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Il. RESUMEN

Las excretas de cerdo, tienen nutrientes que pueden ser utilizados para la generacion de
energia y abonos. En la presente investigacion se evaluo el tratamiento de excretas de
cerdos de la granja de cerdos de la UNALM con ensilado como una opcion de tratamiento
previo mediante biodigestores, con concentraciones de 3, 5 y 8 por ciento en la
produccion de biogés y biol a escala laboratorio y piloto. En la etapa laboratorio, se
comparé las concentraciones mostrando que la concentracion de 3 y 8 generan menor
cantidad de biogas y metano que el 5 por ciento, que presenta la mejor relacién de
porcentaje de metano en el biogés, con 53.83 por ciento, y rendimiento de 45.3 mL/g. En
la etapa piloto, se instalaron tres biodigestores de 60 litros de capacidad, donde se
generaron 1384 litros en condiciones ambientales, llegando a un promedio maximo de 45
por ciento de metano en el biogas en la semana 7, en condiciones normales. Entre los dias
39 y 42 se alcanzo el rendimiento promedio de 45 mL CHa/g. Se pudo observar que el
tiempo de retencion se encuentra entre los 32 y 41 dias, tiempo en el cual la generacion y
composicion del biogas es la optima. El abono organico resultante, logré tener la
composicion necesaria para poder abonar cualquier cultivo, sin embargo, presenta cierto
nivel de toxicidad debido a la naturaleza de la materia prima. Segun los ensayos de
toxicidad aguda e indice de germinacion, se deben realizar diluciones que no superen el
10 por ciento para evitar los efectos adversos de la toxicidad, y con una dilucién optima
de 1%, donde el biol sirve de aditivo al agua para suplir las necesidades nutricionales de

los cultivos.

Palabras clave: biogas, biol, abono, cerdo, biodigestor, ensilaje



Abstract

Pig manure, still have nutrients that can be used for generation and making fertilizers. In
this research the treatment of silage of pig manure from the UNALM pig’s farm as an
option pretreatment by biodigesters, with concentrations of 3, 5 and 8 percent in biogas
and foliar fertilizer production was evaluated in laboratory and pilot scale. In the
laboratory stage, the experiment showed evidence that the concentration of 3 and 8
percent generate less biogas and methane than the 5 percent, which has the best ratio of
percentage of methane in landfill gas, with 53.83 percent, and performance 45.3 mL/g. In
the pilot stage, three 60 liters biodigesters were installed, 1384 liters of biogas were
generated under ambient conditions, reaching a maximum average of 45 percent methane
in the biogas in seven weeks, under normal conditions. Between days 39 and 42 the
average yield of 45 mL CH4/g was reached. It was observed that the retention time is
between 32 and 41 days, at which time generation and biogas composition is optimal. The
resulting foliar fertilizer, have the necessary composition to impregnate any crop,
however, presents some level of toxicity due to the nature of the raw material. According
to tests and acute toxicity germination rate, must be made dilutions of no more than 10
percent to avoid adverse effects of toxicity, and with an optimal dilution of 1%, where
the biological serves as additive to water supply the nutritional needs of crops.

Key words: biogas, manure, pig, silage, biodegester



I1l.  INTRODUCCION

Un problema importante que enfrentan las granjas porcinas es el manejo de las excretas,
debido a que se producen en gran cantidad y generan problemas de almacenamiento en

los corrales y demas instalaciones donde se alojan los cerdos (Ninabanda, 2012).

El problema de la disposicidn sanitaria de los desechos de las explotaciones porcinas es
de gran magnitud. Es necesario tener en cuenta que aproximadamente dos tercios de los
alimentos suministrados a los cerdos se convierten en desechos, de los cuales el 60% es
concentrado que se puede aprovechar. Seguir arrojandolas sin ningun control, implica no
solo un deterioro del ambiente sino una pérdida de energia y nutrientes lo cual significa
pérdida de una oportunidad econdémica (Valencia, 2009). Las excretas porcinas pueden
generar recursos muy valiosos mediante su procesamiento al reciclarse parte de la energia
y de sus nutrientes, contribuyen a convertir la produccion porcina en sostenible (Aldana,
2008).

La acumulacién de las excretas, si no se usan procedimientos adecuados, contamina los
mantos acuiferos, rios, lagos y superficie del suelo. Aunque se han desarrollado sistemas
de eliminacion y tratamiento de excretas, su alto costo ha limitado su adopcién por las
granjas porcinas (Ninabanda, 2012). Una alternativa de bajo costo, es su reciclaje para

usarlas en generacion de energia como gas y generacion de abono.

La biomasa tiene multiples clasificaciones pero la que nos interesa mencionar es la
biomasa residual himeda, que en ausencia de oxigeno es descompuesta por agentes
bacterioldgicos generandose un gas de alto poder calorifico denominado biogas y otros

residuos aprovechables como abono (Bautista, 2010).

Asi tenemos como principales problemas: la excesiva cantidad de nutrientes (nitratos,
zinc, fosforo, etc.) o de materia organica que ocasionan un desbalance en los sistemas
ecologicos en el suelo y del agua, en caso de que los lixiviados alcancen el nivel freatico,
presencia de microorganismos patdgenos, impurezas toxicas (pesticidas), el contenido de

solidos complica los sistemas de filtracion y tratamiento de aguas residuales, mal sabor y



olor del agua (la cual tiene poco oxigeno), proliferacion de insectos vectores y moscas
(Padilla, 2006).

Con un buen manejo o un sistema apropiado de utilizacion de los remanentes en una
granja porcina, se busca mejorar la limpieza y sanidad de los cerdos y con ello obtener un
mejor rendimiento productivo y obtener algin provecho de ellos, como para para la
generacion de energia (Padilla, 2006).

Si bien, el tratamiento de excretas de cerdo mediante ensilaje, se usa para aumentar los
nutrimentos en la comida del ganado mediante la accion de los microorganismos
benéficos propios del estiercol (Garcés et al., 2012). De esta manera, podemos usar el
producto como materia prima para su evaluacion en la produccién de biogas y biol, dado

gue es expuesta a reacciones de fermentacion.

Esta investigacion estd basado en el manejo de desechos organicos de una granja de
cerdos por dos razones, contribuir a mejorar la problematica medioambiental relacionada
con el uso de energias no renovables y la otra razén es el aprovechamiento de residuos y
efluentes para producir energia, transformando asi un problema grave de contaminacion

en un recurso provechoso y limpio.
Asi es como se propuso el objetivo general

- Evaluar el tratamiento de ensilado de excretas de cerdos de la granja de cerdos de
la UNALM como una opcion de tratamiento previo mediante biodigestores a
escala laboratorio y piloto, a diferentes concentraciones de solidos en la

produccion de biogas y biol.

Dentro de los ensayos de laboratorio se desarrollaron los objetivos especificos:

- Determinar el mejor porcentaje de metano en el biogas y el mejor rendimiento de
biogas con 3, 5y 8 por ciento de solidos totales a escala laboratorio.

- Determinar la cantidad y calidad de biogas que se genera en los biodigestores a
escala piloto, asi como el rendimiento promedio, con la concentracion de mejores
resultados en la etapa previa.

- Determinar la calidad del biol, mediante analisis fisicoquimicos para constatar su
caracter de abono, y evaluacion de fitotoxicidad de biol mediante pruebas en el

crecimiento de semillas de Lactuca sativa.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. DIGESTION ANAEROBIA

La digestion anaerdbica es uno de los procesos més utilizados, para el tratamiento de
purines, en el que la materia organica es transformada biolégicamente, bajo condiciones
anaerdbicas, en metano y dioxido de carbono. Ademas de esta corriente gaseosa, se
produce también una suspension acuosa de materiales solidos (lodos), en los que se
encuentran los componentes mas dificiles de degradar, la mayor parte del nitrdgeno vy el

fosforo y la totalidad de los elementos minerales (Pérez, 2010).

El gas producido puede ser recogido y utilizado como combustible. El fango final
estabilizado, que se extrae no es putrescible y su contenido en organismos patdgenos es
nulo o muy bajo. Esta conversion bioldgica del sustrato complejo, en el que se encuentra
materia organica en suspension o disuelta, se realiza a través de una serie de reacciones
bioquimicas que transcurren tanto consecutiva como simultaneamente. Este proceso
biolégico natural, es realizado por grupos o comunidades de bacterias en recipientes
cerrados (Pérez, 2010).

4.1.1. ETAPAS

El proceso de produccidon del biogas la llevan a cabo microorganismos que coexisten
en el biodigestor. Estos son bacterias hidroliticas-acidogénicas, acetogénicas y
metanogénicas (Merced, 2012). Las cuales actlan catalizando cuatro procesos

consecutivos:
a) Etapa hidrolitica:

Las bacterias hidroliticas hidrolizan los polimeros, por medio de enzimas
hidroliticas, resultando en el monomero de cada una. (Merced, 2012). Estas
enzimas provienen exclusivamente de bacterias de metabolismo anaerdbico y
actian sobre los polimeros organicos u otros materiales complejos
despolimerizandolos enzimaticamente en los correspondientes mondmeros o

fragmentos mas sencillos (Pérez, 2010).



Los compuestos organicos complejos, como los lipidos, proteinas e hidratos de
carbono, son despolimerizados en moléculas solubles y facilmente degradables,
como azUcares, acidos grasos de cadena larga, aminoacidos, alcoholes, etc.
(Bautista, 2010).

La etapa hidrolitica puede ser la etapa limitante de la velocidad del proceso global,
sobre todo tratando residuos con alto contenido en solidos. Incluso en casos donde
las fases acidogénica o metanogénica son consideradas como pasos limitantes, la
hidrolisis puede afectar el conjunto del proceso. El grado de hidrolisis y la
velocidad del proceso dependen de muchos factores, entre otros del pH, de la
temperatura, de la concentracion de biomasa hidrolitica, del tipo de materia
organica particulada y del tamafio de particula. La hidroélisis de los carbohidratos
toma lugar en algunas horas, para las proteinas el proceso toma algunos dias y en

el caso de la ligno celulosa el proceso es muy lento e incompleto (Pérez, 2010).

b) Etapa acidogénica:

Al estar en un proceso anaerobio, las bacterias hidroliticas necesitan generar
energia, que se obtiene por medio del catabolismo de la glucosa (glucolisis), el
glicerol y aminodcidos. La glucosa se cataboliza produciendo una molécula de
piruvato y 2 moléculas de ATP. Produciendo CO>, Hz y &cidos grasos volatiles, a

mencionar: acido propidnico, acido acético y acido butirico (Merced, 2012).

La sostenibilidad de esta etapa se basa en que la presencia de microorganismos
anaerdbicos consume el oxigeno disuelto en el agua y por ende bajan el potencial
redox, lo que es la base para la proliferacion de mas microorganismos anaerobicos.
(Pérez, 2010).

En estas dos etapas, encontramos bacterias anaerobias facultativas como las
enterobacterias, bacterias aerotolerantes como las bacterias del acido lactico y
bacterias anaerobias estrictas como: Clostridium, Propionibacterium,

Selenomona (Pérez, 2010).
Etapa acetogénica:

Los acidos grasos volatiles son convertidos a acetato, CO2 e Hz por bacterias
acetogeénicas, pero principalmente por dos familias, a mencionar: bacterias
acetogeénicas obligadas que producen hidrégeno y bacterias homoacetogénicas,

que usan el H para reducir CO2 en &cido acético (Merced, 2012). La etapa
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acetogénica es muy dependiente de las concentraciones de estos productos
(Bautista, 2010). En la Figura 1, se muestran las tipicas reacciones presentes en

esta etapa:

Acido Propionico  CH,(CH,)COOH +2H,0 — CH,COOH + CO,+3H,

Acido Butiico  CH,(CH,),CO0"+2H,0 — 2CH,COO-+H*+2H,

Acido Valerico  CH;(CH,);COOH +2H,0 — CH,COO"+ CH,CH,COOH +H" +2H,
Acido Isovalerico  (CH),CHCH,COO™+ HCO,™+H,0 — 3CH,CO0™+H, + H

Acido Capronico  CH;(CH,).COOH +4H,0 — 3CH,CO0™+H"+5H,

CO2+H2 2C0O,+4 H,— CH,COO~+H*+2H,0

Glicerina CHO3+H,0 — CH3;COOH +3H;+ CO;

Acido Lactico CH;CHOHCOO™ +2H,0 — CH,CO0O™+HCO;"+H"+2H,
Etanol CH;(CH;OH +H,0 — CH, COOH+ 2H,

Figura 1: Reacciones presentes en la acetogénesis
FUENTE: Pérez, 2010.

Las bacterias de esta etapa producen necesariamente hidrogeno gaseoso y estan
en simbiosis constante con los organismos que producen metano. Los organismos
metanogénicos pueden sobrevivir solo a altos niveles de presion parcial de
hidrégeno, si este nivel baja, el didxido de carbono, hidrogeno gaseoso y acetato
son producidos por bacterias acetogénicas en el caso contrario predomina la
formacién de &cido propionico, butirico, valérico y etanol (Pérez, 2010).

d) Etapa metanogénica:

En esta etapa, el metano se genera por la descarboxilacion del acetato y la

metanizacion del CO2 y Hz por las bacterias metanogénicas (Merced, 2012).

Se distinguen dos tipos principales de microorganismos, los que degradan el acido
acetico (bacterias metanogénicas acetoclasicas) y los que consumen H:
(metanogénicas hidrogendfilas). La principal via de formacion del metano es la
primera, con alrededor del 70% del metano producido, de forma general (Bautista,
2010). Los géneros de metano bacterias hidrogenofilicas mas frecuentes en
reactores  anaerobios son:  Methanobacterium,  Methanospirillum 'y
Methanobrevibacter (Pérez, 2010).

Segun Merced (2012), las reacciones que producen el metano son a partir del
anhidrido carbonico (CO3) y acetato (CH3COQ"), como se muestra:

CO, + 4H, > CH, + 2H,0 + 131kJ
CH,CO00~ + H,0 — CH, + HCO;™ + 31K

12



4.1.2. BIODIGESTOR

Es un ambiente cerrado herméticamente donde se lleva a cabo la fermentacion
anaerdbica de la materia organica, donde se produce el biogas y el biol. Sus
componentes basicos son: area de premezclado, digestor, sistema de captacion de
biogas y de distribucion del biol (Merced, 2012).

4.1.3. REGIMENES DE ALIMENTACION

Segun Bautista (2010), en funcion de los flujos de entrada y salida, la operacion de un

biodigestor puede ser de tres modalidades:
a) Lote o discontinuo (Batch):

Se cargan de una vez en forma total, descargandose cuando han dejado de producir
biogas o la biomasa esta suficientemente degradada. Este sistema es aplicable en
situaciones particulares, como de materia organica a procesar esta disponible en
forma intermitente. En estos casos normalmente se usa varios digestores cargados

en diferentes tiempos para mantener la continuidad del suministro de gas.
b) Lote alimentado o semicontinuo (Fed-Batch):

Es el tipo de digestores méas usado en el medio rural, cuando se trata de sistemas
pequefios para uso doméstico. Los que mas difusion tuvieron en un principio
fueron el tipo Chino y el tipo Hindi. Mé&s adelante se han desarrollado nuevas

tecnologias de diversas aplicaciones.
¢) Continuo

Empleadas generalmente para la obtencion de volumenes considerables de gas.
La gran ventaja es que las bacterias metanogénicas reciben un suministro regular
del material organico, con lo cual producen el biogas de forma mas estable
(ONUDI, 2007).

Fueron desarrollados para el tratamiento de aguas negras, extendiéndose su uso,
en la actualidad, al manejo de otros sustratos. Este tipo de reactor genera una gran
cantidad de biogéas el que a su vez es aprovechado en aplicaciones de las grandes
industrias o en la demanda de gas de una poblacion, colocandolos dentro de la red

de la ciudad.
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4.1.4. PARAMETROS

Siendo la digestion anaerobia un proceso bioquimico complejo, es necesario mantener
las condiciones dptimas que permitan la realizacion tanto de las reacciones quimicas
dentro de la matriz liquida del reactor, como las reacciones bioquimicas intracelulares

que dan vida a los organismos en juego.
a) Relacion Carbono-Nitrogeno (C:N)

Para el proceso de biodigestion anaerobia, se deberd considerar la relacion de
nutrientes encontrada en el influente. Esta puede expresarse en funcion de la

relacion carbono-nitrogeno.

Cuando esta relacion es alta (C:N > 30:1), existird en el sistema una gran
concentracion de Acidos Grasos Volatiles que inhibiran las etapas
microbioldgicas del sistema. En caso contrario (C:N < 20:1), la alta concentracion
de compuestos nitrogenados, también inhibira la produccién de biogas. Por ello,
para este tipo de procesos, se considera una relacién entre 20:1 y 30:1
(SEMARNAT, 2010).

b) Temperatura:

Aunque la gama de temperaturas dentro de las cuales se puede realizar la
metanogénesis es amplia, el proceso puede tener lugar entre 5 y 65°C; sin
embargo, es 6ptimo sélo en dos zonas de temperatura: 35°C (mesofilica) y 60 °C
(termofilica) (Pascual, 2011).

