realizd en dos sistemas de reactores a diferentes temperaturas (37 °C y 55°C), a
temperatura termofilica (55°C) el rendimiento fue mayor en un 18 %, con una tasa
organica (TO) de 2.5 g L*d%, pero cuando incremento la TO la produccién disminuy6 en
un 2.2% (2019, parr. 8 - 39).

Vats, Khan y Ahmad estudiaron la co — digestion anaerdbica utilizando bagazo de cafa
de azucar (BCA) y desechos de aves de corral (DAC), mediante dos conjuntos de
experimentos, en el primero se co — digirié el BCA no tratado con DAC; mientras que en

el segundo se co — digirié el BCA pretratado térmicamente con DAC, en ambos casos se



establecieron 6 mezclas BCA/DAC con resultados que incrementaron la produccion de
biogas en un 8 % para una mezcla 35:65 en la co -DA pretratada térmicamente (2019,
parr, 4 — 21).

Kouas et al. experimentaron la co — digestibn anaerobia en reactores discontinuos y
luego usaron los datos obtenidos sobre los parametros fisicoquimicos en una simulacion
automatizada de reactores semicontinuos para evaluar su comportamiento en la co —
digestion anaerdbica. En el experimento, emplearon estiércol de vaca (EV), zanahoria
(2), tomate (T), repollo (RP), pan (P), gras (G) y carne de res (CR) y se establecieron 6
mezclas de dos sustratos, 01 de tres sustratos y 01 de cinco sustratos. La produccion
experimental de metano (CHa4), fue mayor con respecto a la calculada a partir del
potencial bioquimico de metano (PBM) de cada sustrato demostrando que la actividad
endogena resulta primordial en este proceso (2018, parr. 6 — 46). En otros casos se han
logrado mayores rendimientos, por ejemplo, Vivekanand et al. utilizaron ensilaje de
pescado (EP), suero (S) y estiércol de vaca (EV) y establecieron 15 combinaciones
utilizando dos sustratos (EP/S; EP/EV-EV/S) y 03 combinaciones utilizando los tres
sustratos (EP/S/EV) logrando un rendimiento de hasta 84 % en la mezcla de EV/EP
frente a los sustratos mono digeridos (2018, parr 5 — 25).

LI et al. evaluaron las relaciones de mezclas de estiércol de vaca con, paja de trigo, paja
arroz y tallo de maiz asimismo se evalu¢ si el efecto de ocho elementos (C, P, N, K, S,
Fe, Coy Ni) de los residuos empleados, influian en la produccion de biogas. La relacién
de mezcla de 1:9 mantuvo una alta remocion de SV y produccién de metano. Asimismo,
la relacién de mezcla de 5:5 presento la mayor produccion acumulada de metano con 19
L (2014, pp. 308 - 313). Kumari et al. Utilizaron de lodos de depurada, estiércol de vaca
y diferentes sustratos organicos tales como desechos de jardin, aguas residuales
lacteas, residuos florales y residuos de cocina. Se establecieron 4 mezclas cuatro

mezclas obteniendo una tasa de produccion maxima de 4500 mi/dia (2018, pp. 2 — 8).

Alonso, Del rio y Garcia (2016) co — digirieron lodos de depurada con lixiviados de pulpa
de remolacha azucarera, en un sistema de dos fases en un digestor termofilico, seguido
de un digestor mesofilico y un sistema con un solo digestor monofasico para cada

temperatura elegida (mesofilica o termofilica) y lograron un rendimiento méaximo de CHa4



en condiciones mesofilicas (0.63 LCH4 / g SVT eliminados) de una sola etapa a
diferencia de la termofilica (0.21 LCH4 / g SVT eliminados) (pp. 108 — 114). Hidalgo,
Martin-Marroquin y Corona, evaluaron los efectos de la relacion de mezcla utilizando, en
este caso, harina de carne (HC), estiércol de cerdo (EC), glicerina (GL) y agua del
proceso de produccion de carne (APPC). Se concluyé que la co — DA de EC y AP
favorecio el proceso en la produccion de biogas cuando la cantidad de HC no excedia el
10% del total (2018, pp. 2 — 6).

Zheng et al, utilizaron residuos agropecuarios, en este caso pasto (P), hierbas (H) y
estiércol lacteo (EL), fueron digestados en reactores Bach con pruebas duplicadas de
mono — digestion utilizando el P y H, de co- digestion usando estiércol lacteo y hierbas
en 05 mezclas y de co- digestidn de estiércol lacteo con pasto en una relacion 2:2 (EL/P).
Este dltimo proceso EL/P resulto éptimo con una producciéon de metano de 39% en
comparacién con la mono - digestiéon (2018, pp. 250 — 256). Estos intentos por generar
metano a partir de residuos organicos merecen especial atencion sobre todo en grandes
urbes, donde el desarrollo econédmico genera un crecimiento poblacional por la elevada
migracion de hombres y mujeres, sin embargo, este desarrollo surge acompafiado de un
fuerte consumismo y generacién de subproductos organicos que en paises en via de

desarrollo atn no son revalorizados y aplicados como fuente renovable.
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. METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacion
Tipo de estudio

La investigacion es de tipo aplicativo, se manipulan las variables basadas en los
conocimientos teoricos, ya establecidos, asimismo el disefio es experimental, dado que

se obtendran resultados mediante proceso empirico.

La investigacion a realizar es de nivel explicativo. Segun Hernandez, este tipo de estudio

radica en interpretar la relacion de dos o mas variables (2014, p.95).
Disefio de investigacion

La investigacion tiene un disefio experimental de un factor con k observaciones con n

tratamientos

y=t+ K+ e (ecu. 1)
Donde:
t = tratamientos o dosis (causa).

k = observaciones (efecto).
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3.2 Variables y operacionalizacion

Tabla 1. Operacionalizacién de variable

VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ESCALA
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSION INDICADORES ~ ESCALA DE
MEDICION
Sustratos Los sustratos son Pretratamiento Lignina %
agropecu arios aquello_s residuos Para (_)peracionali_za’r quimico a la paja
que derivan de las la variable se realiz6 de arroz
actividades un pretratamiento Celulosa o
agropecuarias, en el alcalino con hidréxido °
caso de ser de sodio al 8% y 10
mezclados dichos % a la paja de arroz,
residuos proceso al  se medird la eficiencia Holocelulosa %
que van a ser en base a los
sometidos se componentes
denomina co - lignocelulésicos

digestion (Gonzélez
y Jurado, 2017,

p.45).
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSION INDICADORES ESCALA DE
DEPENDIENTE MEDICION
Produccion de El biogéas es una Para operacionalizar Modelo Produccién Adimensional
biogés mezcla de gases la variable, la paja de potencial maxima
smpd_o &l metano el arroz pretra_tada con Cociente de tasa Adimensional
mas importante de la mejor dosis se co — méxima
estos, debido a su digerio con estiércol _ i ;
capacidad calorifica de ovino, en Posibilidad de Adimensional
(FNR, 2010, p. 31) diferentes producir biogas en
proporciones. Se opto base al sustrato
la mejor mezcla en Mezcla 100% PAST %
base al potencial
bioquimico de metano 30% EO / 70% PA %

(PBM). Asimismo, se
obtuvo un modelo
estadistico para

predecir 50% EO / 50% PA %
para predecir la
produccion de biogas.