La temperatura determina el tiempo de retencidn para la digestiéon y degradacion
de la materia organica dentro del digestor, ademas se incrementa la produccién de
biogas. La mayoria de los biodigestores convencionales funcionan en la gama
mesofilica, es decir, entre 12 y 35° C, optimizandose el proceso entre los 29 y
33°C. Aunque la digestion anaerobia puede ocurrir en la gama termofilica de entre
37-65 °C, con un 6ptimo en las proximidades de los 55°C, de tal manera que la
digestion termofilica permite una permanencia menor en los tanques, pero, debido
a su excepcional sensibilidad a los cambios de temperatura, exige un gran control

y no es aconsejable (Bautista, 2010).
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¢) Valor de pH:

El pH representa el grado de acidez presente en el biodigestor , su valor éptimo
oscila entre 6,6 y 7,6 cuyo rango es el adecuado para que el reactor opere
correctamente, valores de pH por debajo de 5 y por encima de 8 se corre el riesgo

de inhibir el proceso de fermentacion o incluso detenerlo.

Los organismos que en cada fase son diferentes, y debe establecerse un equilibrio
entre la produccion de acidos y su regresion, para que ambos tipos de organismos
puedan coexistir dentro del digestor y encuentren las posibilidades ambientales

para su desarrollo (Bautista, 2010).

Segln Pérez (2010), dependiendo del tipo de bacterias, debe cuidar el valor del
pH desde 5.2 hasta 7.5. EI pH normalmente se encuentra entre 6-8, con un valor
proximo a 7 para la actividad dptima. Los acidos grasos disminuyen la alcalinidad
a menos que la alcalinidad bicarbonatada sea suficiente para neutralizar dichos
acidos. El bicarbonato se forma a partir de diéxido de carbono, iones bicarbonato
(HCO3), es importante que haya suficiente alcalinidad todo el tiempo, para

mantener una amortiguacion suficiente.

En general, los biodigestores que funcionan con excrementos animales, no
presentan problemas de pH; en cambio muchos desechos vegetales pueden

ocasionar bajas drasticas de los valores optimos de pH (Pascual, 2011).
d) El factor de mezclado:

Las instalaciones de digestion convencionales consisten exclusivamente en un
deposito de fangos cerrado a la atmosfera. En él se produce una estratificacion que
de abajo hacia arriba se puede interpretar de la siguiente manera: fango digerido,

fango de digestidn, sobrenadante, capa de espumas y gases de digestion.

Al desarrollarse el proceso y llegar a la denominada digestion de alta carga, se
establecio que era fundamental que el contenido del digestor fuera mezclado
completamente de una forma més o menos continua. Con ello, se conseguia

reducir sustancialmente el tiempo de digestion (Bautista, 2010).
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e) Acidos volatiles:
Los acidos acético, propionico y butirico son precursores del metano dentro del
biodigestor, mediante la conversion directa del acetato o mediante los pasos

intermedios de formacion de Hidrogeno y dioxido de Carbono (Pascual, 2011).

La concentracion de estos &cidos volatiles, producto de fermentacion, tiene una
gran importancia en el proceso de la digestion, pues puede llegar a acidificar el
fango provocando el fallo del proceso. EI aumento de la concertacion de acidos
volatiles puede venir producido por sobrecarga de alimentacion, o por una
inhibicion de las bacterias metanogénicas. A su vez, una gran concentracion puede
provocar la rotura de la capacidad tampoén del fango, disminucion del pH vy, en

consecuencia, inhibicién de las bacterias formadoras de metano (Bautista, 2010).
f) Agentes promotores e inhibidores de la fermentacion:

Los agentes promotores son materiales que fomentan la degradacion de la materia
organica y aumentar la produccion de biogés, entre ellos existen enzimas, sales
inorganicas, se puede emplear urea para acelerar la produccion de metano y la
degradacion del material, carbonato de calcio para la generacion de gas y para

aumentar el contenido de metano en el gas, mediante estabilizacion de pH.

Concentraciones elevadas de amoniaco y nitrogeno, sales minerales como los
iones metalicos y algunas sustancias organicas como detergentes, desinfectantes
y quimicos agricolas, que aparte del oxigeno, inhiben la digestién por que

destruyen las bacterias metanogénicas (Bautista, 2010).
4.1.5. PRODUCTOS FINALES
El biogas y el biol son los principales productos de la digestion anaerobica.
a) Produccion de biogas:

El denominado biogas es una mezcla gaseosa que se obtiene de la descomposicion
de la materia orgénica en condiciones anaerobicas y cuyos principales
componentes son el metano y el anhidrido carbénico. En menor proporcion,
nitrégeno, hidrdgeno, oxigeno y trazas de sulfuro de hidrégeno (Bautista, 2010).

Su composicion es como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Composicion del biogéas

Componente Porcentaje (%)
Metano (CHa) 50 a 80
Anhidro carbénico (CO») 20 a 50
Nitrégeno (N>) <1
Hidrogeno (Hz) <1
Amoniaco (NHs) <1
Sulfuro de hidrégeno (H.S) <1

FUENTE: (Merced, 2012).

El biogés del digestor (debido al CH4) posee un poder calorifico aproximado de
4,500 a 5,600 Kcal/m®. El poder calorifico del biogas esta determinado por la
concentracion de metano, pudiéndose aumentar eliminando todo o parte del CO>
presente en el biogas. La produccion total de gas depende fundamentalmente del

sustrato consumido por las bacterias (Bautista, 2010).

El biogés producido se puede utilizar en forma: calor, motores de ignicion de gas,
electricidad, turbinas de gas y combustible de un automovil. Para el 2020, se
predice que el mayor volumen de produccion de biogas sera a partir de granjas y
de los sistemas de co-generacion, entre el sector agricola y el procesamiento de
alimentos (Merced, 2012).

b) Biol:

La fermentacion anaerobia de la materia organica produce una fraccion liquida
resultante del fango proveniente del biodigestor con excelentes propiedades
fisicas, ricos en nitrégeno, fosforo y potasio, ademas de generar gas combustible
(Bautista, 2010). Este “fango” es decantado o sedimentado obteniéndose una parte
liquida a la cual se le llama “biol”. Aproximadamente, el 90% del material que
ingresa al biodigestor se transforma a Biol. Esto depende naturalmente del tipo de

material a fermentar y de las condiciones de fermentacion (Aparcana, 2008).

El uso del biol se da como una enmienda organica, es promotor y fortalecedor del
crecimiento de la planta, raices y frutos, gracias a la produccion de hormonas
vegetales, las cuales son desechos del metabolismo de las bacterias tipicas de este
tipo de fermentacidn anaerdbico, que no se presentan en el compost (Aparcana,
2008). El biol no deja residuos toxicos en el suelo, eleva la calidad del mismo y
se considera como un buen abono que puede competir o complementarse con los

fertilizantes quimicos (Bautista, 2010).
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Los elementos esenciales para el crecimiento de las plantas provienen del aire y
el suelo. Estos elementos quimicos o nutrientes pueden clasificarse en:

macroelementos y microelementos:

i. Macroelementos: son necesarios en grandes cantidades, por lo que estas

grandes cantidades son aportadas al suelo, cuando éste es deficiente en alguno
o0 varios de ellos. Los principales son N, P, K, Ca, Mg, S y se expresan en
porcentaje en g/ 100 g.

ii. Microelementos: son requeridos en pequefias cantidades para el crecimiento

del cultivo y son agregados en pequefias cantidades cuando no puedan ser
provistos por el propio suelo. Los principales son: Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, B, CI

y Se expresan en ppm.

En la Tabla 2, se observan la concentracion de macronutrientes de diferentes

fuentes e investigaciones.

Tabla 2: Andlisis macronutrientes del biol de diferentes insumos
N Total | P Total | K Total

Origen pH (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) FUENTE
Codornaza 7.15 646 173 1615 ]

- Castillo, 2012
Gallinaza 7.10 1008 309.4 2183

Estiércol Vacuno | 7.15 | 1194.7 | 335.6 | 1594.2
Estiércol de cuy | 7.80 900 120 900
Estiércol porcino | 7.89 | 1876 71.2 1940 | carhuancho,

Torres, 2013

La Calera 7.20 | 1700 | 3800 | 5200 2012
Fast Biol 20 3.72 | 4200 | 7442 | 17200 | Peralta, 2010
c) Biosol:

El biosol es el resultado de separar la parte solida del “fango” resultante de la
fermentacién anaerdbica dentro del biodigestor. Dependiendo de la tecnologia a
emplear, este biosol tratado puede alcanzar entre 25% a s6lo 10% de humedad (la
humedad es principalmente biol residual). Su composicién depende mucho de los
residuos que se emplearon para su fabricacién. Se puede emplear s6lo o en

conjunto con compost o con fertilizantes quimicos (Aparcana, 2008).

Segun Meza (2014), se puede prensar para extraer todo el biol posible. Constituye
una buena fuente de carbohidratos y de energia como alimento para el ganado o

abono para el suelo, dependiendo de la materia prima usada en su elaboracién.

18



En el Fundo La Calera (MIMAM, 2011), el biosol es empleado como abono para
suelos agricolas y/o como fuente de calcio y fdésforo en las raciones de
alimentacion de las gallinas de la granja. El biol sirve también como fertilizante
organico por lo que es inyectado al sistema de riego presurizado de los campos

agricolas.
4.1.6. MATERIA PRIMA PARA PRODUCIR BIOGAS

Se consideran fuentes de bioenergia los cultivos energéticos, residuos post-cosecha,
subproductos y desechos organicos; y éstos se pueden transformar en biocombustibles
en estado solido, liquido o gaseoso. Como materia prima se puede considerar la
gallinaza, el estiércol de vaca y de cerdo; aunque hoy en dia se le puede adicionar
substratos como: desechos vegetales, sub-productos de animales, ensilaje de maiz y de

pasto (Merced, 2012). En la Tabla 3 se muestra la composicién y rendimiento de

biogas de algunas materias primas.

Tabla 3: Composicion y rendimiento de biogas de diferentes materias primas

Materia Rendimiento | Rendimiento
. . Materia - de Biogés Biogas
Materia Prima Organica 3 3
Seca (%) (% MS) (m°/Ton (m°/Ton
0 MOS) Himeda)
Cultivos energéticos () - - 550 a 750 -
Desechos i : 400 2 800 :
agroindustrialesg)
Estiércol de vaca 7al5 65 a 85 200 a 400 9abl
Estiércol de puerco 3al3 65 a 85 350 a 550 7a6l
Fraccion organica de
los RSM’s - - 400 a 600 -
Gallinaza 10a 20 70a 80 350 a 550 24 a 88
L0(_jos de las aguas i ) 250 a 350
residuales
Residuos de cultivos - - 300 a 400 -
RRSS de industria de i i 550 2 1,110 i
carne
Desechos vegetales ¢ | 10a 20 65 a 85 400 a 700 25a120
Ensilaje de maiz @) 15a 40 75a95 500 a 900 55 a 340
Ensilaje de pasto @) 8a50 70a90 600 a 1,300 30 a 585

(a) Puede variar de acuerdo al lugar, tratamiento, proceso y almacenaje
(b) Como aguas residuales de la industria lactea y de la molienda de los aceites, residuos de la cerveza

y de destilerias
(c) Como maiz, sorgo, etc.

FUENTE: Adaptada de Merced, 2012.
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a) Excretas de cerdo

Las excretas de cerdo o cerdaza son una mezcla de material fecal y alimento
rechazado, contiene ademas orina, material piloso y de descamacion dependiendo del

contenido y de la digestibilidad del alimento proporcionado (Ninabanda, 2012).

Segun Castrillon (2012), existen diferencias en la composicién de la cerdaza segln
la etapa productiva y el método de recoleccion y procesamiento, como es mostrado
en la Tabla 4. La cerdaza proveniente de animales de pesos inferiores (inicio,
desarrollo y engorde) presentan un mayor contenido de proteina cruda, extracto
etéreo, carbohidratos no estructurales (CNE) y energia y un menor contenido de
cenizas, calcio, fésforo, fibras neutro detergentes (FND) y fibras acido detergentes
(FAD) que la cerdaza de los animales reproductores (gestantes y lactantes) como
consecuencia de diferencias en la composicion de la dietas y a una menor utilizacion
de los nutrimentos de la dieta por parte de los cerdos jovenes. Los mayores valores
de FND y FAD observados en la cerdaza de gestacion son debidas a un incremento

en el nivel de fibra en la dieta de estos animales.

Tabla 4: Composicion quimica de excretas porcinas por etapa productiva

Composicién Inicio | Desarrollo|Engorde | Gestante | Lactante
Humedad % 80.51 78.67 78.55 80.73 72.52
Proteina cruda | % 26.92 26.27 23.38 16.49 15.8
Extracto etéreo | % 7.1 9.83 6.47 3.85 8.64
Cenizas % 14.28 15.97 16.44 20.34 20.08
FND % 28.42 30.89 37.04 40.2 30.65
FAD % 7.96 9.81 11.35 15.54 11.79
CNE % 23.26 17.02 18.24 19.11 16.22
Calcio % 2.51 3.36 2.96 3.93 5.01
Fosforo % 0.19 0.21 0.22 0.29 0.27
Cobre ppm | 1160.5 445.04 427.64 725.3 920.6

FND: fibras neutro detergentes, FAD: fibras acido detergentes, CNE: carbohidratos no estructurales
FUENTE: Castrillon et al., 2012

Rojas (1996) realizo el andlisis microbioldgico de la cerdaza con el proposito de
conocer el contenido de microorganismos presentes en el material de investigacion,

con resultados en la Tabla 5:
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Tabla 5: Analisis de microorganismos en la excreta de cerdo

Microorganismos Unidad Cantidad
Bacterias mesofilas aerobias | UFC/g mtra | 10 x 10’
Coliformes totales NMP/100 g 1100
E. coli NMP/100g 3
Lactobacillus sp. UFC/g mtra | 40 x 10*
Mohos UFC/g mtra | 15 x 10°
Levaduras UFC/g mtra | 13 x 10’

FUENTE: Rojas, 1996

Segun Comay Bonet (2004), la cerdaza contiene metales pesados que afectaran como
contaminacion si no se trata de manera adecuada, de la misma manera afectara al biol

resultante. Los rangos de concentracion de metales se muestran en la Tabla 6:

Tabla 6: Rango de concentracion de metales pesados en la cerdaza

Metales Pesados | mg/kg MS
Cobre 250 - 759
Zinc 691 - 1187
Cadmio 05-138

Cromo 2.2-14.0
Niquel 11.0-32.5
Plomo 7.0-18.0

FUENTE: Coma y Bonet, 2004
4.2. ENSILAJE

El ensilaje es una técnica usada para la preservacion de forraje que se logra por medio de
una fermentacion lactica bajo condiciones anaerobicas. Las bacterias de acido lactico
fermentan carbohidratos hidrosolubles produciendo acido lactico y en menor cantidad,
acido acético. Al generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel que

inhibe la presencia de microorganismos que inducen la putrefaccion (Oude et al., 2001).

Basandose en las mismas técnicas de ensilaje, este proceso ha sido utilizado para reciclar
excreta animales y ha demostrado ser un método efectivo para el control bioldgico de
microorganismos indeseables. Diversos estudios han demostrado que el pH acido
generado por los procesos de ensilaje elimina Salmonella, huevos de nematodos y larvas,
coliformes totales, y fecales (lfiiguez y Varela, 1999). La falta de oxigeno evita el
crecimiento de los mohos y levaduras y el pH bajo evita el crecimiento de la mayoria de
las bacterias después de que ha terminado la fermentacién, asi, el ensilado puede

conservarse por periodos prolongados si prevalecen estas condiciones (Alaniz, 2008).
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4.2.1. PROCESO DEL ENSILADO

Segun Oude (2001) y Wattiaux (2000), el proceso deseado que tiene lugar en el silo,

puede ser descripto en una secuencia de cuatro etapas:

a)

b)

Fase 1 - Respiracion

En esta fase -que dura sélo pocas horas- el oxigeno atmosférico presente
en la masa vegetal disminuye rapidamente debido a la respiracion de los
microorganismos aerdébicos y aerobicos facultativos como las levaduras y las
enterobacterias. Las células pierden su estructura y contindan consumiendo

oxigeno de acuerdo a la siguiente ecuacion:

CeH,06 + 60, = 6C0, + 6 H,0 +3.8Mcal/kg
Esta ecuacion indica que la respiracion convierte el azlcar en didxido de
carbono, agua y calor. Por lo tanto, la respiracién resulta en una pérdida de
materia seca y energia disponible. Sumado a ello, el calor liberado por
respiracion aumenta la temperatura del forraje. La rapida expulsion de oxigeno
es deseable por que disminuye tanto el largo de la fase de respiracion como las

perdidas asociadas de nutrientes (Wattiux, 2000).