70% EO /30 % %
PA
100 % EO %

Fuente. Elaboracion propia.

3.3 Poblacion, muestra, muestreo, unidad de analisis

Poblaciéon

La paja de arroz, se obtuvo de la empresa “Agro Estrella” E.l.R.L, localizada en ciudad
de Camana, en el departamento de Arequipa. Dicha institucion cuenta a la fecha con 243

hectareas aptas para la siembra de arroz cascara.
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El estiércol de oveja que se ha empleado en la investigacion, se obtuvo del “Mdédulo de
crianza para la investigacion y capacitacion del sistema de produccién de ovinos —
RIGORANCH?”, localizado en la Universidad Nacional Agraria — La Molina (UNALM), con
una produccién de 150 cabezas de ovinos anuales. Las defecaciones son almacenadas
en cumulos en la parte inferior, donde habitan los animales, dicho almacenamiento, no

cuenta con piso o0 geomembrana impermeable en la superficie.

Para el funcionamiento de los digestores se requirié de lodo activado, la cual se obtuvo
del reactor de flujo ascendente (UASB) del Centro de Investigacion en Tratamientos de
Aguas Residuales y Residuos Peligrosos (CITRAR — UNI).

Muestra

La cantidad de sustrato a emplear en los reactores, esta basado en los valores de solidos
volatiles presentes, tanto en el estiércol de ovino (EO), la paja de arroz sin tratar (PAST)
y la paja de arroz tratada (PAT) inéculo, para ello se aplicé la ecuacion 13. (Contreras,
Pereda y Romero, 2012, p.8).

m; x Cj;
P, = (ecu.2)
Mg * Cg

Doénde:

Pi = Relacion inoculo/ sustrato

mi = Masa del inoculo (gr).

ms = Masa del sustrato (gr).

ci = Solidos volatiles del inoculo (%)
cs = Solidos volatiles del sustrato (%)

En la presente investigacion se optd por una relacion inéculo/sustrato de 0.5, ya que el
ensayo se llevo a cabo en reactores discontinuos sin agitacion (Cardenas et al, 2016,
p.102).
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Muestreo

La muestra representativa se realizO método de cuarteo (ver figura. 3) descrito por
WELLINGER, MURPHY y BAXTER (2013, p. 58). se tomé 6 sub muestras superficiales
de estiércol fresco, cabe indicar que las heces frescas se encontraban en la parte
superior de los cumulos (fig. a). Seguidamente, se realiz6 un zarandeo (fig. b) con la
finalidad de obtener estiércol libre de materiales, tales como piedras, tierra, etc. Luego
se extendieron sobre un plastico formando un montén (fig. ¢), mediante una lampa se
mezclaron las sub muestras hasta homogeneizarlas (fig. d). Posteriormente, se dividid
en cuatro partes, eliminando las dos partes opuestas, la operacion se repiti6 hasta

obtener 2 Kg, dicha muestra se conservo a bajas temperatura (fig. e).

En cuanto a la paja de arroz (ver figura. 4), se tomaron 20 sub muestras superficiales de
la zona de almacenamiento (fig. a.), posteriormente se realizé el mismo procedimiento,
con la cual se obtuvo la muestra de estiércol extrayendo 2 Kg (fig. b.). En cuanto al
indculo, se tomo 15 litros del reactor anaerdbico de flujo ascendente de la CITRAR — UNI
(ver figura 5), para ello se dejo fluir el contenido del reactor durante 2 minutos con la
finalidad de obtener microorganismos activos (fig. a). Luego se almaceno en un
recipiente (fig. b). Las muestras recolectadas de ambos subproductos agropecuarios

fueron almacenadas en bolsas con sello hermético a bajas temperaturas (4 °C).
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Figura 5. Toma de muestra de inoculo
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Unidad de analisis

Para la presente investigacion se estudiaron 5 dosis 100 % EO; 50% EO/ 50% PAT; 70%
EO /30% PAT; 70% PAT /30% EO y 100 % PAST. Se tomo como elemento de medicion

el volumen desplazado, Se realizo tres repeticiones para cada dosis (ver tabla 6.)

3.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

La caracterizacion de los sustratos, el in6culo y la medicion de los indicadores
especificados en la matriz de operacionalizaciobn se realizaron de acuerdo a las

siguientes técnicas.

Tabla 2. Parametros para la caracterizacion de sustratos agropecuarios e indculo

Parametro Metodologia Ecuacion
Método Gravimétrico W= w100
Solidos volatiles SV = e 3)
(SV) W,= Masa del residuo + placa después de ignicién en la
mufla (gr).
Relacion Varnero e
- K =-= (ecu.4)
carbono/nitrégeno %N
Dénde:

K= C/N de mezcla de sustratos.
C= % de carbono organico que presentan los sustratos.
N= % de nitrégeno que presentan los sustratos.

Actividad Método Volumétrico .
metanogén|ca AMEexperimental = I Vmuestr_a (eCU. 5)
especifica (AME) e

m= Pendiente maxima de la curva de produccién de biogas

I= Concentracion del inéculo en gSVI/I
VT muestra = Volumen total de muestra en la botella

Potencial de

hidrogeno (pH Método de
9 (p ) electrométrico

Fuente: Adaptacion de APHA, AWWA, y WEF, 1992; NOM - 021,2002; Pérez y Torres, 2008; Varnero,2011; Soto,
1992.
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Tabla 3. Pardmetros para la evaluacion de pre tratamiento a la paja de arroz

Parametro Metodologia Ecuacion
Lignina Método Klason % Lignina = g* 100 (ecu. 6)
Donde:

C= Peso del residuo seco (lignina)
D = Peso de la muestra seca

Celulosa Método Gravimétrico % Celulosa = =100 (ecu. 7)
Donde:
A= Peso del residuo seco
B = Peso de la muestra seca
Porcentaje de hemicelulosa

Holocelulosa Método Gravimétrico % holocelulosa = -+ 100 (ecu. 8)

Donde

R = Peso de la Holocelulosa
W = Peso de la muestra
Porcentaje de lignina

Hem i Ce| u | osa % Hemicelulosa = % Holocelulosa — %Celulosa

Diferencia entre el porcentaje (ecu. 9)
de Celulosa y Holocelulosa

Fuente: Norma TAPPI- 222, 2006; Jaime y Wise, ASTM 1998 D5142

Para determinar los indicadores planteados en la matriz de operacionalizacion (tabla. 1)

se emplearon los siguientes instrumentos

e Sistema Bach
Son equipos que permiten medir directamente el metano, utilizando una base, que
captura el diéxido de carbono. En comparacion a los otros equipos (el manométrico y el
cromatografo de gases) es el de mas bajo costo (Cardenas, et al. 2016, p. 102). La figura

4, detalla de forma esquematica la instalacion del sistema Bach para la investigacion.

9 [}
Ly i hl
ﬁﬁ\ 1 1=Digestor
— fT 2-Baiio maria
5 3= Boklia de 1L de NaOH @N)
_ T — L 4=Botela de desplazamienio de
G —
— e — ( 5=Botela de recoleccion de agua
— B — — Va B=Vanlas e vidro
— e — 4 7= Tapin de caucho di forados
= :& . 8=Tapén mono brados
_ EHT ] — 9= Manguera de siicona
L[]

Figura 6. Sistema Bach esquematizado

17



Tabla 4. Validez de equipos utilizados

NOMBRE SERIE FUNCION IMAGEN

pH- HANNA/ Permite medir las concentraciones de iones del

HI 8424 9as hidrogeno, presente en una disolucion,
también se denomina potenciémetro (Lépez,
2012, p. 10). EI pH es un parametro
fundamental en el proceso anaerobico, Lee et
al, evalué el efecto de una fuente alcalina en la
co — digestiébn anaerobica, tomando como
variable el pH (2019 pp. 433 — 438).

metro

Estufa VULCAN Es un equipo la cual sirve para secar
3-550 recipientes y muestras, esta constituida por dos
camaras, una externa y la otra interna, la
segunda esta elaborada con material de
aluminio, la cual permite una adecuada
trasmision de calor, en el interior se encuentran
anaqueles elaborados con  materiales
inoxidables, es en este en donde se deposita
las muestras que van a ser secadas
(Organizacion Panamericana de la Salud,
2015, p. 139).
Mufla STEEL Este equipo tiene como fin eliminar los

componentes bioldgicos de la muestra,
sometiéndolo a elevadas temperatura, entre
500°C a 1000 °C (L6pez, 2012, p. 17). Para
determinar la muestra, mediante la ecuacion 2

se requiere la concentraciébn de solidos

volatiles (Contreras, Pereda y Romero, 2012,
p.8).

Fuente. Elaboracion propia.
e Bafio Maria

Es un equipo, que estad conformado por un tanque de material inoxidable, en la parte
inferior de este se encuentra montado un conjunto de resistencias eléctricas, en este
equipo se somete a los sustratos hasta 100 °C (Organizacion Panamericana de la Salud,
2015, pp. 55 - 57). Debido a que el estudio se llevoé a cabo a temperatura mesofilica se
utilizé un termostato para mantener dicho rango de temperatura, un recipiente de plastico
de 30 L.
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3.5 Procedimiento

El procedimiento se subdividié en tres etapas como se detalla en la tabla 5. En la etapa
exploratoria se obtuvo la muestra (ver. Ecu. 2) y a su vez se caracterizé los sustratos y
el inoculo. Posteriormente, se llevd a cabo el pretratamiento alcalino con NaOH al 8 y
10%. La paja de arroz pretrata con la dosis mas eficiente, en base a los componentes
lignocelulésicos de dicho sustrato se co — digirieron con estiércol de ovino, al finalizar el
proceso se realizé con los volimenes de biogas obtenidos una comparacion de modelos
con el fin de determinar el que mejor se ajusta. Finalmente, en la etapa concluyente, se

realizé el andlisis estadistico.
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Tabla 5. diagrama de procedimiento

Etapa exploratoria

Solidos totales

Solidos volatiles

tratamiento

10% a la paja

l

Lignina

Celulosa

Holocelulosa

alcalino al 8% l

Evaluacion de
mezclas

!

=)

30% EO / 70% PAT
50% EO / 70 PAT
70% EO/ 30% PAT
100% PAST
1000% EO

Muest Caracterizacion
uestreo de sustrato e ‘ Relacion C/N
- inodculo
AME
pH
Etapa experimental
Pre

Comparacion de
modelos

!

Modelo de Gompertz

Modelo de exponencial

Modelo Logistico

Etapa concluyente

Analisis estadistico

Fuente. Elaboracion propia.

Procedimiento de la etapa exploratoria

Caracterizacion fisicoquimica a los sustratos

Inicialmente se midieron tanto a los sustratos como al indculo los sélidos volatiles (SV),

sélidos totales (ST), carbono, nitrégeno, pH (ver ANEXO. 2), dichos analisis se llevaron
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a cabo en el laboratorio de quimica de la Universidad Cesar Vallejo - Lima Norte y en el
laboratorio de Andlisis de Suelos Plantas Aguas y Fertilizantes de la Universidad

Nacional Agraria La Molina.
Determinacion de actividad metanogénica al indculo (AME)

La AME del inGculo, se utilizaron seis recipientes con un volumen de 500 ml, tres de ellos
estuvieron conformados por el indéculo mas acido acético como sustrato estandar,
mientras que los otros tres fueron el indculo sin sustrato, también llamados blancos. Cada
digestor se conectd, hacia un frasco que contenia una solucién de NaOH al 0.625 N, la
cual genero la formacién de carbonato, atrapando el diéxido de carbono presente en el
biogéas, gas se midié por el volumen desplazado de agua. El ensayo se realizé a
temperaturas mesofilicas para ello se utilizd un termostato de 50 W. la AME se calcul6

aplicando la ecuacion 5.

Figura 7. Ensayo de AME

Procedimiento de la etapa experimental
Pretratamiento

La paja de arroz (PA), se tritur6 en una molienda (fig. a), luego se tamizo (fig. b)
obteniendo un tamafio de particula entre 1 - 3 mm, el fin de este pretratamiento fue
obtener una mayor area especifica de la biomasa lignocelulésica (Contreras, Pereda y
Romero, 2012, p.3)
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b)

Figura 8. Tratamiento fisico a la paja de arroz

Posteriormente, se realizd un tratamiento alcalino con hidréxido de sodio (ver fig. a), con
concentraciones de 8% y 10% a la PA extruida (ver fig. b), el proceso se realiz6 en
frascos de 500 ml hidroxido de sodio (ver fig. d), el volumen de trabajo fue de 450 ml. A
cada frasco se le afiadié 30 gramos de paja de arroz (ver fig. c) y agua destilada (ver fig.
e.), para para ajustar la relacion masa/volumen 1:10 (p/v). las mezclas se agitaron
manualmente 3 veces al dia y se encubaron por 72 horas a temperatura ambiente.
Culminado el pretratamiento la paja de arroz se filtrd (ver fig. f.), y se secé a una estufa

por 24 horas a 105 °C (fig. g.), la muestra se almacend para su posterior uso a 4 °C.

Figura 9. Tratamiento alcalino a la paja de arroz

Los componentes lignocelulésicos de la paja de arroz no tratada y pretratada con
hidréxido de sodio al 8% y 10% se determinaron en el laboratorio de servicios de andlisis

guimicos (LASAQ) de la Universidad Nacional Agraria La Molina (ver Anexo. 3).