Normalmente, la respiracidn continta por uno o dos dias mientras haya oxigeno
en el ensilaje. Por lo tanto, compactar el ensilaje para remover el aire lo mas

rapidamente posible restringira las perdidas por respiracion.
Fase 2 — Fermentacion enterobacteriana

A medida que el oxigeno es consumida y la fermentacién comienza, las bacterias
que se vuelven predominante son las anaerdbicas facultativas, que convierten
azucares en una variedad de acidos organicos (acido férmico, acido acético,
acido lactico y algunas veces acido butirico), diéxido de carbono e hidrégeno
(H2). Estos acidos son responsables por la disminucion temprana del pH. A
medida que la fermentacidn prosigue, las enterobacterias se vuelven menos
competitivas por ser particularmente sensitiva a la disminucion de pH. El
crecimiento de bacterias es inhibida cuando el pH cae por debajo de 4.5, lo cual
usualmente ocurre a los pocos dias de ensilaje. Sin embargo, las enterobacterias
tienden a persistir por largos periodos en el ensilaje, por el cual el pH desciende

lentamente en el caso del ensilaje seco. Por lo tanto, la disminucion de oxigeno
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d)

en el ensilaje, resulta en una “seleccién natural” y una disminucion en las

bacterias que necesitan oxigeno para su crecimiento.
Fase 3 - Fermentacion de bacteria acido lacticas

Las bacteria acido-lacticas, que son aerotolerantes, comienzan a dominar el
proceso de fermentacion, después de que el pH del ensilaje cae a 5.5 - 5.7. La
reaccion de la fermentacién homolctica es simple, una molécula de azlcar es

convertida en dos moléculas de acido lactico:

CsH1205 = 2 CH;CH(OH)COO™ + 2H
Es un proceso de fermentacion presente en muchas bacterias del grupo léctico:
Streptococcus (grupo de enterococos), Pediococcus y varios grupos de

Lactobacillus.

Algunas especies de bacteria acido-lacticas producen solo &acido l4ctico,
Ilamadas bacteria homoléacticas. Sin embargo, otras especies de bacteria &cido-
lacticas, llamadas bacteria heterolacticas producen &cido lactico y otros

productos terminales como etanol y didxido de carbono.
C¢H1,05 = 2 CH; CHOH COO™ + CH; CH,0H 4+ CO, + H*

Especies homolacticas son preferibles en el ensilaje por que producen acido
lactico que es mas fuerte y reduce mas que el acido acético. Actualmente,
mientras el pH cae, el acido lactico se vuelve un producto terminal predominante

en la fermentacion.
Fase 4 — Ensilaje estable

Mientras se mantenga el ambiente sin aire, ocurren pocos cambios. La mayoria
de los microorganismos de la Fase 2 lentamente reducen su presencia. Algunos
microorganismos acidéfilos sobreviven este periodo en estado inactivo; otros,

como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas (OUDE, 2001).

Luego de 14 dias de fermentacion, un ensilaje bien conservado contiene 1.5 a
2% de &cido lactico y un rango de pH de 3.5 a 4.2. La fuerte acidez creada
durante la fase 3, genera una esterilizacion de la masa de ensilaje en el sentido
de que todo crecimiento bacteriano es paralizado y eventualmente el crecimiento

de las bacterias acido-lacticas se inhibe a si misma. Esta fase estable puede durar
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meses (sino afios) mientras el silo se mantenga cerrado y protegido de oxigeno
(Wattiaux, 2000).

Otras dos fases indeseables pueden tener lugar y causar pérdidas importantes en

materia seca y calidad forrajera en un silo:
e) Fermentacion indeseable debido a Clostridios (bacteria acido butiricas)

El hecho de que clostridia viva en ausencia de oxigeno y resiste un pH tan bajo
como 4.2, les permite competir con las bacteria acido lacticas aun después de
que el pH descendio hasta 5.0. Algunas especies de clostridia fermentan azucares
y el &cido l4ctico (C3HsO3) producido por las bacterias acidolacticas en éacido
butirico (C4HgO2), CO2 e Ha:

CoHy,0s = CoHg0, + 2CO, + 2 H,

2 C3Hg0; — C,HgO, + 2C0O, + 2 H,
La produccion de dioxido de carbono e hidrdgeno gaseoso indica perdidas de
energia digestible. Un ensilaje estropeado por clostridia es facilmente
reconocido debido a su fuerte olor, pH por encima de 5.0, nitrégeno amoniacal

mayor a 10% del total de nitrégeno y mas &cido butirico que lactico.
f) Deterioro indeseable aerdbico

El deterioro aerdbico en un silo ocurre cuando el oxigeno puede penetrar a la
masa empaquetada de silo. Las pérdidas causadas por no proteger el silo del
oxigeno en el momento de ensilado son debidas a la continua respiracion y la
fermentacion bacteriana indeseable. Sin embargo, también resultar del desarrollo

de otros microorganismos incluyendo hongos y levaduras.
4.2.2. FACTORES QUE AFECTAN EL PROCESO DE FERMENTACION
Segun Alaniz (2008), la fermentacion es controlada principalmente por:
a) Contenido de carbohidratos hidrosolubles

Los microorganismos usan los carbohidratos hidrosolubles como fuente de
energia para su crecimiento. El bajo contenido de carbohidratos hidrosolubles

pueden limitar las condiciones de la fermentacion (SAGARPA, s.f.).

Se ha demostrado que la melaza de cafia de azUcar, constituye un buen aditivo

nutritivo para muchos microorganismos. Es el efluente final obtenido en la
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preparacion del azUcar mediante cristalizacion repetida. Los rendimientos
promedios indican que por cada tonelada de azUcar producida, se generan 310
Kg de melaza (Aldon, 2008).

Es una sustancia muy utilizada en la produccién de &cido lactico, por ser un
sustrato muy completo al presentar un importante contenido en sacarosa,
glucosa, fructosa y nitrogeno. La melaza posee una carga de metales pesados:
cadmio, plomo y cromo, que podria generar alguna influencia en las

concentraciones de metales pesados encontradas en el biol (Medina, 2013).
En la Tabla 7 se encuentran parametros fisicos comunes de la melaza de cafia.

Tabla 7: Composicion nutricional de la melaza en base seca

pH 55-6.5
Materia seca 76.5%
Parametros Humedad 23.5%
fisicos Materia organica 62.5%
Densidad 1.41 kg/L
pH 49-54
Cadmio 0.06 mg/L
Metales Plomo 2.97 mg/L
Cromo 3.00 mg/L
Azucares totales 48.3 %
Azucares reductores 11.5%
Carbohidratos | Sacarosa 35.9 %
Fructuosa 5.6 %
Glucosa 2.6%
Calcio 0.8%
Fosforo 0.08%
Potasio 4.2 ppm
Cloro 2.1%
Magnesio 0.27%
Minerales Azufre 0.78%
Sodio 0.09%
Cobre 14 ppm
Hierro 130 ppm
Manganeso 5 ppm
Zinc 8ppm

FUENTE: Medina, 2013; Ald6n, 2008.
b) Contenido de humedad

El ensilado debiera tener mas de 50 por ciento de humedad de modo que sea facil
de compactar firmemente y asi eliminar el aire. Sin embargo, un exceso de

humedad, superior a 75 por ciento es dafino ya que afecta las ultimas etapas de

la fermentacion, produciendo un ensilaje acido que reduce la palatabilidad v el
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consumo. Para ajustar el grado de humedad se puede agregar agua o alimentos
acuosos 0 secos, segun sea necesario (Chedly y Lee, 2001).

La microflora del ensilaje

La microflora del ensilaje juega un papel clave para el éxito del proceso de

fermentacion. Segun Oude, (2001), puede ser dividida en dos grupos principales:
i.  Microorganismos benéficos — Bacterias de &cido lactico

Las bacterias que se asocian con el proceso de ensilaje pertenecen a los géneros:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus vy
Streptococcus. Son bacterias Gram+. Todos anaerdbicos facultativos, pero
muestran cierta preferencia por la condicion anaerObica. Estas bacterias
metabolizan los carbohidratos dando como producto final acido lactico. El
intervalo de temperatura optimo varia de 35 a 38 °C y pH éptimo de crecimiento
se sitla entre 5.5 a 5.8. Los lactobacilos tienen unas necesidades nutritivas
complejas para su crecimiento: carbohidratos, nucleodtidos, aminoécidos y

vitaminas (Rodriguez, 1994).

ii.  Microorganismos indeseables

- Levaduras: fermentan azUcares bajo condiciones anaerébicas produciendo
etanol y dioxido de carbono. Bajo condiciones aerdbicas, degradan el acido
lactico en didxido de carbono y agua. La degradacion del acido lactico eleva
el valor del pH del ensilaje, lo cual a su vez permite el desarrollo de otros
organismos indeseables.

- Enterobacterias: compiten con los benéficos por los azlcares disponibles,
y porque ademas pueden degradar las proteinas. La degradacion proteica
reduce el valor nutritivo del ensilaje y permite la produccion de compuestos
toxicos. No proliferan en ambientes con valores bajos de pH.

- Clostridios: fermentar tanto carbohidratos como proteinas, por lo cual
disminuyen el valor nutritivo del ensilaje y crean problemas al producir
aminas biogénicas. Puede fermentar carbohidratos y degrada el acido lactico
en acido butirico, hidrogeno gaseoso y didxido de carbono.

- Bacterias productoras de acido acético: su actividad en el ensilaje es
perniciosa porque puede iniciar una deterioracion aerobica, ya que puede

oxidar el lactato y el acetato produciendo dioxido de carbonoy agua.
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- Bacilos: Algunos Bacillus sp. son capaces de producir substancias
fungicidas, y se los ha usado para inhibir el proceso de deterioro aerébico
en ensilajes. Con la excepcion de estas estirpes, el desarrollo de los bacilos
en el ensilaje es en general considerado como indeseable. Esto se debe a que
los bacilos producen menos acido lactico y acético, comparado con los
benéficos, y en las etapas finales, incrementan la deterioracion aerobica.

- Mohos: se desarrollan en cualquier sitio desde el ensilaje donde encuentren
oxigeno, inclusive solo trazas. Es facil identificar un ensilaje infestado por
mohos debido a los filamentos de diversos colores y de gran tamafio que

producen muchas especies.

4.3. BIOENSAYOS DE TOXICIDAD

En el bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) se pueden evaluar
los efectos fitotoxicos de compuestos en el proceso de germinacion de las semillas y en

el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento.

Para la evaluacion de los efectos fitotdxicos, se determina la inhibicion en la germinacion
y la inhibicién en la elongacion de la radicula y del hipocoétilo (Figura 2). Durante el
periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la plantula, ocurren
numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia toxica puede
interferir alterando la supervivencia y su desarrollo normal, siendo por lo tanto una etapa

de gran sensibilidad frente a factores externos adversos (Sobrero y Ronco, 2004).

Hipocotilo

Radicula

o_ Semilla

Figura 2: Morfologia de la semillay la plantula de lechuga Lactuca sativa
FUENTE: (Sobrero y Ronco, 2004)
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4.3.1. GERMINACION DE LAS SEMILLAS

La germinacion incluye aquellos eventos que comienzan con la inhibicion de las
semillas en agua por parte de la semilla seca y quiescente y termina con el comienzo
de la elongacion del eje embrionario, usualmente la radicula. Los eventos posteriores
como la movilizacién de las reservas se asocian con el crecimiento de la plantula como:
cambios estructurales subcelulares, hidratacion proteinica, respiracion, sintesis
macromolecular, etc. Los componentes del proceso de germinacion pueden aparecer

en la semilla sin haber emergido la radicula, eso se expresa como dormancia.

Para que se inicie se necesitan tres condiciones: (1) la semilla debe estar viable, esto
es que el embridn este vivo y tenga la capacidad de germinar; (2) la semilla debe estar
expuesta a condiciones ambientales adecuadas de temperatura humedad, oxigeno y, en
algunos casos, luz y (3) que cualquier condicién de dormancia primaria debe ser
superada. Los procesos internos que permiten retirar la dormancia se conocen como
procesos de post-maduracion y resultan en la interaccion del medio ambiente con la
condicion especifica de la dormancia primaria. En algunas ocasiones, las semillas no
salen de esta primera dormancia, desencadenando procesos alternos pasando a una

dormancia secundaria, como la lechuga que presenta dormancia e la oscuridad.

La germinacion puede ser definida como una serie de acontecimientos fisioldgicos,
metabolicos y morfo-genéticos que sufren las semillas no latentes y que tienen como
resultado la transformacion de un embrién en una plantula que sea capaz de valerse
por si sola y transformarse en una planta adulta. Algunas semillas comienzan estos
cambios por la radicula (germinacion hipogea), esta emerge de la ruptura de la testa,
en otras semillas el crecimiento comienza por el hipocétilo (germinacidn epigea). Las
semillas de diferentes especies pueden diferenciarse en su germinacion, respecto a la
superficie del sustrato; en plantulas epigeas los cotiledones emergen del suelo como
consecuencia de un considerable crecimiento del hipocétilo formando clorofila y se
convierten en drganos fotosintéticos como en la lechuga (Alvarado, 2004).

4.3.2. EVALUACION DE LA TOXICIDAD

La toxicidad se evalla mediante bioensayos que consisten en exponer organismos
ViVos a sustancias toxicas a diferentes concentraciones y registrar los efectos sobre los
mismos (IMP, 2006). Se determina para cada concentracion el numero de organismos

afectados, dato con el que se pueden establecer varios parametros:
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- CL50 (Concentracion letal media): Concentracion de toéxico que mata 50% de los
organismos ensayados.

- CE50 (concentracidn efectiva media). Concentracion de tdxico que produce 50%
del efecto tomado como indicador de toxicidad.

- Concentracion inhibitoria. Concentracion de toxico que inhibe un proceso
biolodgico, tal como la reproduccion en un determinado porcentaje.

- NOEC (No Observed Effect Concentration, concentracion a la que ningln efecto
es observado): Méaxima concentracion de toxico para la cual no se observan
efectos sobre los organismos ensayados.

- LOEC (Low Observed Effect Concentration, concentracion mas baja en la que un
efecto es observado): Minima concentracion de tdxico en la cual se observan

efectos sobre los organismos.

Para todos los parametros definidos anteriormente, cuanto menor sea el valor de CL
50 para un determinado producto, mas elevada sera su toxicidad.

4.3.3. TOXICO DE REFERENCIA

Es el compuesto quimico organico o inorganico utilizado en pruebas de toxicidad con

fines de control de calidad analitica de los organismos a utilizar en las pruebas.

El sulfato de zinc es un compuesto quimico cristalino, incoloro y soluble en agua, de
formula: ZnS04.7H20, su composicion quimica esta dividida de la siguiente manera:
Zn: 22,54%, S: 12%, O: 21,7% y H>0: 42,9 con un peso molecular de 287,6 g/mol.
Posee una conductividad eléctrica de 1.4 dS/m y pH de 3 a una concentracién de 5 por
ciento. Es un fertilizante muy utilizado en la fertirrigacion. El zinc en un
micronutriente esencial en los procesos enzimaticos de la planta, pues estimula la
formacion de los reguladores mas importantes de crecimiento y desarrollo de tejido
nuevo, mientras que el azufre, posee un poder neutralizante sobre el sodio, favorece la
formacion de raices y participa en la formacion de aceites y grasas de los vegetales
(Sanchez y Sanchez, 2009).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES
5.1.1. DETERMINACION DE SOLIDOS VOLATILES Y SOLIDOS
TOTALES
- Indculo: lodo residual de reactor UASB
- Balanza analitica.
- Capsula de fibra de vidrio.
- Estufa para secado a 105 °C.
- Mufla para calentamiento a 550 + 50 °C.

5.1.2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD METANOGENICA

ESPECIFICA

- Indculo: lodo residual de reactor UASB

- Sustrato: &cido acético; 0.9 mL

- 1 Frasco para laboratorio con rosca BOECO de 500 mL

- 1 Frasco para laboratorio con rosca BOECO de 1 L

- Solucion de hidroxido de sodio (1 M)

- 0.5 g de bicarbonato de sodio

- 50 g de agente reductor (NazS . 7H,0)

- Medidor de pH ADWA, modelo AD12

- Vélvula de seguridad

- Tubos de transferencia

- Agitador magnético de placa caliente para laboratorio

- Probeta graduada

- Soporte universal

5.1.3. PRUEBA DE POTENCIA BIOQUIMICO DE METANO
- 9 Frascos para laboratorio con rosca BOECO de 500 mL
- 9 Frascos para laboratorio con rosca BOECO de 1 L
- Equipo de bafio maria MEMMERT
- Medidor de pH ADWA, modelo AD12



- Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M
- Solucion de acido sulfarico (H2S04) 0.5 M

- Manguera de 1/8”

- 18 Corchos universales

- Balanza analitica de 5 Kg

- Precintos

- Probeta de 100 ml

- Botellasde PET de 1 L

5.1.4. MEZCLA EN ENSILADO
- 32.5 Kg de Excretas de cerdo
- 10 Kg de rastrojo de arroz
- 7.5 Kg de melaza
- Balanza capacidad 50 Kg
- 1 bidon de polietileno de 30 L con tapa y seguro

5.1.5. ETAPA DE BIODIGESTION
- 6 Biodigestores Batch
- Manguera de 3/8 para gas (5 m)
- 5 Adaptadores de % a /4" para gas
- 2 Niples espiga terminal 4” x 5”
- Indculo de bacterias: Lodos residuales de reactor UASB
- 4 Flotadores Intex de 91 cm de didametro
- Potenciémetro
- Agua destilada
- Vaso precipitado de 50 mL
- 10 Abrazaderas de 3/8 para manguera
- Valvula esfera de PVC 2”
- Cinta teflon
- Pegamento para PVC
- Galonera de 6 gal
- Baldede4 L
- Agua
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5.1.6. PRUEBA DE FITOTOXICIDAD EN SEMILLAS

Semillas de lechuga (Lactuca sativa)

Sulfato de Zinc de uso agricola (ZnSQO4.7H20)
Papel milimetrado

Papel filtro

Placas Petri de 100 mm de didmetro

Pipeta volumétrica graduadade 1, 2y 5 mL
Pinza

Agua mineral dura

5.2.METODOLOGIA
5.2.1. ETAPA PREVIA

a) Balance de nutrientes:

Para el balance de nutrientes, se realizaron analisis de determinacion del
porcentaje de carbono (Método de Walkley & Black), nitrogeno (Método
Kjeldahl) y humedad (APHA 2540G) en el Laboratorio de Analisis de Suelos,
Plantas, Agua y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina, para

las excretas de cerdo, el rastrojo de arroz, la melaza y el indculo.

b) Determinacion de sélidos volatiles

Las concentraciones de sélidos totales (ST), s6lidos volatiles (SV) del inéculo se
determinaron de acuerdo con los métodos 2540 B y 2540 E, respectivamente, del
Standard Methods of Examination of Water and Wastewater (APHA, 1999).