22



Prueba de potencial bioquimico de metano (PBM)

Se establecio tres mezclas (ver tabla. 6) con la finalidad de medir cual es el que presenta

mayor eficiencia, para la produccion de biogas. Asimismo, se evaluo6 la mono digestion.

Tabla 6. Dosis establecidas para la co - digestion y mono digestion anaerébica

Co -digestion anaerobica

Dosis 1 70 % EO — 30 % PAT

Dosis 2 50% EO — 50 % PAT

Dosis 3 30 % EO — 70 % PAT
Mono digestién anaerdbica

Dosis 4 100 % PAST

Dosis 5 100 % EO

Fuente. Elaboracion propia.

El ensayo se realiz6 en frascos de 500 ml, la fase de almacenamiento de gas representa
el 10 % del volumen de trabajo, mientras el in6culo ocupa un espacio de 10 % del
volumen util (ver anexo. 4), ademas, se preparoé tres blancos. La prueba se realizé a
temperatura mesofilicas (35 °C), con agitacion manual diariamente, durante un minuto
mediante el uso de un termostato. Se prepar6 una solucion alcalina al 2 N, para la captura
de dioxido de carbono (COz2) que se genero en los reactores. El volumen del gas se midio

por volumetria.

Se realiz6 tres repeticiones para cada dosis, ello para garantizar la reproductibilidad de
los ensayos en base a un andlisis estadistico (Angelidaki, 2009, p. 931). Asimismo, se
operaron tres réplicas de reactores control (blancos), cuyo fin fue determinar la

produccién enddgena.
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Figura 10. Ensayo de PBM

3.6 Método de analisis de datos

Procedimiento de la etapa concluyente

Método de andlisis de datos

Para determinar estadisticamente si existe diferencia significativa entre las medias de la
produccion de metano (CHas) y las dosis (D1, D2, D3, Day Ds), se llevo a cabo la prueba
de Kruskal-Wallis para analizar si existe diferencias significativas entre las cantidades de
biogas de cada dosis empleada. Para determinar estadisticamente si existe diferencia
significativa entre las medias en los pretratamientos alcalino con hidréxido de sodio al
8% y 10%, se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, la unidad
experimental estd representada por las dosis, la cual modifican los componentes
lignocelulbsicos presentes en la paja de arroz. Posteriormente se realizd el test de
TUKEY cuyos resultados permitieron determinar cuél es la dosis Optima. Para
determinar el modelo mas adecuado en base a la produccion de biogas se realizo el

coeficiente de determinacion (R?).

3.7 Aspectos éticos

El presente proyecto se lleva a cabo manteniendo en reserva la informacién brindada por
las empresas, de donde se obtiene los subproductos agropecuarios y el indculo, de esta

manera se evita un conflicto de intereses entre el investigador y las empresas.
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IV. RESULTADOS

En la tabla 7 y tabla 8 se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion
fisicogquimica de la paja de arroz, el estiércol de oveja y el in6culo. Asimismo, en la tabla

9 se presentan los resultados de la caracterizacion de la paja de arroz tratada.

Tabla 7. caracterizacion fisicoquimica del estiércol de ovino y la paja de arroz

Parametro Unidad Paja de arroz sin  Estiércol de ovino
tratar
Solidos volatiles % 77.45 % 67.88 %

Potencial de hidrogeno Adimensional 7.45 8.64
Humedad % 4.37% -
Cenizas % 23.02% -

Carbono organico % 44.79 21.9

Nitrégeno % 1.17 1.90

Relacion C/N % 38.28 11.08
Extractivo % 7.27 -
Lignina % 34.97 -
Celulosa % 44.44 -
Holocelulosa % 34.5 -

Fuente. Elaboracion propia.

Tabla 8. caracterizacion fisicoquimica del inoculo

Parametro Unidad Resultado
Solidos volatiles % 41.84 %
Potencial de hidrogeno Adimensional 6.43
Carbono organico % 29.72
Nitrégeno % 2.78
Relaciéon C/N % 10.7
Actividad metanogénica especifica (AME) g DQO/ g SSV * dia 0.8776

Fuente. Elaboracion propia.

Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica de la paja de arroz pretratada (PAT)

Parametro Unidad Resultado
Solidos volatiles % 76.44 %
Potencial de hidrogeno Adimensional 7.86
Carbono organico % 20.01
Nitrégeno % 0.65
Relacion C/N % 30.78

Fuente. Elaboracion propia
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Tabla 10. Pretratamiento alcalino de la paja de arroz

En la tabla. 10 se presenta los resultados obtenidos del tratamiento alcalino con dosis al
10% y 8% en los componentes lignocelulésicos de la paja de arroz.

Ensayo PAT PAT PAT PROMEDIO PAT PAT PAT PROMEDIO
10% 10% 10% 8% 8% 8%
Humedad (%) 81.60 81.03 80.01 80.88% 81.52 82.21 80.02 81.25%
Extractivo (%) 22.47 22.86 11.96 19.10% 24.10 17.89 12.00 18.00%
Lignina (%) 22.00 25.00 4.10 17.03% 28.00 18.0 17.65 21.22%
Holocelulosa (%) 30.00 22.0 1091 20.97% 31.82 27.0 17.81 25.54%
Celulosa (%) 15.05 1591 6.87 12.61% 19.86 23.52 16.90 20.09%
Hemicelulosa 14.95 6.09 4.04 8.36% 11.96 1591 0.91 9.59%
(%)

Ceniza (%) 66.00 65.50 64.50 65.33% 61.50 58.50 59.50 59.83%

Fuente. Elaboracion propia.

En la figura. 11 se muestra los resultados de la generacion de biogéas, a partir de los
promedios obtenidos para determinar la actividad metanogénica del in6culo empleado
en la prueba, con una pendiente maxima 8.1667, obtenida de un analisis de regresion

lineal.

160

140 |
120 | y = 8.1667x + 4.7778
R?=0.9835

100
80
60
40
20

CH, (ml)

0 5 10 15 20

dias
Figura 11. Actividad metanogénica especifica, elaboracién propia

En la figura 12 se muestra los resultados de la generacion de metano (CHa4) en mililitros,
a partir de los promedios obtenidos de las mezclas de sustratos para determinar el PBM.
Como se puede apreciar la dosis con 50% EO/50% PAT presento mayor rendimiento de

metano durante los dias de investigacion a comparacion con las otras mezclas.
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Figura 12. Co - digestion anaerdbica, elaboracion propia

En la figura 13 se muestra los resultados de la generacién de metano (CHa4), a partir de
los promedios obtenidos de lo sustratos digeridos para determinar el PBM empleado en
la prueba, detallada en la etapa exploratoria, como se puede apreciar la dosis con 100
% EO de ovino, fue la que presento la menor generacion de metano en contraste con la

paja de arroz sin tratar.

Digestion anaerobica
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o © ¢
100.00
°
[}
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g 8§ & o o
0.00 =
0 2 4 6 8 10 12 14 16

® PAST 100% 100%EO

Figura 13. Mono digestion anaerdbica, elaboracion propia
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Analisis estadistico

Pretratamiento

Resultados del test ANOVA de un factor de las concentraciones de Lignina, Celulosa,

Holocelulosa obtenidas a diferentes soluciones de Hidréxido de sodio.

Tabla 11. Test ANOVA

Suma de
cuadrados Media
gl cuadratica F Sig.
LIGNINA Entre 622,101 2 311,050 6,254 ,034
grupos
Dentro 298,428 6 49,738
de
grupos
Total 920,529 8
HOLOCELULOSA Entre 928,840 2 464,420 6,873 ,028
grupos
Dentro 405,410 6 67,568
de
grupos
Total 1334,250 8
CELULOSA Entre 742,724 2 371,362 10,024 ,012
grupos
Dentro 222,285 6 37,048
de
grupos
Total 965,009 8

Fuente. Elaboracion propia.

En consecuencia, con el propdsito sefalado, para cada producto del experimento por
separado se compararon, mediante ANOVA, las medias de las concentraciones
obtenidas entre los tres tratamientos (tabla 11), el nivel de significancia es menor a 0.05
para los tres componentes por lo que hay diferencias significativas entre los

pretratamientos realizados.
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Se complement6 el analisis anterior con la realizacion de comparaciones mdltiples (test
de TUKEY) cuyos resultados permitieron finalmente determinar cual de las soluciones
fue la mejor.

Tabla 12. Agrupacion de tratamientos, segun similitud de resultados lignina

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO N 1 2
HIDROXIDO DE SODIO 10% 3 14,7000
HIDROXIDO DE SODIO 8% 3 23,8833 23,8833
SIN TRATAMIENTO 3 35,0333
Sig. ,318 ,209

Fuente. Elaboracion propia.

La mayor concentracion promedio de Lignina se dio en el caso del experimento sin
tratamiento con NaOH (media=35.0333) y los menores promedios se dieron tanto en las
muestras con el tratamiento de NaOH al 10% (media=14.7000) y en las muestras con el
tratamiento de NaOH al 8% (media=23.8833).

Tabla 13. Agrupacion de tratamientos segun similitud de resultados, Holocelulosa

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO N 1 2
HIDROXIDO DE SODIO 3 20,9700
10%
HIDROXIDO DE SODIO 8% 3 25,5433 25,5433
SIN TRATAMIENTO 3 44,4400
Sig. , 782 ,068

Fuente. Elaboracion propia.

La mayor concentracién promedio de Holocelulosa se dio en el caso del experimento sin
tratamiento con NaOH (media=44.4400) y los menores promedios se dieron tanto en las
muestras con el tratamiento de NaOH al 10% (media=20.9700) y en las muestras con el
tratamiento de NaOH al 8% (media=25.5433).
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Tabla 14. Agrupacion de tratamientos, segun similitud Celulosa

HSD Tukey?

TRATAMIENTO

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

HIDROXIDO DE SODIO

10%

HIDROXIDO DE SODIO 8%
SIN TRATAMIENTO

Sig.

12,6100

20,0933

,353

20,0933
34,5000
,062

Fuente. Elaboracion propia.

La mayor concentraciéon promedio de Celulosa se dio en el caso del experimento sin

tratamiento con NaOH (media=34.5000) y los menores promedios se dieron tanto en las

muestras con el tratamiento de NaOH al 10% (media=12.6100) y en las muestras con el
tratamiento de NaOH al 8% (media=21.0933).

Ensayo de produccién bioquimica de metano

Las cantidades de produccion de metano de estas mezclas fueron medidas, en primer

lugar, mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, la cual es una prueba que

analiza si existe o no normalidad con menos de 50 datos.

Tabla 15. Prueba de normalidad Shapiro Wilk

Mezcla Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Interpretacién

Produccién 100% paja de arroz 0,869 15 0,033 No normalidad
de metano 70% estiércol ovino/ 0,924 15 0,225 Normalidad

30% paja de arroz

50% estiércol ovino/ 0,935 15 0,322 Normalidad

50% paja de arroz

30% estiércol ovino/ 0,909 15 0,133 Normalidad

70% paja de arroz

100% estiércol ovino 0,964 15 0,761 Normalidad

Fuente. Elaboracion propia.
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El resultado de la significancia fue menor al nivel de significancia para el sustrato 100%
paja de arroz, por lo cual las cantidades de produccién de metano de este sustrato no
poseen distribucion normal. Al existir una distribucion de cantidades de metano que no
tienen normalidad se debe utilizar la prueba de Kruskal-Wallis para analizar si se
presenta diferencias significativas entre las cantidades de metano de cada mezcla
empleada.

Tabla 16. Prueba de Krukal - Wallis

Estadisticos de prueba2?

Produccion de biogas
H de Kruskal-Wallis 13,087
gl 4
Sig. asintotica 0,011

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Mezcla

Fuente. Elaboracion propia.

La significancia (Sig.) indica un valor de 0,011, de manera que es menor al nivel de
significancia de 0,05 por ende, se debe rechazar la hipétesis nula y expresar que existen
diferencias significativas entre los sustratos agropecuarios para la produccién de biogas
mediante la co - digestion anaerdbica, Lima 2019. Al haberse identificado que existen
diferencias significativas entre los sustratos agropecuarios se debe utilizar una prueba
Post-Hoc, para definir la dosis optima de sustratos agropecuarios para la produccién de
biogas.

La prueba Post-Hoc de Kruskal Wallis analiza los rangos promedios de las cantidades

de produccién de biogas de cada sustrato o mezcla analizada.
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Tabla 17. Pruebas de rangos de Kruskal — Wallis

Mezcla N Rango Rango
promedio | promedio
produccion | 100% estiércol ovino 15 27,47
100% paja de arroz 15 29,67
70% estiércol ovino/ 30% paja de 15 38,20 38,20
arroz
30% estiércol ovino/ 70% paja de 15 41,87 41,87
arroz
50% estiércol ovino/ 50% paja de 15 52,80
arroz

Fuente. Elaboracion propia.

En la tabla. 17 se puede observar que los rangos promedios de las cantidades de
produccion de biogas de la primera columna se corresponden a las mezclas de menor
efectividad, las mezclas que ocupan ambas columnas son medianamente efectivas y las
de solo la columna derecha se corresponden a los de mayor efectividad.

Ajuste de modelo

En latabla 18, 19, 20, 21 y 22 se presentan los tres modelos y los parametros, asi como

el coeficiente de relaciéon (R?), mediante el software JMP.