Previamente se colocd la capsula de porcelana limpia a 550 °C por 1 hora, para su
posterior pesado (Mc). Se homogenizo la muestra del in6culo, para luego extraer
50 mL (V) y verterlo en una capsula de porcelana, luego se coloco en la estufa a
105 °C por 24 horas y se volvio a pesar el residuo (M1). Luego se llevo a la mufla
a 550 °C por 12 horas y se volvio a pesar el residuo (M2). Se calculd la
concentracion de solidos fijos y volatiles en el inoculo, mediante las siguientes

expresiones:

_ M1-Mc
N 4

_ M2-M1

[ST] 7

[SV]
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c) Determinacion de la actividad metanogénica del inéculo

Se determind la AME del indculo de acuerdo a la metodologia de Torres y Pérez
(2010). Se conect6 un reactor de 500 mL a un frasco de 1 L que contuvo una
disolucion de hidréxido de sodio (NaOH 1 M). El dioxido de carbono (CO>) del
biogas reacciona con el hidroxido de sodio, formando carbonato de sodio
(Na2COg). Esta reaccion se asegura con un pH mayor a 12 en la disolucion de
hidroxido de sodio. De esta forma, solo el metano alcanzo el espacio libre en la
botella desplazando un volumen equivalente en liquido, en cual se recogié en una

probeta graduada. La reaccion que ocurrio en el frasco de desplazamiento fue:

€035y + 2NaOHaq) > NayC 03,0y + H>00)

En caso de que el dioxido de carbono (CO>) se disuelva en el agua, las reacciones

que ocurren son:

Hy0qy + COqgy = HCO5 4

H,C 03 4y + 2NaOH gy > NayCO3 ) + 2H,0¢)

El reactor trabajo en régimen discontinuo y con una concentracion sélidos
volatiles en el indculo de 5 g/L, debido a que el ensayo contaba con agitacién
(Torres y Pérez, 2010). El sustrato que se uso fue acido acético, siendo la Demanda
Quimica de Oxigeno inicial del medio: 2g DQO/L. También, se afiadio sulfuro de
sodio (NazS) como reductor, 0.5 g de bicarbonato de sodio diluido (NaHCO3)
como fuente de alcalinidad y el pH se ajusta a 7 con una solucion diluida de NaOH

0.2 M. La configuracion del sistema usado se muestra en la Figura 3.

Se colocé al reactor en un agitador magnético de placa caliente, a 33 °C y a 200
RPM, ubicado en un nivel superior al nivel de la botella con solucién desplazante
y se conecto una camara de seguridad al sistema, lo que evita que, en caso de
ocurrir succion del NaOH por presiones negativas, el reactor no se vea afectado.
Adicionalmente, se midié el liquido desplazado durante 4 dias, durante lapsos de

una a dos horas.
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Biogas

Botella de
reaccion

Camara de
seguridad
9 CH,

f lNaOH
o
o
o
Probeta
graduada

Figura 3: Configuracion para la determinacion de la AME
FUENTE: adaptado de Torres y Pérez, 2010.

V reaccion

d) Anélisis de recuento de microorganismos:

Se realizo el analisis de recuento de bacterias acidolacticas (Lactobacillus sp.) de
las excretas de cerdo y la melaza en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia "Marino Tabusso”, mediante el método de International

Commission on Microbiological Specifications for Foods.

5.2.2. ELABORACION DE LA MEZCLA EN ENSILADO

El tratamiento anaerobio de ensilaje se realizd en dos recipientes herméticos de
30 litros, donde en su totalidad se introdujeron 25 kg de la mezcla de acuerdo a la
proporcion calculada a partir del balance de nutrientes de la etapa previa, para una
relacién carbono-nitrogeno de 25. Adicionalmente, se afiadié un volumen de agua
para aumentar el nivel de la humedad y la microflora del ensilaje pueda trabajar.
Se disminuy0 el contenido de oxigeno en la mezcla, mediante presion en la bolsa
y se introdujo al recipiente. Luego se procedi6 a tapar herméticamente para evitar
la entrada de oxigeno y se dejo en fermentacidn durante 21 dias. Se monitoreara
el pH cada dos dias. Cabe resaltar que la mezcla se usé, tanto para la fase piloto

como para la fase laboratorio.

La concentracion de solidos totales (ST) de la mezcla de ensilado determino de
acuerdo con el método 2540 B, del Standard Methods of Examination of Water
and Wastewater (APHA, 1999).
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Previamente se colocd la capsula de porcelana limpia a 550 °C por 1 hora, para su
posterior pesado (Mc). Se homogeniz6 la muestra del indculo, para luego extraer
aproximadamente 10 gramos (M) y colocarlo en una capsula de porcelana, luego
se colocd en la estufa a 105 °C por 24 horas y se volvié a pesar el residuo (M1).
Luego se llevd a la mufla a 550 °C por 12 horas y se volvid a pesar el residuo
(M2). Se calculo el porcentaje de solidos fijos y volatiles en la mezcla de ensilado,

mediante las siguientes expresiones:

M1 — Mc M2 - M1
%ST = TX 100% %SV = v X 100%

5.2.3. ETAPA LABORATORIO

Para medir el volumen de metano producido con este sustrato se realizd una
estimacion de metano en el biogas producido mediante desplazamiento de liquido,
usando la configuracion de la metodologia de Torres y Pérez (2010), con sistemas
de desplazamiento de liquidos que funcionan como botellas Mariotte (Field,
1987). Se realizaron tres repeticiones para las concentraciones de solidos con 3, 5
y 8 por ciento, nueve pruebas para metano y nueve pruebas para biogas, para un
total de 18 reactores.

La siguiente formula nos permitid calcular la cantidad de sustrato necesario para
obtener el porcentaje de s6lidos deseados:

ST% XV >

Sustrato (Kg) = (Materia seca

Donde:
ST: porcentaje de sélidos totales en el biodigestor
MS: porcentaje de materia seca
V: volumen del reactor (500 mL)

A cada reactor se afiadié: la cantidad correspondiente de sustrato, 25 mL indculo
(5 por ciento del volumen util) y el resto de agua hasta tener un 80 por ciento del
volumen, se estabilizé el pH con cal apagada (Ca(OH).) hasta llegar a valores
estables de 6.6 a 7.6. Se monitore0 durante 4 semanas, cada dos dias, el volumen

de biogéas generado.
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Para la medicion de metano, se coloco una solucion alcalina de hidréxido de sodio
de 1 M con un pH de 12, después del reactor de digestion para absorber el didxido
de carbono producido y la posterior medicion del volumen de metano, como se

muestra en la Figura 4.

Figura 4: Configuracién modificada para la produccién

de metano en laboratorio
FUENTE: adaptado de Torres y Pérez, 2010.

Para la configuracién de la medicion de biogas, el liquido de desplazamiento es
agua que se acidifica con acido sulfurico 0.5 M (H2SO4), hasta un pH de 2
aproximadamente para evitar la disolucion de diéxido de carbono producido

(Cérdoba et al., 2015). La configuracidn se muestra en la Figura 5.

i

Figura 5: Configuracion modificada para la produccion
de biogés en laboratorio
FUENTE: adaptado de Torres y Pérez, 2010.

Cada uno de los reactores fueron instalados en el equipo de bafio maria marca
MEMMERT, a una temperatura constante de 33°C durante el ensayo, temperatura
considerada Optima para un tiempo de retenciéon de 28 dias segun la formula
proporcionada por la UPME (2003), en la Guia para la implementacion de
sistemas de produccion de biogas, generada a partir de una simulacion de la

variacion del tiempo de retencion.
TR = (=51.227 x Ln(T°C) + 206.72)

Donde:
TR: tiempo de retencion (dias)

T°C: temperatura ambiental
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Se determin0 la produccion de metros cubicos de biogas por kilogramo de solidos
volatil en el sustrato y el porcentaje de metano en el biogds para cada
concentracion de solidos totales, con el objetivo de encontrar la concentracién méas

adecuada para la produccion de biogas.

5.24. ETAPAPILOTO

El sustrato para esta etapa fue el elaborado en la etapa de laboratorio. Para la carga,
se utilizaron en el biodigestor 4 biodigestores tipo Batch, pre construidos del
Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional Agraria La

Molina.

Segun Schlaefli (2010), la siguiente formula nos permite calcular la cantidad de
sustrato necesario para obtener el porcentaje de sélido deseados. Se trabaj6 con el
5 por ciento de solidos totales, que presentd los mejores resultados en la etapa
laboratorio.

ST% X V)

Sustrato (Kg) = ( VS
0

Donde:
ST: porcentaje de sélidos totales en el biodigestor (5%)

MS: porcentaje de materia seca
V: volumen del reactor (60.5 L)

Para realizar el calculo del sustrato se calcul6 primero el volumen Gtil del reactor
que corresponde a 60.5 litros.
ST = 3.025 Kg

60.5 L X 5%
60 %
Entonces, para la carga, cada biodigestor sera llenado con 7.56 Kg de mezcla en

Kg de Ensilado = =7.56Kg

ensilado, 3.025 L indculo (5 por ciento del volumen total) y el resto de agua hasta
tener un 80 por ciento del volumen, de acuerdo al volumen de biodigestor Batch
(60.5 L). La carga de fermentacion resulto ser &cida debido a la naturaleza de las
reacciones quimicas de fermentacion para su elaboracion. Se agreg6 cal apagada
(Ca(OH)2) como corrector de pH para llegar hasta los valores de 6.6 a 7.6. Se

monitoreo el de pH de biol, cada dos dias.
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5.2.5. EVALUACION DE PRODUCTOS:

i. Volumen de biogés producido en escala piloto

Se evaluo el volumen total de biogés producido por cada biodigestor, mediante el
método de desplazamiento de volimenes de agua. Este procedimiento se realizo
cada semana, con el fin de conseguir la produccidon parcial de biogas del periodo.
El agua fue acidificada con &cido sulfurico 0.5 M (H2S0Oa), para evitar que el

dioxido de carbono del biogés se disuelva.
ii. Composicion del biogas producido en etapa piloto.

Se monitored durante nueve semanas, la composicion del biogas para observar los
cambios en la biodigestion. Se analizaron las relaciones entre las variables:
temperatura ambiental e interna, pH, porcentaje de metano y didxido de carbono

del biogas, con respecto al tiempo.
iii.  Analisis de nutrientes del biol

Se analiz6 la composicion de microelementos (Fe, Cu, Mn, Zn, B) y
macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S, Na) en el biol, caracteristicas fisicoquimicas
(pH, conductividad eléctrica, solidos totales y materia organica en solucién),
mediante el analisis de 1 L de biol en el Laboratorio de Anélisis de Suelos, Pastos,
Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina. Se tom6 un litro de cada biodigestor y se mezcl6 para obtener
una mezcla representativa. Los métodos empleados en el anélisis de la materia

organica se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 8: Métodos empleados en el analisis de la materia organica

Pardmetro Meétodo de Analisis

pH Potenciometria

CE Conductimetria

Materia organica Walkley y Black

Carbono Walkley y Black

Nitrogeno Total Kjeldahk

Fdsforo Amarillo del vanadato Molibdato
Boro Curmina

K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, | Espectrometria de Absorcion Atémica
Zn, Mn

FUENTE: Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes. 2016
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Se compararon los resultados de analisis de nutrientes del biol producido, con el

biol de otras investigaciones y fuentes.
iv. Ensayo de toxicidad aguda del biol

El ensayo se realizo un ensayo preliminar utilizando diluciones de 100, 10, 1, 0.1
y 0.01 por ciento del biol, usando un control de agua mineral. Esta prueba permitio
evaluar los efectos fitotdxicos del biol producido en el proceso de germinacion de
las semillas de Lactuca sativa y en el desarrollo de las plantulas durante los
primeros dias de crecimiento, asi como establecer el intervalo de concentracion
conveniente para obtener valores de efecto entre 100 al O por ciento de
concentracion, necesarios para calcular la concentracion de inhibicion media.
(Sobrero y Ronco, 2004). Posterior a estos resultados, se realizaron pruebas con

diluciones de 2, 4 y 6 por ciento, para definir la dilucion con mejores resultados

Las condiciones usadas para evaluar el bioabono en su aplicacién a Lactuca sativa
en la germinacion y el efecto en el crecimiento y desarrollo de las plantulas de

lechuga en sus primeros estadios fueron:

- Temperatura: 20a24 °C

- Calidad de luz: en oscuridad

- Tiempo de duracion: 120 horas (5 dias)

- Efecto medido: inhibicion en elongacién de la radicula e hipocétilo.

Inhibicién en la germinacion

Se usaron 420 semillas de lechuga, los cuales fueron distribuidas en 21 placas

Petri, colocando 20 semillas cada una, para cuatro repeticiones para cada dilucion.

De acuerdo a la metodologia de Sobrero y Ronco (2004), los resultados de la
prueba de toxicidad fueron expresadas como:

e Promedio y desviacion estandar de la elongacion de la radicula y del hipocétilo
de las plantulas de cada repeticion

e Porcentaje de inhibicion del crecimiento de la radicula y del hipocdtilo
con el promedio de elongacion para cada dilucion respecto del promedio
de elongacion del control negativo

e Porcentaje de inhibicion en la germinacion
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e Con los datos anteriores, se elabora la gréafica dosis-respuesta, colocando
en la ordenada el porcentaje de inhibicion y en la abscisa la concentracion.
Mediante un método gréfico, se calculd la concentracion que produce el 50%
de inhibicion (C150) para cada punto final evaluado. Para determinar el valor
correspondiente al NOEC y LOEC, se realiz6 el analisis de comparacion de
medias (t Student, Dunnett) para verificar la significancia estadistica en el

porcentaje de efecto.

Asi mismo, se elaboraron cartas control para evaluar el crecimiento de los controles
negativos (promedio + 2¢ de la elongacion de la radicula) y la sensibilidad de las
semillas, frente al sulfato de zinc, compuesto tdxico de referencia (promedio + 2c
de la CI50 del control positivo). Para la elaboracién de las diluciones, se desecé 3

gramos de compuesto a 105 °C y se pes6 1 gramo para la preparacién de diluciones.
v. Indice de germinacion de las semillas

Se calculé el porcentaje de germinacion relativo (GR), crecimiento de radicula
relativo (ER) e indice de germinacion (1G), segun Varnero (2007):

GR = N2de semillas germinadas en el extracto x 100

N2de semillas germinadas en el testigo

_ Elongacion de radiculas en el extracto x 100

Elongacion de radiculas en el testigo

C= GR x ER
~ 100
Se utiliz6 la prueba estadistica de analisis de varianza y la prueba de Dunnet entre

los indices de las diluciones, para comprobar cuanta influencia tiene el abono

organico en el crecimiento con respecto al control.

De acuerdo al estudio de fitotoxicidad de Rojas (2005), el indice de germinacion
(1G) ayuda a observar por rangos la toxicidad de la sustancia de estudio. Valores
de IG inferiores a 50% indican una alta fitotoxicidad del material; IG entre 50% y
80% indican fitotoxicidad moderada y valores superiores a 80% el material no
presenta fitotoxicidad.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. ETAPA PREVIA
6.1.1. BALANCE DE NUTRIENTES:

El balance de nutrientes se realizé a partir de los resultados de analisis mostrados
en la Tabla 9. La relacion de nutrientes del in6culo, no se considero para los
calculos, debido a que la concentracion de carbono y nitrégeno de su composicién
es baja, tiene 17.66 gramos de sélidos totales en un litro de solucion, con esto no
cambia la relacion de la muestra.

Los informes proporcionados por el Laboratorio de Anélisis de Suelos, Plantas,
Agua y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina, se encuentran
en el Anexo 1.