Tabla 18. DOSIS EO 100% mod. Gompertz, mod. Logistico y el mod. Exponencial

MODELO LOGISTICO MODELO GOMPERTZ MODELO EXPONENCIAL

Parametro  Estimacion Parametro Estimacion Parametro Estimacion
A 0.547 A 53.999 A 31.295
B 3.924 B 0.426 B 0.032
C 54.005 C 2.804

R cuadrado 0.568 R cuadrado 0.576 R cuadrado 0.209

Fuente. Elaboracion propia.
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Tabla 19. DOSIS 70% EO / 30% PAT mod. Gompertz, mod. logistico y el mod.
Exponencial

MODELO LOGISTICO MODELO GOMPERTZ MODELO EXPONENCIAL
Parametro Estimacion Parametro Estimacion Parametro Estimacién

A 0.583 A 97.891 A 50.690
B 4.951 B 0.428 B 0.037
C 97.877 C 3.766

R cuadrado 0.604 R cuadrado 0.623 R cuadrado 0.231

Fuente. Elaboracion propia

Tabla 20. DOSIS 50% EO/50% PAT mor. Gompertz, mod. Logistico y el mod.
Exponencial

MODELO LOGISTICO MODELO GOMPERTZ MODELO EXPONENCIAL
Parametro Estimacion Parametro Estimacion Parametro Estimacion

A 0.421 A 193.954 A 69.474
B 6.544 B 0.278 B 0.058
C 190.258 C 4,917

R cuadrado 0.763 R cuadrado 0.739 R cuadrado 0.483

Fuente. Elaboracion propia.

Tabla 21. DOSIS 70% PAT/30%EO mod. Gompertz, mod. Logistico y el mod. Eponencial

MODELO LOGISTICO MODELO GOMPERTZ MODELO EXPONENCIAL
Parametro Estimaciobn Pardmetro Estimacion Parametro Estimacién

A 0.373 A 129.414 A 37.144
B 7.158 B 0.232 B 0.070
C 123.548 C 5.551

R cuadrado 0.934 R cuadrado 0.918 R cuadrado 0.716

Fuente. Elaboracion propia

Tabla 22. DOSIS PAST 100% mod. Gompertz, mod. Logistico y el mod. Exponencial

MODELO LOGISTICO MODELO GOMPERTZ MODELO EXPONENCIAL
Parametro Estimacion Parametro Estimacion Parametro Estimacion

A 0.485 A 115.419 A 24.986
B 8.846 B 0.301 B 0.086
C 111.613 C 7.472

R cuadrado 0.871 R cuadrado 0.843 R cuadrado 0.652

Fuente. Elaboracion propia.
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V. DISCUSION

Caracterizacién fisicoquimica de sustratos e inéculo

Se realizo una caracterizacion de los sustratos, en cuanto a la paja de arroz sin tratar
presenta el pH mas optimo con 7.45 para el proceso de biodegradacion. El estiércol de
ovino presenta un pH alcalino con un 8.64, con respecto al inéculo presenta un pH acido
con un 6.43, al respecto si el pH se encuentra inferior a 6 puede conllevar a una baja
produccién de biogés, por lo que el pH de los sustratos no debe ser mayor a 8 ni menor
a 6 (Varnero, 2011, p. 43).

En cuanto a la relacion C/N en el inGculo y el estiércol de ovino es bajo con un 10.7 y
11.08, respectivamente, la mayor relacion se da en la paja de arroz sin tratar con un
38.28, no obstante, al aplicar el pretratamiento alcalino en la paja de arroz la relacion se
redujo en un 30.78, la cual se encuentra en el rango optimo (Wellinger, Murphy y Baxter,

2013, p. 34), para llevar a cabo el proceso anaerobico.

Para determinar la actividad metanogénica se realizé un ensayo por triplicado en base a
los soélidos volatiles presentes en el lodo anaerdbico, obtenido de un reactor de flujo
ascendente, dicha evaluacion se llevo a cabo durante 28 dias, como resultado se obtuvo
un AME 0.8776 gDQO / g SSV * dia, la cual se encuentra dentro del rango establecido
para lodo floculento.

Efecto del pretratamiento alcalino

Mediante la adiccion de una sustancia alcalina se solubiliza la lignina permitiendo un
mayor acceso a la hemicelulosa y celulosa (Wellinger, Murphy y Baxter, 2013, pp. 90 —
91). Se observo cambios en las caracteristicas fisicas de la biomasa lignocelulésica
culminado el tratamiento alcalino, la lignina, holocelulosa, celulosa y hemicelulosa se
redujeron en un 17.03%, 20.97%, 12.61% y 8.36% (base seca) respectivamente con una
dosis de hidroxido de sodio al 10%, con respecto al tratamiento con una dosis de
hidroxido de sodio al 8%, la lignina, holocelulosa, celulosa y hemicelulosa se redujo
21.22%, 25.54%, 20.09% y 9.59% (base seca), siendo el tratamiento al 10% el que
presenta mayores cambios. Dichos resultados comprueban con lo planteado por HE et
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al., 2008 la cual realizaron un pretratamiento a la paja de arroz con una dosis al 6%
reduciendo los componentes lignoceluldsicos presentes en la pajilla (p. 2777).

Potencial bioquimico de metano

Para determinar la dosis Optima de sustratos agropecuarios para la produccion de
biogas, se empled distintas cantidades de mezclas de sustrato agropecuario, asimismo
se realizaron pruebas en donde se empled un solo sustrato (figura. 12), la dosis que
muestra mayor produccion de metano es la mezcla 50% EO / 50% PAT, en comparacion
con la mono digestién, donde produccién neta de la dosis con 100 % EO es la mas baja
con 667.93 ml CHa. La dosis 70 % EO / 30% PAT y la dosis 30% PAT / 70% EO presentan
una produccion casi similar con 1044.03 ml CHs4 y 1164.97 ml CHa. Los resultados
obtenidos mediante la co digestibn anaerodbica, previo tratamiento, comprueban lo
indicado por Wellinger, Murphy y Baxter, cuando dos o mas sustratos se mezclan el
proceso anaeroébico se incrementa el rendimiento del biogas (2013, p.88)

Se aplico el modelo logistico, exponencial y el de Gompertz sobre los resultados
experimentales de produccién de biogas para estimar los parametros del proceso de co
— digestién y mono digestion anaerdbica presentados en las tablas 18, 19, 20, 21 y 22.
En cuanto a la produccion de biogas a diferencia de Vats, Khan y Ahmad, 2019, la cual
aplicaron los mismos modelos en su estudio, el modelo logistico fue el que presento un
coeficiente de correlacion mas alto para las cinco dosis (100% PAST = 0.871, 100EO%=
0.568, 50%EO0/50%PAT= 0.763, 30%EO/70%PAT= 0.604 y 70%PAT/30%E0=0.934),

este modelo explica una mayor variabilidad del volumen de biogas que se produce.
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VI. CONCLUSIONES

El pretratamiento alcalino con hidroxido de sodio con una dosis al 10% presento mayor
reduccién de lignina, holocelulosa, celulosa y hemicelulosa con un 17.03%, 20.97%,
12.61% y 8.36% respectivamente, en comparacion con la dosis al 8%, la cual indica

mayor eficiencia para la aceleracion de la co — digestion anaerdbica.