Tabla 9: Andlisis de nutrientes y humedad de las materias primas

Materia prima | C (%) N (%) CIN Humedad
Guano de cerdo 38.02 2.83 13.43 81.12
Paja de arroz 35.28 1.23 28.68 9.3
Melaza de cafia 39.34 0.51 77.07 17.76

FUENTE: elaboracién propia

Segln el Manual de Compostaje del Agricultor de la FAO (2013) se puede
calcular un balance de nutrientes para los elementos del ensilaje: el rastrojo de

arroz, las excretas de cerdo y la melaza, con la siguiente formula:

_ Q1C1(1 - M1) + chz(l - Mz) + -t QnCn(1 - Mn)
Q:N:(1 — M) + QaN,(1 — My) + -+ + QuN,, (1 — My,)

Siendo:
R: relacion C:N
Q: Peso en seco (kg)
C: Concentracion de carbono en la materia seca (%)
N: Concentracion de nitrégeno en la materia seca (%)

M: Humedad en peso del material (%)



6.1.2.

6.1.3.

Considerando una optima relacion Carbono-Nitrogeno de 25, de acuerdo a los
datos obtenidos, se obtuvieron los porcentajes en peso humedo indicados en la
Tabla 10.

Tabla 10: Porcentaje en peso humedo de la mezcla en ensilado
Porcentaje en peso
hamedo (%)

Materia prima

Guano de cerdo 65
Paja de arroz 20
Melaza de cafa 15

FUENTE: elaboracién propia

DETERMINACION DE SOLIDOS VOLATILES Y TOTALES DEL
INOCULO

Se tomo una muestra de 50 mL para los célculos. Luego del proceso, los resultados
del pesaje son:

- Capsula (Mc): 89.7426 g

- Capsula despues de estufa (M1) : 91.4174 g

- Capsula después de la mufla (M2): 90.4506 g

Mediante las formulas calculamos la concentracién de solidos totales y solidos

volatiles en el indculo:

_ M1-—-Mc 914174g—89.7426¢g

[ST]

vV 50 mL
[ST] = 33.496 mg/L
M2 — M1 90.4506 g —91.4174
[SV] = _ g g

vV 50 mL
[SV] = 19.336 mg/L

Asi es como obtenemos el porcentaje de solidos volatiles en el indculo, resultado

que serd utilizado en la determinacion de la actividad metanogenica especifica.

@ X 100% = 57.73%
ST] 0 .73%

Determinacion de la actividad metanogenica especifica del inoculo

El célculo del volumen de acido acético en el ensayo de AME, se determina de
acuerdo a la ecuacion:
CH3;COOH + 20, - 2C0, + 2 H,0
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Para consumir 1 mol de acido acético se necesitan 2 moles de oxigeno. En peso
molecular, se necesitan 64 g de oxigeno para consumir 60 g de acido acético.
Entonces en el reactor de 0.5 L y con una densidad de 1.05 g/mL, de manera
equivalente para los 2 g DQO/L se obtiene el volumen de acido aceético:

v _2g02X05Lx6OgAcX1mLAc
sustrato =1, ' 64 g0, 1.05gAc

Vsustrato = 0.9 ml Ac

Asimismo, se calculd el volumen de inoculo en el ensayo de AME con la

concentracion de solidos volatiles que se determing:

Vmezcla

X Cri:
Viedo = Y8 — 129.29 mL
Ci Lodo

Siendo:
V Lodo: VOlumen de lodo a adicionar al reactor (mL)
V mezcla: Volumen total de reaccion o de mezcla (500 mL)
C fija: concentracion fijada (5 g SV/L)
Ci Lodo: concentracion de SVT inicial del lodo (19.336 g SV/L)

La produccién tedrica de metano permite estimar la fraccién de materia orgéanica
convertida en metano a partir del volumen de metano producido en el reactor por
unidad de tiempo. Esta fue corregida por el factor de correccidn para condiciones

puntuales, calculado de acuerdo a la formula:

P XK

= 24724 gDQO.L
R+ (273 + 1) g9be

Kw =
Donde:

K @: Factor de correccion (g DQO/L)

P: Presion atmosférica (0.9700 atm)

R: constante de los gases (0.08205746 atm. L/ mol. K)

K: carga organica digerida de una mol de CHs4 (64 g DQO/mol)
t: temperatura operacional del montaje (33°C)

El volumen tedrico de metano se calculd por la siguiente expresion, suponiendo
que el 100% de la DQO es removida:
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6.1.4.

_ DQO0cha

Veya = =0 - 404 mL/g DQO

Donde:
VcHa: volumen teorico de metano producido (mL)
DQOcha: porcentaje de DQO removida y convertida en metano (%)

Finalmente la Actividad Metanogénica Especifica se determind mediante la
férmula:

AME = X2 1084 0 D00 /g SV.d

Donde:

m = 4.6698. Pendiente maxima en la curva de produccion de metano (Vol.
Acumulado CH4 vs Tiempo)

M = masa del lodo (volumen lodo adicionado*concentracion inicial de
lodo) (g SV)

Con una actividad metanogénica especifica de 0.11 gDQO/gSV.d, el lodo residual
del reactor piloto UASB se encuentra dentro del rango de 0.1 — 2.5 gDQO/gSV.d
para reactores UASB usados para el tratamiento de aguas residuales (Guerra et al.,
2000), lo cual garantiza la produccion de biogas. La generacion de metano en el

experimento, se encuentra en el Anexo 2.

Anélisis de recuento de microorganismos
Los resultados del analisis de recuento de Lactobacillus sp. en las muestras se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Recuento de Lactobacillus sp. de materias primas de la
mezcla en ensilado
Recuento de
Lactobacillus sp.

Excretas de cerdo 34 x 10" UFC/mL

Melaza de cafia 92 x 10° UFC/mL
FUENTE: elaboracién propia

Muestra

Segun Estrada et al (2011), en muestras de ensilaje se encontraron recuentos
mayores de 5 x 10* UFC/g de bacterias acido lacticas, considerado un buen
indicador de la calidad de fermentacion en el ensilaje, es decir, la mezcla tendra
un proceso con adecuada produccion de acido lactico, estabilidad del pH en
niveles acidos, condiciones que garantizan la muerte de los organismos patdgenos
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y la proliferacion de microorganismos benéficos para la fermentacion, la
elaboracion del ensilado sera exitosa. Asimismo, Cardenas (2012) y Torres (2013)
indica que en la obtencion de ‘bokashi’ de su investigacion obtuvo un recuento de
66 x 10° y 54 x 10* UFC/g de recuento de Lactobacillus sp. respectivamente,
resultados por encima de diversas empresas comercializadoras de

microorganismos. Los informes de andlisis se encuentran en el anexo 3.

6.2. ELABORACION DE LA MEZCLA EN ENSILADO

Como el primer paso de la elaboracion de la mezcla de ensilado, se requiere estimar la
cantidad de sustrato para las etapas laboratorio y piloto para que no haya déficit del
sustrato, segun el contenido de humedad de la mezcla a elaborar. De acuerdo a lo
calculado en el balance de nutrientes en la Tabla 9 y a los analisis de humedad en la Tabla
8 se puede estimar la humedad de la mezcla de ensilado.

A partir de estos resultados, se elaboraron 50 Kg de la mezcla en dos recipientes de
plastico de 30 L de capacidad, donde en su totalidad se introdujeron 25 Kg de la mezcla
en cada uno, siendo el peso de cada materia prima: 16.25 Kg de excretas de cerdo, 5 Kg
de rastrojo de arroz y 3.75 Kg de melaza de cafia, resultados calculados a partir del balance
de nutrientes para una relacion carbono-nitrégeno de 25. Ademas se afiadieron 5 litros de

agua a la mezcla. La humedad tedrica se calculd con la siguiente formula:

_ PlHdl +P2Hd2 + +PTlHdTl

Hd
P1+P2+"’+Pn

X 100%

Siendo:
P: peso de la materia prima

Hd: humedad de la materia prima

_ (16.25 x 0.8112) + (5 % 0.093) + (3.75 x 0.1776) + 5

Hd 65+20+15+5

X 100%

Hd = 64.38%
Para la mezcla en ensilado, se estimo una humedad tedrica del 64.38 por ciento, por lo
que la materia seca tedrica es 35.62 por ciento. Para la estimacion de la cantidad tedrica
de sustrato, se calcul6 mediante la siguiente formula:

ST% XV >

sustrato (K9) = (egeriq seca
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Para cada concentracion de sélidos correspondiente, se realizaron los célculos para

estimar la cantidad de sustrato necesario para un reactor de 500 mL.

5 (3%) = 225009 _ 401y
)= 35649 o9
50 x 500 g

0, T e———
S (5%) = "oz o= = 70.184
8% x 500 g
0 _ =
S (8%) = —z=p— = 11229

En la tabla 12, se muestra la cantidad tedrica necesaria de sustrato, teniendo en cuenta
que para cada concentracion de sélidos en esta etapa se utilizan 6 reactores, obteniendo

como resultado un estimado de 1.2 kg de mezcla.

Tabla 12: Estimacion de la cantidad de sustrato necesario en

laboratorio
Concentracion Sustrato Cantidad
de so6lidos (%) (9) necesaria (g)
3 42.11 252.7
5 70.18 421.1
8 112.29 673.7

FUENTE: elaboracion propia

Para la etapa piloto, solo se utilizara la concentracion de sélidos que tenga mejores
resultados en la etapa de laboratorio, estimando como la cantidad tedrica necesaria a la

mayor cantidad que se podria usar para que no falte sustrato, de ser el caso.

3% x 60.5 Kg

1) — =
S (3%) =~z = 510Kg
5% x 60.5 Kg
1) — =
S (5%) =~z = 849 Kg
8% x 60.5 K
S (8%) = — 9 —1359Kg

35.64%

Se elabor6 la Tabla 13, donde se calcula que se necesitaria 54.35 Kg de la mezcla para
tener la cantidad necesaria para cualquiera de los casos, teniendo en cuenta que se cuenta
la cantidad necesaria como mas de 3 repeticiones, para garantizar los procesos

anaerdébicos en el centro del silo.
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Tabla 13: Estimacion de la cantidad de sustrato necesario en etapa piloto

Concentracién Sustrato Cantidad
de solidos (%) (Kg) necesaria (Kg)
3 5.10 15.29
5 8.49 25.48
8 13.59 40.76

FUENTE: elaboracion propia

La elaboracion de la mezcla se dejé fermentar por 22 dias. EI comportamiento del pH en
se puede observar en la Figura 6. Se observa que la mezcla tiene un pH alrededor de 6.5

para ambos recipientes.

En los primeros dias del ensilaje, se tuvo cuidado con los gases emitidos durante la
primera fase del proceso, debido a que el oxigeno que aln se encuentra disponible en la
mezcla, se consume junto con carbohidratos solubles para generar didxido de carbono,
debido a la respiracion de los microorganismos aerobios. Para evitar el aumento de
presion por los gases, se instal6 una valvula de seguridad en la tapa del recipiente.
Posteriormente, al acabar la fase aerobia al cabo de unos dias, se pudo observar que ya
no se ejercia presion en la valvula. Asimismo, se pudo deducir que no hubo fermentacion
butirica por clostridios en los dias posteriores del ensayo, pues de haberse generado

dioxido de carbono, la valvula hubiese generado presion.

Luego de 8 dias, la mezcla se acidifica por la generacion del acido lactico hasta llegar a
estabilizarse a valores de pH entre 3.5 y 4, logrando un ensilaje adecuado. Hacia el final
del proceso el pH aumenta ligeramente, debido a la inoculacion de aire en la toma de

muestras. Los datos de monitoreo de pH se encuentran en el Anexo 4.

7.0

6.5 -
6.0 -
5.5 -
5.0 A
4.5 A

VALOR DE PH

4.0 -

3.5 A

3.0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
DIAS
Figura 6: Comportamiento del pH en la mezcla en ensilado
FUENTE: elaboracion propia
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Segun Cardenas (2012), el objetivo del método bocashi, el uso de microorganismos para
la fermentacion de materia organica, es la eliminacion de malos olores e insectos vectores
y la degradacién més répida de materia orgénica debido al pH &cido. En el ensilaje se dan
estas ventajas, ademas de no necesitar mano de obra a diferencia del compostaje, como

ha sido mostrado en la investigacion de Torres (2013).

A partir del sustrato producido, se determin6 la humedad a partir de la cantidad de s6lidos
totales de la mezcla de ensilado, siendo el resultado de los pesajes:

- Capsula (Mc): 89.7153 g

- Capsula despues de estufa (M1) : 93.5223 g

- Capsula después de la mufla (M2): 92.9137 g

- Volumen de la muestra: 10.3198 g

Se determing el porcentaje de sélidos totales:

M1 — Mc
ST% = —w X 100%

opop L 9352238899137
0T 103198 ¢ 0

ST% = 36.89%

Entonces la humedad de la mezcla de ensilado fue de 63.11%, humedad aproximada a la
estimada previamente (64.34%), para lo que se reajusto la cantidad de sustrato a usar en
las siguientes etapa. Para el porcentaje de solidos volatiles en la mezcla de ensilado, se

uso la siguiente formula:

M2 - M1
SV% = — X 100%

oyo, o 2291378 — 9352238
0T 103198 g °

SV% = 15.59 %

6.3. ETAPA LABORATORIO

Dado que se determind la humedad real para la mezcla de ensilado, se reajusta la cantidad
de sustrato a usar en la etapa laboratorio

3% x 500 g

$ (3%) = —3¢59%

= 40.66 g
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5% x 500 g

1) — =
S (5%) =~z g00, = 67779
8% x 500 g
0 _ =
S (8%) =~z 5oy, = 10843

Para cada concentracion se utilizaran 6 reactores, por lo que la cantidad necesaria para
laboratorio es aproximadamente 1.1 kg de sustrato, como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: Determinacion de la cantidad de sustrato necesario en laboratorio

Concentracién Sustrato Cantidad
de sélidos (%0) (9) necesaria (g)
3 40.66 243.97
5 67.77 406.61
8 108.43 650.58

FUENTE: elaboracion propia

Luego de 28 dias en el equipo de bafio maria a 33 °C, se obtuvieron los resultados de la
Figura 7, donde se puede observar que la concentracion de sélidos de 5 por ciento tiene
una mayor produccién de biogas, hasta 2.6 L de biogas en condiciones normales, frente

a cantidades menores de las concentraciones de 3 y 8 por ciento.

Para el 3 por ciento, se muestra un mejor arranque en la produccién hasta el dia 20,
presenciando una tendencia a la baja, que se debe al consumo del sustrato. EI volumen
que se producira sera proporcional a la cantidad de la carga, por lo que no superara a

mayores concentraciones de solidos.

Para el 8 por ciento, se muestra un inicio lento de la produccion. Se observo que las
burbujas de biogas quedan atrapadas en la mezcla, debido a la gran cantidad de materia
en el reactor, hasta que se genere una mayor cantidad del gas y por el empuje, logren salir
de la solucién. Sin embargo, a pesar de que la concentracion de solidos totales es mayor,
el volumen de biogéas producido no supera a 2 litros. Posteriormente se midié el pH,
mostrando valores menores a los recomendados. Esto se debe a que la generacién de

acidez en la etapa acetogénica rompio la capacidad amortiguadora del reactor.
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Figura 7: Produccion de biogas (mL) en laboratorio
FUENTE: elaboracion propia

Para el contenido de metano en el biogas, se muestra en Figura 8, que la concentracion
de cinco por ciento de solidos llega a contener 1.4 L de metano en el biogas. Parael 3y
8 por ciento, el contenido de metano disminuye considerablemente, siguiendo una

tendencia similar a la del biogas.

Para el 8 por ciento, se muestra que la cantidad de metano es baja, lo que indica que la

acidez inhibié las bacterias metanogeénicas y la posterior transformacion de acetato a

metano.
1500
= CH4 3%
g 1250 - 0
= == CH4 5%
= 1000 -
E CH4 8%
2 750 ~
o
€ 500 -
©
>
250 -
0 N T T T
0 7 14 21 28
Dias

Figura 8: Produccion de metano (mL) laboratorio
FUENTE: elaboracidn propia
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En porcentaje, para el dia 28 en la concentracion de solidos totales de 5 por ciento, el 53
por ciento en promedio de metano en la cantidad promedio de biogas. En comparacion
con la cantidad y porcentaje de metano con las concentraciones de 5 y 8 por ciento, la

concentracion de 5 por ciento los supera ampliamente, como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15: Porcentaje de metano en biogas en etapa laboratorio
Cantidad 3% 5% 8%

Biogas (mL) 1696.6 | 2585.2 | 1911.2
Metano (mL) 744.4 13915 | 449.2

%CH4 43.88 53.83 23.50
FUENTE: elaboracion propia

El rendimiento de biogas, es mayor en la concentracién de solidos de 3 por ciento,
llegando hasta 0.2372 m®/gSV. Sin embargo, se escogié la concentracion de 5 por ciento,
como la 6ptima, debido a la mejor relacion del volumen de biogas y contenido de metano
producidos, asi como el mayor consumo de materia organica para el biodigestor y
produccion de biol de buena calidad, con mayores concentraciones de nutrientes. En la

Tabla 16, se muestra el rendimiento para cada repeticion y el rendimiento promedio.