El proceso de co — digestion anaerdbica que presento mayor eficiencia en comparacion
con la mono — digestion, la mezcla 6ptima de sustratos agropecuarios que se debe
emplear para la produccién de biogas, es aquella compuesta por 50 % de paja de arroz
pretratada (PAT) con 50 % estiércol de ovino (EO) con una produccién de 1801.5 ml CHa.
Mientras que la mezcla de menor eficiencia es la 100% de estiércol ovino con una

produccion maxima de metano 667.93 ml CH4.

La actividad metanogénica del lodo anaerébico empleado en el proceso de
biodegradacion es 0.8776 g DQO / g SSV * dia, la cual se ubica en el rango aceptable
citado en la literatura (0.4 — 1.2), por lo que se puede concluir como como un indculo

optimo para el proceso de biodegradacion.

De los tres modelos comparados se ha encontrado que el Logistico es el mas apropiado
para modelar la produccion de biogas, para cada uno de sustratos estudiados. A dicha
conclusion lleva la interpretacion de R2. Asimismo, la dosis 30 % estiércol de ovino con
70% de paja de arroz tratada presento un R? mas alto (0.934), la cual indica un 93.4%

de variabilidad del volumen de biogés.
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VII. RECOMENDACIONES

Para emplear la paja de arroz en el proceso anaerébico estudiado se recomienda
realizar el pretratamiento alcalino con hidréxido de sodio, ya que permite reducir
los componentes lignoceluldsicos presentes en la paja de arroz, o que a su vez
contribuye con la aceleraciéon de la hidrolisis, siendo esta la fase limitante del

proceso de biodegradacion para residuos lignoceluldsicos.

Se recomienda emplear mezclas 50% estiércol de ovino / 50% paja de arroz
tratada para la co - digestidn anaerdbica a mayor escala a temperatura mesofilica
(35 °C) en la ciudad de Camana. Asimismo, se recomienda emplear la relacion

in6culo/sustrato 0.5 para reactores continuos.

Se recomienda evaluar mas dosis con una relacion 50% EO/50% PAT con el fin
de ajustar modelo de Logistico empleando paja de arroz tratada con estiércol de

ovino.
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ANEXOS

ANEXO 1. Matriz de consistencia

"Produccién de biogas a partir de sustratos agropecuarios, mediante la co - digestién anaerébica a nivel laboratorio, Lima 2019"
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ANEXO 2. CARACTERIZACION DE SUSTRATOS

Determinacion de solidos volatiles (SV)

La determinacién de solidos volatiles del inoculo y los sustratos agropecuarios, se
llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia de APHA, AWWA, y WEF (1992, pp. 87 —
88). Para ello se calcino capsulas de porcelana en una mufla a 550 £ 50°C, previamente
limpia durante una hora, luego de dichos procesos se seco las capsulas en un desecador,
se midio el peso (W1) de las capsulas en una balanza analitica. Seguidamente, se tomo
una muestra de 30 gramos, de cada unidad de analisis, se tomo su peso (W2), para luego
secarlo en una estufa durante 1 hora a una temperatura entre 103 — 105 °C, luego se
calcino el residuo generado en la etapa anterior, durante 1 hora en una mufla a 550 +
50°C. culminado el proceso de calcinacion se transfirio la capsula a un desecador (Wa4).

El porcentaje se determind mediante la ecuacion 3.

Figura 14. Solidos totales y solidos volatiles

Determinacion carbono organico

Se determino la concentracién de carbono organico mediante el método Walkley y Black
detallado en la norma oficial mexicana 021 - RECNAT (2002, p. 18). Las muestras
pasaron por un tamiz de 0.5 mm, luego se peso 0.5 gramos y se colocaron en un matraz
de 500 ml. Seguidamente se adiciono 10 ml de dicromato de potasio (K2Cr207) al 1 N,
agitando el matraz para que entre en contacto con las muestras, luego se agrego

mediante una bureta 20 ml de &cido sulfurico concentrado, se agito el matraz durante un



minuto, dejando reposar por 30 minutos. Culminado el tiempo se agregd 20 ml de agua
destilada y 5 ml de &cido fosférico concentrado. Posteriormente se adiciono 5 gotas de
indicador de difenilamina. Luego se titulé con sulfato ferroso hasta que la muestra viro a

un verde claro. El porcentaje se determino mediante la ecuacion 4.
Determinacion de pH

El pH y la conductividad eléctrica de los sustratos e in6culo se determing de acuerdo a
la norma oficial mexicana 021 - RECNAT (2000, p. 12). Se peso 10 gramos de las
muestras por separado en vasos precipitados, luego se agregé 20 ml de agua destilada
a los recipientes que contenian las muestras. Por intervalos de 5 minutos durante 30
minutos se agito con una varilla de vidrio la mezcla muestra: agua dejando reposar por
15 minutos. Se utilizo un multiparametro HANNA, dicho equipo se procedio a calibrar con
tres soluciones reguladoras (pH 4.00 ,7.00 y 10.00). Primero, se lavoé el electrodo con
agua destilada, para que no se genere ningun tipo de alteracion en el proceso de
calibracion. Se inicio a calibrar con la solucion reguladora pH 4.00, se continud la solucién
pH 7.00 y por ultimo con la solucion pH 10. Culminado la verificacion se enjuago el
electrodo antes de la medicion. Se agito nuevamente las muestras contenidas en los
recipientes y se introdujo el electrodo registrando el pH al momento en que se estabilizo

la lectura.

Figura 15. Potencial de hidrogeno



ANEXO 3. Determinacion de componentes lignocelulésicos

El analisis de los componentes lignocelulosicos se realizo en el laboratorio de servicios
de analisis quimicos (LASAQ) de la Universidad Nacional Agraria La Molina, se llevo a

cabo el siguiente procedimiento.

Previo a la determinacion de los componentes lignocelulésicos Se secé la paja de arroz
pretratada en la estufa a una temperatura de 105 °C. En la balanza analitica se pesé 5
gramos de muestra seca (fig. a), empaquetando en un papel filtro. Se coloco el cartucho
en el aparato soxhlet (fig. b). Se agrego éter petroleo hasta que una parte del mismo sea
sifoniado hasta el matraz (fig. ¢). Seguidamente se conecto la cocinilla. El éter petroleo
al calentarse se evaporo y ascendié hacia la parte superior del cuerpo donde se
condenso por refrigeracion con agua, vertiéndose sobre la muestra, regresando
posteriormente al matraz por el sifon arrastrando consigo mismo la grasa. la cantidad de

gotas fue de 45 - 60 por minuto. El proceso duro tres horas (ver figura 16).