Tabla 16: Rendimiento de biogas en etapa laboratorio

. Peso de Volumen Rendimiento
Porcentaje de dio d dio d
solidos (%) sustrato promedio de _promedio de

(gSV) biogas (mL) | biogés (m®kgSV)
3 6.34 1696.6 0.2677
5 10.34 2585.2 0.2447
8 16.90 1911.2 0.1131

FUENTE: elaboracion propia
Los resultados de biogas y metano para la etapa laboratorio se encuentran en el Anexo 5.

6.4. ETAPAPILOTO

De acuerdo a los resultados de la etapa laboratorio, se procedio a utilizar el 5 por ciento
de solidos totales. Para realizar el célculo del sustrato, se empezo con el volumen util del
reactor que corresponde a 60.5 litros y luego se calculd la cantidad de sustrato, con una

humedad de 56.13 por ciento.

Sustrato (K _( ST% XV )
ustrato (Kg) = Materia seca
Sustrato (K _5%><60.5L_82K
ustrato (Kg) = 36800 ° g
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Por ende, para la carga, cada biodigestor sera llenado con 8.2 Kg de mezcla en ensilado,
3.025 L indculo (5 por ciento del volumen total) y el resto de agua hasta tener un 80 por
ciento del volumen, de acuerdo al volumen de biodigestor Batch (60.5 L). Cabe destacar
que el inoculo no tiene la cantidad necesaria de carbono y nitrégeno como para afectar el
balance de nutrientes en la carga al biodigestor, como se demostr6 mediante analisis de

estos pardmetros en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Agua y Fertilizantes.

En la Figura 9, se puede observar la evolucion del pH a lo largo del proceso. Se estabilizo
el pH de la mezcla en el biodigestor, mediante la adicion de cal apagada (Ca(OH).) para

mejorar el arranque del proceso.

Segln el Manual de Biogas (2011), el proceso anaerébico puede ser inhibido con
pequefios cambios en los valores de pH, que se encuentran fuera del rango 6ptimo. Los
microorganismos metanogénicos son mas sensibles a las variaciones de pH gue los otros
microorganismos de la comunidad microbiana anaerdbica. El 6ptimo es entre 5.5y 6.5
para acidogénicos y entre 7.8 y 8.2 para metanogénicos. EI pH 6ptimo se encuentra en el
rango entre 6.8 y 7.4, siendo el pH neutro el ideal.

Se observa una ligera acidificacion en los primero 21 dias, logrando estabilizarse hasta el
dia 35. Esto se debe a que los lactobacilos del sustrato, que generan acidez al seguir
produciendo acido lactico en condiciones anaerobias y en la etapa acetogénica se genera
acidez por parte de las reacciones que generan acetato, hidrogeno gaseoso, dioxido de
carbono y cationes de hidrogeno libres. Un gran aumento de acidos grasos disminuira el
pH que inhibird progresivamente a las bacterias metanogénicas hasta bloquear

completamente el proceso anaerobio.

En el dia 42, se tiene un pH promedio de 6.75 que se considera fuera del rango dptimo de
pH, para posteriormente acidificarse hasta valores de 5.72, teniendo niveles de pH que
inhiben la metanogénesis pero que se encuentra dentro del rango Optimo para la
generacion de acidos grasos volatiles que no se convierten a metano y a su vez, generan

acidez.

Asi mismo, la acumulacion de hidrogeno molecular (Hz) inhibe la acetogénesis y la
acumulacién de é&cidos grasos volatiles con mas de dos atomos de carbono,

particularmente acidos propionico y butirico (Marti, 2006)

La regulacion del pH en el rango deseado se logra agregando regularmente a la mezcla
materiales alcalinos, tales como cal o cenizas (Silva, 2002).
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Las mediciones de pH de los reactores se encuentran en el Anexo 6.
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Figura 9: Monitoreo de pH en la etapa piloto
FUENTE: Elaboracién propia

6.5. EVALUACION DE PRODUCTOS:
6.5.1. VOLUMEN DE BIOGAS PRODUCIDO EN ETAPA PILOTO:

En la Figura 10, muestra la produccién de biogas para los biodigestores, alcanza
un volumen de 380 a 410 litros en condiciones normales, y de 440 a 480 litros en
condiciones estandar. Se muestra un aumento creciente hasta la semana 7, donde
la produccién de biogas disminuye paulatinamente. En las mediciones de pH, es
en la semana 7 donde se acidifican las mezclas, lo cual indicaria que es el pH el

factor que frena al proceso.

La temperatura fue un factor que ayudd a la generacion de biogas, con un
promedio de temperaturas méaximas de 30.42 °C y promedios de 25.17 °C.

De acuerdo a la formula proporcionada por la UPME (2003) en la Guia para la
implementacidn de sistemas de produccién de biogas, generada a partir de una
simulacion de la variacion del tiempo de retencidn, con datos de temperatura
reportados por varias fuentes, para la temperatura promedio de 25.15 °C y la
temperatura maxima promedio de 30.42 °C, se tendra un tiempo de retencién

aproximado de entre 41 y 32 dias.

Como se podré observar en la medicion de volumen de biogas, a partir del dia 35
las producciones de biogas bajaron hasta volimenes de 20 hasta 5 litros al final
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de proceso. Esta bajada en la produccion, se puede interpretar a que la
concentracion de solidos volatiles esta disminuyendo, lo que indicaria que en 63
dias se consume el sustrato.
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Figura 10: Cantidad promedio de biogéas (L) producido en piloto
FUENTE: Elaboracién propia

En la Tabla 17, se define el rendimiento de biogas en piloto que mas se acercara
al rendimiento de biogas en la escala laboratorio. Lo cual nos indica que toma
entre 35 y 39 dias (semana 5) en obtener los rendimientos 6ptimos en condiciones
atmosfeéricas y de temperatura normales. EI monitoreo de volumen de biogas esta

en el Anexo 7.

Tabla 17: Rendimiento de biogéas en etapa piloto

Porcentaje | Peso de | Volumen | Rendimiento | Promedio de
de solidos | sustrato | de biogas | de biogas rendimiento
(%) (kgSV) (L) (m3/KgSV) (m3/KgSV)
286.2 @ 0.2169
5 1.32 297.9® 0.2248 0.2156
2727 @ 0.2058

(a) Dia 35, (b) Dia 39
FUENTE: elaboracion propia

El rendimiento total para la investigacion seria 0.302 m*KgSV. En la tabla 18 se
muestran los volimenes de biogas, cantidad de sustrato y diferentes rendimientos
obtenidos por diferentes autores con sustratos organicos, con diferentes mezclas y
tratamientos.
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6.5.2.

Tabla 18: Comparacion de rendimientos de biogas

Peso de | Volumen de .
Sustrato sustrato biogéas Rendimiento Fuente
Kg Sv L M3/KgSV
Ensilaje de estiércol 1.32 399.4 0.302 Investioacion
de cerdo 3.025 ' 0.133 g
Residuos organicos 3.025 (*) 277 0.009 Cardenas,
2012

Estiercol de vacay | 5 555 (x) 657.7 0.217 Torres, 2013
bokashi
Estiércol de cerdoy | g 15 436.2 0.085
aguas residuales :
Estiércol de cerdo Pinto, 2012

Y | 512 357 0.070
agua de pozo

(*) Peso como kilogramos de solidos totales

COMPOSICION DEL BIOGAS PRODUCIDO EN ETAPA PILOTO.

a) Metano en el biogéas

Se observa que en las primeras semanas que se encuentran lecturas significativas
de metano en el biogés. Esto se debe a los saltos a la etapa acetogénica, el
contenido de &cido lactico disponible en el sustrato que se transforman en acetato
y a la eliminacion de microorganismos patdgenos, competidores en los procesos

de consumo del sustrato.

El porcentaje de metano en el biogas producido llega a un méximo de 47 por ciento
para los dias 33 a 35 (semana 5), teniendo valores mayores a 45 por ciento en las
repeticiones, para luego bajar paulatinamente hasta la valores de 35 por ciento,

como se puede observar en la Figura 11.

Al haber ocurrido una acidificacion por acidos grasos volatiles que produce una
inhibicion de generaciéon de metano, se obtiene un biogas pobre en metano y con
menos cualidades energéticas (Manual de Biogés, 2011).

Aunque el porcentaje de metano no logra llegar al rango de 50 a 80 por ciento para
considerarlo como biogas de buen poder calérico (Merced, 2012), puede
aumentar, depurando el biogas con hidroxido de sodio para disminuir el porcentaje
de dioxido de carbono.
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Figura 11: Porcentaje promedio de metano en etapa piloto
FUENTE: Elaboracion propia

b) Dioxido de carbono en el biogéas

En la Figura 12, el porcentaje de dioxido de carbono (CO-) no supera el 35 por
ciento en ninguna medicidn, llegando a sus maximos valores en los dias 28 a 33.
Para disminuir posteriormente, junto con la generacion de metano. Asimismo, en
el monitoreo de pH, se da una acidificacion que se le atribuye a la dilucién del
dioxido de carbono en la mezcla liquida. Los resultados de concentracion de
dioxido de carbono estan dentro del rango de 20 a 50 por ciento, rango que nos
indica un biogas de calidad (Merced, 2012).

Las mediciones de composicion porcentual de metano y dioxido de carbono, se
encuentran en el Anexo 8.
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Figura 12: Porcentaje de diéxido de carbono en etapa piloto
FUENTE: Elaboracién propia

56



6.5.3. ANALISIS DE NUTRIENTES DEL BIOL

Ante la falta de una normativa especifica nacional para los abonos orgénicos, es
preciso aclarar el uso de normativa internacional y resultados de investigaciones
anteriores, para tener un margen de los aspectos que se refieren al tema con el fin
de tener una referencia para las circunstancias. En la Tabla 19 se encuentra la
comparacion de los parametros fisicos del biol en investigacion. Los informes de

andlisis se encuentran en el Anexo 9.

Para un biol de calidad, Medina (2013) nos indica que el rango de pH debe estar

entre 5.4 a 7.0, logrando estar dentro de ambos rangos con un pH de 5.74.

Segln la normativa de calidad de compost de Chile (2003), el pH del compost
debe estar entre 5 a 7.6, De acuerdo a la normativa, el contenido de materia
organica debe ser mayor o igual a 45% en base seca. Para el caso del biol en
investigacion, tenemos 21.76 g de materia organica en un total de 36.96 g de

solidos totales, para lo cual tenemos aproximadamente 60%.

La Conductividad eléctrica debe estar dentro del rango de 5 a 12 dS/m,
sobrepasando el rango por 4 dS/m. Segun Aldon (2008), para valores altos de

conductividad, el biol se debe diluir para su aplicacion en semillas o cultivos.

Tabla 19: Comparacion de parametros fisicos del biol

Biol de ensilado Rando
Parametros | de estiércol de g Fuente
aceptable
cerdo

pH 5.74 54-70 Medina, 2013
CE | dS/m 15.7 5-12 | Normativa de calidad

% 58.91 > 45 de compost de Chile
MO

g/l 21.76
ST g/l 36.94

FUENTE: Elaboracion propia

Se compararon los resultados de macro nutrientes con los resultados exitosos de
otras investigaciones. Segun Medina (2013), el contenido de nutrientes que
presenten los abonos organicos, debera ser lo mas elevado posible, para que el
aporte mineral sea suficiente para el desarrollo de cualquier cultivo. Se propone
que la concentracion minima nutricional para los bioabonos liquidos producidos

en forma artesanal no sea menor a lo indicado por Medina (2013) en la Tabla 20.
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Asimismo, se comparo el valor nutricional del biol con otras investigaciones que

usaron sustratos de origen animal para su elaboracion.

Se observa que el biol en investigacién, supera los limites minimos a excepcion
del potasio, por un pequefio margen. El calcio se encuentra en una mayor
concentracion que los demas bioles, debido a la adicion de cal apagada para
nivelar el pH de las mezclas en los biodigestores. Segun Palacios (2012), la cal
agricola, es usada como enmienda para corregir el ph acido, neutraliza la toxicidad

del aluminio soluble y nutre con calcio.

También se observa que los bioles de las demas investigaciones no superan el
limite recomendado en ciertos pardmetros, esto se debe a que las materias primas
de cada elaboracion carecen de algun nutriente y por ende, también carecera el
producto. Se recomienda el uso de aditivos para suplir estas carencias y hacer un

biol apto para el desarrollo de cualquier cultivo.

Tabla 20: Comparacion de macronutrientes del biol

B-iOI de Bocashi y BEOI de Biol de .
parametros | AU et de Sl ounott | Bl
cerdo vaca de queso | 9eneracion
Nitrégeno | mg/L 1421 1551.7 3546.7 1876 > 700
Fosforo | mg/L 545.16 423.05 955.26 203.4 > 170
Potasio | mg/L 1250 1885.8 5190 9005.56 > 1300
Calcio mg/L 2840 1044.2 2440 1523.06 > 1800
Magnesio | mg/L 384 334.17 755 1044.44
Sodio mg/L 367 818.33 755 590.83
e | e | P | e | e

Se elabor6 la Tabla 21 para la comparacion de los micronutrientes del biol en
investigacion. Segun el Real Decreto 506/2013 de Espafa, para contenidos
minimos de metales pesados en abonos inorganicos con nutrientes principales o
secundarios para aplicacion foliar, se tiene que el biol en investigacién supera
ampliamente a lo especificado como concentraciones minimas en el decreto
espafol. Segin Coma y Bonet (2004), el estiércol de cerdo es la fuente de zinc en
la mezcla de ensilaje y por ende del biol resultante, potencial fuente de toxicidad

en el abono liquido.
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Tabla 21: Comparacion de micronutrientes del biol

Biol de Real Decreto 506/2013,
. ensilado de Espana
Parametros i T
estiércol de . Maximo:
Minimo
cerdo clase B
Hierro (ppm) 46.8 200 -
Cobre (ppm) 8 20 300
zZinc (ppm) 243.9 20 500
Manganeso (ppm) 7.34 100 -
Boro (ppm) 2.01 100 -

FUENTE: Elaboracién propia

Aparte del caso de los nutrientes, también se tiene al conteo de coliformes fecales
y totales como parte de la guia de calidad de un abono foliar organico (Anexo 10).
Se puede observar en la Tabla 22, que hay ausencia de coliformes totales y fecales,
no se encuentran presentes en el biol al final del proceso debido a la neutralizacion
por pH &cido en la etapa de ensilado. Gracias a ello, se puede comparar con la
Categoria 3 del Decreto Supremo N° 015-2015 MINAM, gue nos indica el valor
estandar como méximo que puede tener de coliformes totales y fecales para un
agua que se utilizaria para el riego de plantas, estando el abono liquido por debajo

de los limites establecidos.

Respecto a la presencia de otros microrganismos como bacterias totales, bacterias
Gram+, Gram-, estafilococos y E. coli, si bien no se analizaron en laboratorio,
segun la investigacion de Carhuancho (2012), indica que nimero de estas
bacterias en el estiércol tendian a incrementarse con el ascenso del pH. En el
proceso de ensilado vy al final el proceso de digestion se observé el descenso del

pH por lo cual tedricamente no existe riesgo de estos patdgenos en el biol.

Tabla 22: Comparacion de coliformes del biol

Biol en D.S. N° 015-
Parametro Unidad | . S 2015 MINAM:
investigacion .
Categoria 3
Coliformes Totales | NMP/g <3 1000
Coliformes fecales | NMP/g <3 1000

El valor <3 indica ausencia de microorganismos en el ensayo
FUENTE: Elaboracion propia
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6.5.4. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA DEL BIOL

Para el control de calidad de las semillas se realizaron sulfato de zinc como control
positivo, donde se obtuvo que el promedio de la CI50 para la elongacion de
radicula fue de 14.07 mg/L que se encuentra dentro del rango de 11.85 a 16.29
mg/L; y el promedio de la CI50 para la elongacion del hipocétilo fue de 18.01
mg/L, dentro del rango de 15.37 a 20.81 mg/L. En el Anexo 11, se encuentran las
tablas de elaboracion del control de calidad positivo.

Para el control de calidad negativo, se calculé el promedio y la desviacion estandar
de todos los datos, resultando 18.99 y 6.27, respectivamente. Asi, calculamos el
rango de elongacion de la radicula: 6.4 a 31.5 mm. Los datos que no se encuentran
dentro de este rango, no se consideraron. Asi mismo, la germinacion fue mayor
que 95 por ciento, sin sintomas de necrosis en las plantulas, que muestra la buena

calidad del lote de semillas.

Para los datos de germinacion, indicados en la Tabla 23, se utiliz6 la regresion
Probit mediante el software estadistico Minitab 17, con una distribucion
LogNormal, debido al factor de dilucion de 0.1. Se obtuvo una CL50 de 10.27 por
ciento de dilucidn, lo cual indica que a la dilucién obtenida, el 50 por ciento de las

semillas no germinaran.

Tabla 23: Germinacion de semillas por dilucion del biol

Dilucion Germinacion

R1 | R2 | R3| R4 | Prom. | Desv. | Inh.
Control 19 (20|19 (19| 193 0.5 -
0.01 2020|119 | 20| 1938 0.5 -2.6
0.1 20118 |19 | 20| 193 0.96 0
1 17 |18 | 16 | 19 | 175 1.29 | 9.09
2 16 | 17 | 17 | 18 17 0.82 | 11.7
4 16 |16 | 17 | 17 | 16.5 0.58 | 14.3
6 17 |1 15] 16 | 15| 158 0.96 | 18.2
10 1518 | 10 | 12 | 13.8 3.5 28.6
50 O|0|O0]O 0 0 100
100 O]l 0|0]O0 0 0 100

FUENTE: Elaboracion propia

Para el crecimiento de radicula, se obtuvieron las concentraciones medias
mediante graficas de curvas de regresion de inhibicion para las repeticiones y se
obtuvo una concentracidn inhibitoria media (C150) de 18.95 por ciento, mostrado

en el Anexo 12.
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En la figura 13 se muestra la inhibicion de crecimiento de la radicula por cada
dilucion. El 2 por ciento de dilucion fomenta el crecimiento de la radicula al
mostrar inhibicion negativa, mostrando los mejores resultados con respecto a las
demas diluciones. Mediante andlisis de varianza y prueba de Dunnet, se definid

que el NOEC es 4 por ciento y el LOEC es 6 por ciento (Anexo 13).

Figura 13: Inhibicion de la radicula de cada dilucion
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FUENTE: Elaboracién propia
Para el crecimiento de hipocoétilo, se obtuvieron las concentraciones medias
mediante gréficas de curvas de regresion de inhibicién para las repeticiones. Se
obtuvo una concentracion efectiva media (C150) de 21.94 por ciento, mostrado en

el anexo 12.

En la figura 14 se muestra la inhibicion de crecimiento de la radicula por cada
dilucién. El 2 por ciento de dilucion fomenta el crecimiento de la radicula al
mostrar inhibicion negativa, mostrando los mejores resultados con respecto a las
demas diluciones. Mediante andlisis de varianza y prueba de Dunnet (Anexo 13),
se definid que el NOEC es 4 por ciento y el LOEC es 6 por ciento, coincidiendo

con los resultados de elongacion de radicula.
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6.5.5.

Figura 14: Inhibicién del hipocétilo de cada dilucion
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FUENTE: Elaboracion propia

INDICE DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS

De acuerdo al estudio de fitotoxicidad de Rojas (2005), el indice de germinacion
(IG) ayuda a observar por rangos la toxicidad de la sustancia de estudio. Valores
de IG inferiores a 50% indican una alta fitotoxicidad del material; 1G entre 50% y
80% indican fitotoxicidad moderada y valores superiores a 80% el material no

presenta fitotoxicidad.

Para las diluciones de 0.01, 0.1, 1 y 2 por ciento, se tiene valores superiores a 100
por ciento, donde se evidencia que el crecimiento de la radicula supera al control
y por ende no presenta toxicidad. Se puede concluir que con resultados mayores a
100 por ciento, estas diluciones representan promotores del crecimiento, al

aumentar el indice de germinacién con respecto al control.

Para la dilucién de 4 por ciento se tiene un indice de germinacion de mayor a 80
por ciento, donde indica que no presenta toxicidad. Usando la prueba de Dunnet,
se comprobo estadisticamente que el 4 por ciento de dilucion representa al NOEC,

dilucion en la que no se observan efectos adversos.

Para la dilucién de 6 por ciento, el indice de germinacion llega hasta 79 por ciento
que indica una toxicidad moderada. Usando la prueba de Dunnet, se comprobo
estadisticamente que el 6 por ciento de dilucion representa al LOEC, dilucion en

la que se observan efectos adversos significativos.
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Para la dilucién de 10 por ciento, se tienen valores menores a 60 por ciento, lo que
indicaria que la toxicidad es mas fuerte a partir de esta dilucion. Asi mismo, en
los resultados de toxicidad, se obtuvo una concentracion letal media alrededor de
10 por ciento, que indica que a esta dilucion, la mitad de las semillas no

germinaran.

Los resultados se muestran graficamente en la Figura 15.
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Figura 15: Indice de germinacion vs dilucion
FUENTE: Elaboracién propia

En la tabla 24, se presentan resultados de indice de germinacion de investigaciones de
biol, donde se muestra que las diluciones del biol en investigacion poseen menos
toxicidad en comparacion con los demés. La dilucion de 100 por ciento usualmente
muestra un indice de germinacion nulo, lo cual indica que los abonos liquidos
necesariamente necesitan diluirse antes de la aplicacion. La forma en cémo se elaboran
estos abonos, la materia prima y los procesos a los cuales son expuestos le proporcionan

caracteristicas toxicas.

Segun Aldén (2008), al diluir el biol, se disminuye la dosis aplicada de la fuente de
toxicidad y la conductividad eléctrica. Se muestra una relacién inversamente proporcional
entre la conductividad eléctrica y el porcentaje de dilucién con mejores resultados. En
otras investigaciones, debido a la alta conductividad eléctrica, se concluye que una
dilucion de 0.1 por ciento es necesaria obtener mejores resultados de germinacion. En la

presente investigacion, se tiene una conductividad eléctrica de 15.7 dS/m, menor que la
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mayoria de los bioles de mejor calidad nutritiva, logrando que a una dilucion de 2 por

ciento se obtengan mejores resultados de crecimiento y germinacion.

La toxicidad de metales puede estar siendo afectada por condiciones redox determinadas,
que pueden afectar al estado de algunos elementos tales como cadmio, niquel y hierro,

haciéndolos precipitar (Lopez et al, 2010).

Tabla 24: Comparacion de Indices de Germinacion

Biol de Biol de Biol de
o ensilado de | Fast Biol - estiércol de
Dilucion excretas de 20 ovino I I vacay suero
cerdo generacion de queso
0.01 102.24 -- 94.7 112.5
0.1 102.83 84.5 85.8 80.1
1 99.56 65.8 67.1 21.8
10 46.88 0.41 0 0
100 0 0 0 0
CE;' 100% | 457 257 272 222
S/m
Fuente _ Biql en Peralta, Medina Buchelli,
investigacion 2010 2013 2014
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VIl. CONCLUSIONES

Se evalué la produccion de biogas y biol usando como sustrato ensilaje de excretas
de cerdo, melaza de cafa y rastrojo de arroz, logrando eliminar la presencia de
microorganismos patogenos, controlar la liberacion de gases nocivos y de
invernadero y generar metano en el biogas y biol de buena calidad mediante el
manejo de pardmetros para su biodigestion.

En etapa laboratorio, la concentracién de solidos de 5 por ciento presento la mejor
relacion de porcentaje de metano en el biogas, con 53.83 por ciento, y rendimiento
de 0.2447 m3/KgSV para el dia 28 del ensayo.

En la etapa piloto, se generaron 1384 litros de biogas en condiciones ambientales,
llegando a un promedio maximo de 45 por ciento de metano en el biogés en el dia
32. Entre los dias 35 y 39 de la etapa piloto, se alcanzé el rendimiento promedio
de 0.2098 m3/KgSV, tiempo que le toma al proceso para que la composicion del

biogas sea Optima.

El abono organico, puede ser considerado de buena calidad, con respecto a los
parametros expuestos. Se determind que una dilucion de 2 por ciento es la 6ptima
por fomentar el crecimiento de las semillas y por no tener efectos adversos de
toxicidad. Se definié un NOEC de 4 por ciento y LOEC de 6 por ciento.



VilIl. RECOMENDACIONES

En la etapa de ensilado, se recomienda tener una tapa modificada con una valvula
de seguridad, necesaria para evitar presiones por la generacion de gases al inicio
del proceso.

Para los sistemas de desplazamiento, se debe bloquear el tubo de gas por 24 horas
para que el sistema se equilibre a la temperatura ambiental, a fin de evitar
presiones negativas. Cuando se inicie el desplazamiento, se debe verificar que no
exista succion o avance de liquido hacia el reactor. De ser asi, la fuga es evidente.
Para facilitar el desplazamiento de liquido, se coloca el recipiente del liquido a
una altura mayor a la del recipiente de medicion, para facilitar que el gas fluya
rapidamente.

La manguera en forma de “U” ubicada en la botella de hidroxido de sodio se ide6
con el objetivo de que actuara como un sifon y dificultara el reflujo hacia el
reactor.

Se recomienda estabilizar el pH de la mezcla en los biodigestores semanalmente,
asi como la medicion de alcalinidad y su manejo, para evitar la inhibicion de los
microorganismos y continuar con la degradacion de la materia organica.

Para la medicion de volumen de biogas, es 6ptimo el uso de agua con un pH &cido,
que evitara que componentes del biogas se diluyan con el agua y disminuya el
volumen del biogas generado.

Se recomienda evaluar el biosol como abono, nutrientes, su aplicaciébn como
enmienda organica y abono en el suelo.

Realizar una valorizacién econdmica viable para la comercializacion de los
productos, luego de su posterior optimizacion de los procesos de transformacion

y generacion.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Informes de Carbono, Nitrogeno y Humedad del Laboratorio de
Anadlisis de Suelos, Plantas, Agua y Fertilizantes

Figura Al: Informe de analisis de guano de cerdo

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE

SOLICITANTE : ALFREDO SHIRAKAWA APAC
PROCEDENCIA 3 LIMA/ LIMA/ LA MOLINA
MUESTRA DE - GUANO DE CERDO
REFERENCIA : H.R. 46265
BOLETA - 11278
FECHA 2 15/08/14
NG
LAB CLAVES Cc N Relacion Hd.
% % C/IN %
586 Muestra 1 38.02 2.83 13.43 81.12

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS. PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE
MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE : ALFREDO YOSHIMI SHIRAKAWA APAC
PROCEDENCIA : LIMA
MUESTRA DE : MELAZA DE CANA DE AZUCAR
REFERENCIA : H.R. 52699
FECHA : 08/01/16
o
LAB CLAVES ¢ N ST
g/L o/l o/L
o71 562.59 7.30 1176.00




Figura A3: Informe de analisis de melaza de cafia de azlcar

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN FOLIAR

SOLICITANTE ALFREDO SHIRAKAWA APAC
PROCEDENCIA : LIMA/ HUARAL
MUESTRA 5 RASTROJO DE PAJA DE ARROZ
REFERENCIA H.R. 48360
BOLETA : 11750
FECHA 2 27/01/15
N°
LAB CLAVES N Cc Hd.
% % %
254 1.23 35.28 9.30

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE
MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE 5 JOEL ABDUL HUERTA PORTAL
PROCEDENCIA : LIMA
MUESTRA DE 2 LODO RESIDUAL Y GLICERINA CRUDA
REFERENCIA 2 H.R. 52698
FECHA 7 08/01/16
NO
LAB CLAVES c N ST
g/L mg/ L g/L
970 Lodo Residual 4.82 1.53 17.66
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Anexo 2. Determinacién de la pendiente en la Actividad Metanogénica

Especifica
Tabla Al: Volumen de metano vs tiempo
Tiempo Volumen de
(horas) CHas (mL)
0 0

1.0 7

2.50 12
4.0 18
5.50 26
7.0 34
8.0 39
23.0 94
24.5 102
26.0 111
27.5 118
29.0 123
30.5 129
32.0 133
47.0 155
50.0 162
53.0 167
54.5 169

Figura A5: Fraccion de la curva que tiene mayor pendiente

Volumen de Biogas (mL)

45
40
35
30
25
20
15
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5

0

y =4.6698x + 0.8744 ®
R?=0.9925 pe
»
®
»
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Anexo 3. Informe de recuento de Lactobacillus sp.

Figura A6: Informe de recuento de muestra de excretas de cerdo

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA jk -.

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Peru ¢
Teléfono: 6147800 anexo 274 . ;\

INFORME DE ENSAYO N° 1603172 - LMT

SOLICITANTE  : ALFREDO YOSHIMI SHIRAKAWA APAC
DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : EXCRETAS DE CERDO
1603172)
PROCEDENCIA : UNALM
TIPO DE ENVASE : Botella de plastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 10 g. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016-03- 11
FECHA DE RECEPCION :2016-03 - 11
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-03 - 14

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO  :2016-03-17
RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO
Andlisis Microbiolégico Muestra 1603171

'Recuento de Lactobacillus sp (UFC/ml) 34 x107

Método:
TInternational Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part I, (Trad. 1988)
Reimp. 2000. Editorial Acribia.

Observaciones:

Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestra proporcionada
por el solicitante.

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.

Validez del documento:

Este documento tiene validez solo para la muestra descrita.

La Molina, 18 de marzo del 2016

DRA. DORIS ZUNIGA DAVILA

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 614 7800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"

1 (511) 6147800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.edu.pe
Apartado Postal 456 - Lima 12 - PERU
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Figura A7: Informe de recuento de muestra de excretas de cerdo

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA % g

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Pera ¢
Teléfono: 6147800 anexo 274 . ;\

INFORME DE ENSAYO N° 1603171 - LMT

SOLICITANTE  : ALFREDO YOSHIMI SHIRAKAWA APAC
DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : MELAZA DE CANA DE AZUCAR
1603171)
PROCEDENCIA : UNALM
TIPO DE ENVASE : Botella de plastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 250 ml. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016- 03 - 11
FECHA DE RECEPCION :2016-03 - 11
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-03 - 14

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO ~ :2016-03-17
RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO
Anélisis Microbiolégico Muestra 1603171

Recuento de Lactobacillus sp (UFC/ml) 92x10°

Método:
TInternational Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part Il, (Trad. 1988)
Reimp. 2000. Editorial Acribia.

Observaciones:
Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestra proporcionada

por el solicitante.

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.
Validez del documento:

Este documento tiene validez sélo para la muestra descrita.

La Molina, 18 de marzo del 2016

DRA. ZUNIGA DAVILA

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 614 7800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"

[1(511) 6147800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.edu.pe
Apartado Postal 456 - Lima 12 - PERU
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Anexo 4. Monitoreo de pH en la mezcla en ensilado

Tabla A2
Dia R1 R2 pro?nl_(:dio
0 6.64 6.71 6.68
1 6.23 6.45 6.34
3 5.62 5.74 5.68
4 4.85 4.72 4.79
7 3.74 3.81 3.78
9 3.65 3.6 3.63
10 3.58 3.55 3.57
14 3.56 3.58 3.57
16 3.72 3.61 3.67
17 3.65 3.66 3.66
21 3.81 3.77 3.79
22 3.87 3.75 3.81
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Anexo 5. Volumen de metano y biogas generados en laboratorio

Tabla A3: Volumen de metano en la concentracion de 3 por ciento

Dia | Presion M3.1 M3.2 M3.3 Prom.
(mbar) [y [Tven|[vac| v [ven | vac| v [ven | vac
0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
3 | 984.27 11 9.5 9.5 15 | 13.0 | 13.0 | 12 | 104 | 10.4 11.0
6 | 985.61 40 | 347 | 442 | 35 | 303 | 433 | 36 | 312 | 416 43.0
8 | 985.60 71 | 615 [ 105.7] 59 | 51.1 | 945 | 65 | 56.3 | 97.9 99.4
10 | 983.66 8 | 719 |177.7| 78 | 67.6 | 162.1| 85 | 73.7 | 1716 | 1704
13 | 983.84 92 | 79.7 | 257.4| 105 | 91.0 | 253.1| 82 | 71.1 |242.7| 251.0
15 | 985.01 | 105 | 91.0 | 3484 | 93 | 80.6 |333.7| 110 | 953 |338.0| 340.0
17 | 983.93 | 145 | 125.7 | 474.1| 146 | 126.5 | 460.2 | 131 | 113.5 | 451.5| 461.9
20 | 986.01 | 134 | 116.1|590.2 | 127 | 110.1 | 570.2 | 118 | 102.3 | 553.8| 571.4
22 | 983.11 81 | 70.2 | 660.4| 83 | 719 |6422| 89 | 77.1 | 630.9| 6445
24 | 984.14 57 | 49.4 | 709.8| 54 | 46.8 | 689.0| 61 | 529 |683.8| 694.2
26 | 983.14 35 | 303 |740.1| 23 | 199 | 7089 | 35 | 303 |7141| 721.0
28 | 983.15 23 | 199 | 760.0| 26 | 22.5 | 731.4| 32 | 27.7 | 741.8| 7444
Tabla A4: Volumen de Biogas en la concentracion de 3 por ciento
Dia | Presidn B3.1 B3.2 B3.3 Prom.
(mbar) V | VCN | VAc V | VCN | VAc VCN | VAc
0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
3 | 984.27 64 55.5 | 55.5 55 47.7 | 47.7 40 34.7 | 347 45.9
6 | 985.61 | 229 | 1985 | 253.9 | 192 | 166.4 | 214.1 | 214 | 185.5 | 220.1 | 229.4
8 | 98560 | 139 | 120.5 | 374.4 | 135 | 117.0 | 331.1 | 150 | 130.0 | 350.1 | 351.9
10 | 983.66 | 156 | 135.2 | 509.6 | 163 | 141.3 | 472.3 | 140 | 121.3 | 471.5 | 4845
13 | 983.84 | 273 | 236.6 | 746.2 | 281 | 243.5 | 715.8 | 267 | 231.4 | 702.8 | 721.6
15 | 985.01 | 203 | 1759 | 922.1 | 204 | 176.8 | 892.6 | 211 | 182.9 | 885.7 | 900.2
17 | 983.93 | 206 | 178.5 |1100.6| 237 | 205.4 | 1098.0] 209 | 181.1 |1066.8 | 1088.5
20 | 986.01 | 226 | 195.9 [1296.5| 167 | 144.7 | 1242.8| 217 | 188.1 |1254.9 | 1264.7
22 | 983.11 | 168 | 145.6 [1442.1| 170 | 147.3 | 1390.1| 150 | 130.0 |1384.9 | 1405.7
24 | 984.14 | 132 | 114.4 [1556.5| 139 | 120.5 | 1510.6| 142 | 123.1 |1508.0 | 1525.0
26 | 983.14 | 140 | 121.3 [1677.8| 150 | 130.0 | 1640.5| 121 | 104.9 |1612.8 | 1643.7
28 | 983.15 50 433 (17211 84 72.8 | 1713.3| 49 42.5 |1655.3 | 1696.6
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Tabla A5: Volumen de metano en la concentracion de 5 por ciento