Figura 16. Preparacion de muestras para componentes lignoceluldsicos



Lignina

Para la determinacion de lignina se llevo a cabo de acuerdo al método de Klason (ver
figura 11), especificado en la norma TAPPI, 2006. Para ello se pes6 1 gramo de la
muestra extractante (fig. a.). Seguidamente se le adiciono 15 ml de &cido sulfdrico
(H2S04) al 72 % (fig. b.), se agito por 2 horas (fig. c.). Luego se adiciono 200 ml de agua
destilada (fig. d). la muestra se hirvié durante 4 horas por reflujo (fig. e,). Se filtro y se

seco a 105 °C (fig. f). Para el calculo de lignina se aplico la ecuacién 6.

Figura 17. Procedimiento para determinacién de lignina



Holocelulosa

Se determino la holocelulosa de acuerdo a la noma ASTM D-1104, detallado por Romero
et al. Se peso 2 gramos de la muestra extractante y se deposité en un matraz Erlenmeyer
(fig. a.). Se agrego 150 ml de clorito de sodio al 1.5 % (fig. b) y 10 gotas de acido acético
glacial (fig. c), se dejé en bafio maria a 70 °C durante 1 hora. Culminado el tiempo se
volvia adicionar 150 ml de clorito de sodio y 10 gotas de acido acético glacial. El proceso
se repitid 3 veces hasta que la muestra viro a blanco. Finalmente se filtr6 se lavd con
agua destilada (fig. ) y se sec6 en una estufa a 105 °C (fig. e). El resultado se calculd

aplicando la ecuacion 8.

Figura 18. Procedimiento para determinacién de holocelulosa



Celulosa

Se determind la celulosa de acuerdo a lo detallado por Romero et al. Se peso 1 gramo
de muestra en un matraz de 250 ml (fig. a). Luego se adiciono 10 ml de hidroxido de
sodio al 17.5 % (fig. b), la muestra se agito por 5 minutos (fig. c), transcurrido el tiempo
se adiciono al matraz 5 ml de NaOH al 17.5 % y se agito durante 1 hora. Después se
realizo tres filtrados, en el primero se filtré la muestra que se retiré del agitador se lavo
con 30 ml de agua destilada mas 25 ml de NaOH al 17.5% (fig. d). Posteriormente, la
muestra se agrego 15 ml de &cido acético se agito durante 3 minuto y se procedio a filtrar
(fig. e). Finalmente, la muestra mas el papel Whatman previamente pesado (fig. f), Se

llevo a la estufa a 105 °C (fig. g). El resultado se calcul6 aplicando la ecuacion 7.

Figura 19. Procedimiento para determinacion de celulosa



ANEXO 4. Proporciones establecidas para la el ensayo

EXPLICACION

Tenemos:
Volumen total (VT): 500 ml § P
Volumen util (VU): 90% * VT :
Fase de almacenamiento de gas: 10 % * VT

Inoculo: 10% * VU Headspace
Aplicando: ,
Fase de almacenamiento de gas: 50 ml b
Volumen atil (VU): 450 ml Inoculum
Inoculo: 45 mi

Fuente. Angelidaki, 2009

Volumen total del reactor 500 ml
Volumen util del reactor 450 ml
Inéculo 45 ml (10 % volumen atil)

Volumen que ocupan los sustratos

100 % volumen restante 405 ml
70% volumen restante 283.5 ml
30 % volumen restante 121.5 ml
50 % volumen restante 202.5 ml
Blanco
50 % volumen (til 225 ml

Fuente. Adaptacion de Garcia 'y Pérez, 2012



ANEXO 5. Certificacidon de anélisis a estiércol de ovino
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ANEXO 6. Certificacion de anélisis al in6culo
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ANEXO 7. Certificacion de analisis a la paja de arroz sin tratar




ANEXO 8. Certificacion de analisis a la paja de arroz tratada




ANEXO 9. Servicio de molienda
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ANEXO 10. Componentes lignocelulésicos de la paja de arroz tratada y sin tratar
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ANEXO 11.
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ANEXO 12. Instrumento de recoleccidn de datos

DIAS PAST 100% Relacién 70% EO/ 30% PAT RELACION 50%EQ/S0%PAT RELACION 30%EQ/70%PAT 100%EQ
1 4 6.1 10| 17 10.5 17.4] 26 16.7 245 19 135 15.8 6.5 115 121
2] 8 8.5 5.8 29 10 148 36.5 37 378 17 21 14 3] 8 115 12.8]
3 30.2 15.3 16, 41 245 26.2 49.4 59 57.5 31 35 30) 14.6 30 335
4] 32 15.9 155 43.1 287 26.7 50) 50) 64.7 38 38.2 33.4] 15 30.7 40.5
5 315 26.1 15.1 45.4 30.4 418 56.4 50.4) 59 a4 4337 32.6 212 33.4 45.6
6| 305 295 17.4] 485 337 45 .4 56.5 90.6 73.4| 438 76.5 67.9] 217 39.8 52.9]
7 272 20.6 34.3 47 716 56.3 77.2 85.6 121 49.4 77.6 88 265 411 54.1
8 26.9 35.3 53.8 50.9 82.1 55.8 927 110 125.8 56.4) 64.5 96.3 28.4) 47.8 56.8
g 27 47 92.9 73.2 97 55.7 1013 123.3 152.7 90.6 70.2 107.4] 335 47 66.8
10 292 59.5 B6.3] 76 111.8 797 127 1448 180.2 102.2 85.1 125.7| 373 615 76.4]
11 22 70.8 120 78.4 121 105.6 135 167.2 198.7 1204 90 1415 44 63.8 84.3
12] 66 76.7 124.5] 89.6 127.7 111 146.5 190.8 214 1232 100.8 137.5] 52.3 68.2 88
13] 109 1185 142.1] 947 1289 1237 181 213.1 220.7 1235 104 142.7) 59 69.9 93.9
14 1199 105 158.2] 999 1328 1327 198.1 239.3 235.2 1339 105.8 143.2] 711 722 96.4|
15 117.4 126.4 165) 97.4 141 1455 208.8 243.5 245.6 130.8 113.2 147.3] 32 39.3 51
I
Q R 5 T u
PAST 100% Relacidn 70% EO/ 30% PAT RELACION 50%EQ,/S0%PAT RELACION 30%EQ/70%PAT 100%EC
2 6.70 14.97 22.40 16.10 10.00
8 737 1793 37.10 17.43 10.77
5 20.50 30.57 55.30 32.00 26.03
5 2113 32.83 58.23 36.53 28.73
[ 2423 39.20 61.93 40.10 33.40
9 25.80 42.53 73.50 62.73 38.13
1 27.37 58.30 94.60 7167 40.57
8 38.67 63.27 109.50 72.40 44 33
8 55.63 78.63 12577 89.40 49.10
4 58.33 89.17 150.67 104.33 58.40
3 70.93 101.67 166.97 117.30 64.03
8 89.07 109.43 183.77 120.50 59.50
9 123.20 11577 204.93 123.40 74.27
4 127.70 121.80 22420 127.63 79.90
1 136.27 12797 232 63 1335.43 40.77
833.30 1044.03 1801.50 1164.97 667.93