Dia | Presion M5.1 M5.2 M5.3 Prom.
(mbar) v [ven|vac| v [ven| vac| v [ ven | vac

0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0

3 | 984.27 5 4.3 4.3 5 4.3 4.3 13 | 11.3 | 11.3 6.6

6 | 985.61 | 28 | 24.3 | 28.6 12 | 104 | 147 | 20 | 17.3 | 28.6 24.0

8 | 98560 | 38 | 329 | 615 | 33 | 286 | 433 | 28 | 243 | 52.9 52.6

10 | 983.66 | 49 | 425 [104.0| 47 | 40.7 | 841 | 53 | 459 | 98.8 95.6

13 | 983.84 | 51 | 442 {1482 | 45 | 39.0 |123.1| 72 | 624 | 161.2| 1442

15 | 985.01 | 38 | 329 |181.1| 45 | 39.0 | 162.1| 42 | 36.4 | 197.6 | 180.3

17 | 98393 | 84 | 728 | 2539 | 79 | 685 |2305| 71 | 615 | 259.1 | 247.9

20 | 986.01 | 169 | 146.5|400.4 | 175 |151.7 | 382.2 | 184 | 159.5| 418.6 | 400.4

22 | 983.11 | 210 | 182.0|582.4 | 190 |164.7 | 546.8 | 205 | 177.7 | 596.2 | 575.2

24 | 984.14 | 192 | 166.4|748.8 | 280 |242.7 | 789.5| 231 | 200.2 | 796.4 | 778.2

26 | 983.14 | 481 | 416.9|1165.6| 490 |424.7 |1214.2| 501 | 434.2|1230.6| 1203.5

28 | 983.15 | 204 | 176.8|1342.4| 213 |184.6 [1398.8| 234 | 202.8 |1433.4| 1391.5

Tabla A6: Volumen de Biogés en la concentracion de 5 por ciento

Dia | Presién B5.1 B5.2 B5.3 Prom.
(mbar) V | VCN | VAc V | VCN | VAc V | VCN | VAc

0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0

3 | 984.27 12 104 | 104 23 19.9 | 19.9 17 14.7 | 14.7 15.0

6 | 985.61 | 160 | 138.7 | 149.1 | 143 | 1239 | 1439 | 184 | 1595 | 174.2 | 155.7

8 | 985.60 72 624 | 2115 | 93 80.6 | 2245 | 94 81.5 | 255.7 | 230.5

10 | 983.66 | 112 | 97.1 | 3085 | 126 | 109.2 | 333.7 | 121 | 104.9 | 360.5 | 334.2

13 | 983.84 | 250 | 216.7 | 525.2 | 237 | 205.4 | 539.1 | 261 | 226.2 | 586.7 | 550.3

15 | 985.01 | 122 | 105.7 | 630.9 | 134 | 116.1 | 655.2 | 143 | 123.9 | 710.6 | 665.6

17 | 983.93 | 242 | 209.7 | 840.6 | 221 | 1915 | 846.7 | 238 | 206.3 | 916.9 | 868.1

20 | 986.01 | 628 | 544.3 | 1384.9| 613 | 531.3 |1378.0 | 601 | 520.9 |1437.8| 1400.2

22 | 983.11 | 380 | 329.3 | 1714.2| 362 | 313.7 1691.7 | 374 | 324.1 |1761.9| 1722.6

24 | 984.14 | 202 | 175.1 | 1889.3| 340 | 294.7 {1986.3 | 231 | 200.2 |1962.1| 1945.9

26 | 983.14 | 546 | 473.2 | 2362.5| 492 | 426.4 2412.7 | 538 | 466.3 |2428.3 | 2401.2

28 | 983.15 | 214 | 185.5 | 2547.9| 237 | 205.4 [2618.1 | 186 | 161.2 |2589.5| 2585.2
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Tabla A7: Volumen de metano en la concentracién de 8 por ciento

Dia | Presion mMS8.1 mMS8.2 mMS8.3 Prom.
(mbar) I v Tven | vac [ v [ven | vac| v [ven | vac

0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0

3 | 984.27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0

6 | 985.61 5 4.3 4.3 6 5.2 5.2 12 | 104 | 12 7.2

8 | 985.60 7 6.1 | 104 | 10 87 | 139 | 11 9.5 23 15.8

10 | 983.66 20 17.3 | 27.7 18 15.6 | 295 19 16.5 42 33.1

13 198384 | 25 | 21.7 | 494 | 31 | 269 | 563 | 27 | 234 | 69 58.2

15 |1 98501 | 23 | 199 | 693 | 36 | 312 | 875 | 21 | 182 | 90 82.3

17 | 98393 | 25 | 21.7 | 92.0 | 25 | 21.7 |109.2| 18 | 156 | 108 102.7

20 | 986.01 | 19 | 16,5 |1075| 38 | 329 (1421 | 23 | 199 | 131 126.9

22 | 983.11 | 39 | 33.8 | 1413| 51 | 442 | 186.3| 45 | 39.0 | 176 167.9

24 | 984.14 | 73 | 63.3 | 2045 | 37 | 321 | 2184 | 47 | 40.7 | 223 215.3

26 | 983.14 | 114 | 98.8 | 303.3 | 124 |107.5 | 3259 | 98 | 849 | 321 | 316.7

28 | 983.15 | 152 |131.7 | 435.1 | 152 |131.7 | 457.6 | 134 |116.1 | 455 | 449.2

Tabla A8: Volumen de Biogas en la concentracion de 5 por ciento
Dia | Presidn B5.1 B5.2 B5.3 Prom.
(mbar) V | VCN | VAc V | VCN | VAc V | VCN | VAc

0 | 985.53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0
3 | 984.27 10 8.7 8.7 15 13.0 | 13.0 10 8.7 8.7 10.1
6 | 985.61 13 11.3 | 19.9 26 225 | 355 22 19.1 | 27.7 | 277
8 | 985.60 15 13.0 | 329 30 26.0 | 61.5 12 10.4 | 38.1 | 44.2
10 | 983.66 | 78 67.6 | 1005 | 58 50.3 | 111.8| 64 55,5 | 93.6 | 102.0
13 | 983.84 | 112 | 97.1 | 197.6 | 132 | 114.4 | 226.2 | 105 | 91.0 | 184.6 | 202.8
15 | 985.01 | 116 | 100.5| 298.1 | 106 | 91.9 |318.1| 98 84.9 | 269.5 | 295.2
17 | 983.93 | 124 | 107.5 | 405.6 | 118 | 102.3 | 420.3 | 115 | 99.7 | 369.2 | 398.4
20 | 986.01 | 168 | 145.6 | 551.2 | 171 | 148.2 | 568.5 | 145 | 125.7 | 4949 | 538.2
22 | 983.11 | 182 | 157.7 | 708.9 | 135 | 117.0 | 685.5 | 143 | 123.9 | 618.8 | 671.1
24 | 984.14 | 496 | 429.9 (1138.8| 485 | 420.3 |1105.8| 443 | 383.9 |1002.7 | 1082.4
26 | 983.14 | 530 | 459.3 [1598.1| 542 | 469.7 |1575.6] 569 | 493.1 |1495.8 | 1556.5
28 | 983.15 | 398 | 344.9 (1943.0| 428 | 370.9 |1946.5| 402 | 348.4 |1844.2| 1911.2
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Anexo 6. Monitoreo de pH en escala piloto

Tabla A9:
Dia | ENS 01 | ENS 02 | ENS 03 | Promedio
0 7.25 7.35 7.21 7.27
4 7.22 7.26 7.17 7.22
7 7.13 7.09 7.04 7.09
11 7.02 6.96 6.91 6.96
14 7.06 6.91 6.96 6.98
18 7.03 6.93 6.83 6.93
21 7.18 7.06 7.11 7.12
25 7.24 7.13 7.15 7.17
28 7.11 7.09 7.03 7.08
32 7.17 7.11 6.98 7.09
35 7.07 7.13 7.01 7.07
39 6.93 6.85 7.04 6.94
42 6.59 6.73 6.94 6.75
47 | 648 | 646 | 6.25 6.40
5p | 6.42 6.3 6.4 6.37
56 | 612 | 596 | 595 6.01
63 | 577 | 571 | 569 5.72
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Anexo 7. Volumen del biogas generado en escala piloto

Tabla A10:
ENS 01 ENS 02 ENS 03
Dia | P (mb] Vol | TO1 \éONI A\:Sln Vol | T02 \éoNl A\clj :n Vol | T03 \éONI A\c/S:n
CN CN CN

0 [983.33| 0 [322] 00 0 0 |328| 00| 00 0 |322 0.0
4 |983.73| 4 |306] 35 | 35 8 311 70| 70 | 12 |31.1|105| 105
7 |983.22| 10 |30.0| 87 | 122 | 15 |30.6|13.1| 201 | 17 |30.6 | 148 | 253
11 | 979.76 | 21 | 306|183 | 30.5 | 20 |30.6 |17.4| 375 | 32 |31.1|27.8| 53.1
14 | 981.41| 30 |31.1|26.1| 566 | 28 |30.6|24.4 | 61.8 | 24 |31.1|209| 739
18 | 982.04| 27 |31.1|235| 80.1 | 29 |32.2|251| 87.0 | 24 |31.7|20.8| 94.8
21 | 983.08| 39 |31.7(339|114.0| 27 |32.2|23.4 | 1104 | 21 |31.7| 183 | 113.0
25 [900.59 | 35 |31.7(27.9|1419| 32 |31.7|255|1359| 29 |31.1|23.1|136.2
28 [983.63| 44 |31.7(383|180.1| 40 |31.7|348|170.7| 49 |31.7 | 42.6 | 178.8
32 | 983.9 | 56 |32.8|485 (2287 | 48 |322|41.7 2124 | 50 |32.2|43.4 2222
35 [ 984.39| 66 |31.1|57.6|2862| 61 |31.1|532]|2656| 58 |31.7|50.5 |272.7
39 | 983.93| 44 |30.6 |38.4|3247| 37 |306|323(297.9| 48 |30.0 | 42.0]|314.7
42 (982.76 | 21 |30.6|18.3 |343.0| 24 |30.0|21.0|3189| 38 |30.6 |33.1| 3479
46 |983.54| 15 |31.1|13.1|356.1| 19 |31.1|16.6 | 3354 | 36 |31.7|31.3|379.2
52 | 984.45| 22 |30.0|19.3|3753| 27 |306|23.6359.0| 15 |31.1|13.1|392.3
56 | 984 19 |30.3|16.6|391.9| 13 |[30.3|11.4 3704 9 |303]| 7.9 | 400.1
60 | 983.15| 6 |30.3| 52 [397.2] 10 |303| 87 [379.1| 9 |30.3]| 7.9 | 408.0
63 | 9824 | 5 |303| 44 |4015| 7 |303] 6.1 (3852 4 |30.3| 3.5 |4115
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Anexo 8. Composicion del biogas en escala piloto

Tabla A1l: Porcentaje de metano en el biogas

Dia ENSO1 | ENS02 | ENSO3 | Promedio CVv
0 0 0 0.00 0
1.8 2.7 1.4 1.97 33.86
3.7 5.4 3.6 4.23 23.90
11 9.6 6.2 5.3 7.03 32.24
14 15.5 18.4 12.9 15.60 17.64
18 18.4 21.2 20.4 20.00 721
21 29.3 28.2 32.4 29.97 707
25 34.2 32.8 35.3 34.10 3.67
28 41.1 44.4 42.2 42.57 3.95
32 47.3 46.1 438 45.73 389
35 46.9 43.2 455 45.20 413
39 428 42.6 45.1 43.50 319
42 38.2 39.3 37.9 38.47 1.92
47 38.6 35.4 35.3 36.43 515
52 37.5 34.5 32.1 34.70 7.80

Tabla Al12: Porcentaje de didxido de carbono en el biogas

Dia ENS 01 ENS 02 ENS 03 | Promedio CVv
2.2 4.4 6.5 4.37 49.24
10.2 10.8 11.2 10.73 4.69
12.3 16.2 15.4 14.63 14.08
11 19 21.9 22.6 21.17 9.02
14 20.5 22.3 24.5 22.43 8.93
18 23.1 25.5 27.5 25.37 8.68
21 29.1 30.5 31.9 30.50 4.59
25 333 30.4 31.4 31.70 4.65
28 32.6 34.3 32.1 33.00 3.49
32 34.2 324 30.3 32.30 6.04
35 31.6 321 30.5 31.40 2.61
39 30.1 30.8 28.2 29.70 4.53
42 30.4 29.3 27.5 29.07 5.04
47 28.4 26.1 28.1 27.53 454
52 22.8 21.3 24.4 22.83 6.79
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Anexo 9. Informe de analisis de micro y macro nutrientes del biol

Figura A8

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE

SOLICITANTE : ALFREDO YOSHIMI SHIRAKAWA APAC
PROCEDENCIA : LIMA/ LIMA/ LA MOLINA
MUESTRA DE : BIOL DE ENSILADO
REFERENCIA : H.R. 53493
BOLETA : 12970
FECHA : 22/03/16
N° Sélidos M.O. N P K
LAB CLAVES pH C.E. Totales | en Solucién |  Total Total Total
dS/m g/L gL mg/L mg/L mg/L
256 5.74 15.70 36.94 21.76 | 1421.00 | 545.16 | 1250.00
Ne Ca Mg Na
LAB CLAVES Total Total Total
mg/L mg/L mg/L
256 2840.00 | 384.00 | 367.00
Fe Cu Zn Mn B
LAB CLAVES Total Total Total Total Total
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
256 46.80 8.00 243.90 7.34 2.01

endezu

/
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Anexo 10. Informes de analisis de coliformes totales y fecales

Figura A9: Analisis microbiologico del biol de ensilado

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA % g®

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Per(i ¢
Teléfono: 6147800 anexo 274 . ‘\

INFORME DE ENSAYO N° 1603170 - LMT

SOLICITANTE  : ALFREDO YOSHIMI SHIRAKAWA APAC
DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : BIOL DE ENSILADO
1603170)
PROCEDENCIA : UNALM
TIPO DE ENVASE : Botella de pléastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 450 ml. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016-03 - 11
FECHA DE RECEPCION :2016-03- 11
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-03- 14

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO ~ :2016-03-16
RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Anaélisis Microbiolégico Muestra 1603170
'Enumeracion de coliformes totales (NMP/g.) <3
'Enumeracion de coliformes fecales (NMP/g.) <3

Método:

T International Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part II, (Trad. 1988) Reimp.
2000. Editorial Acribia.

Observaciones:

Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestra proporcionada
por el solicitante.

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.

Validez del documento:

Este documento tiene validez solo para la muestra descrita.

La Molina, 18 de marzo del 2016

LAty
DRA. DORIS ZUNIGA DAVILA

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 614 7800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"

L1 (511) 6147800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.edu.pe
Apartado Postal 456 - Lima 12 - PERU
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Anexo 11. Carta control del control positivo

Tabla A13: mediciones de pH y conductividad eléctrica en
diluciones de sulfato de zinc

Conc. pH CE
ppm Unidades de pH dS/m
0 7.24 0.05
0.01 7.19 0.09
0.1 6.94 0.13
1 6.91 0.12
10 6.90 0.22
100 6.86 0.28
Tabla Al4: repeticiones con concentraciones de sulfato de zinc
0.01 0.1 1 10 100
R1 | R2 | R3|]R1 | R2 | R3|R1 | R2 | R3|R1 | R2 | R3|R1|R2|R3
25 | 26 | 28 | 23 | 23 | 24 | 23 | 23 | 22 | 15 | 15 | 16 7 7 7
25 | 26 | 26 | 22 | 23 | 24 | 22 | 21 | 21 | 14 | 13 | 13 6 7 6
24 | 25 | 26 | 22 | 22 | 24 | 21 | 20 | 19 | 12 | 12 | 14 5 6 6
24 | 24 | 24 | 21 | 22 | 23 | 18 | 18 | 17 | 10 | 11 | 12 5 6 5
22 | 21 | 22 | 21 | 21 | 23| 17 | 18 | 16 | 10 | 11 | 11 5 5 5
22 | 22 | 22| 20 | 20 | 22 | 15 | 16 | 16 | 9 9 10 5 5 0
22 | 20 | 20 | 20 | 18 | 22 | 15 | 16 | 12 9 9 9 0 5 0
20 | 18 | 20 | 18 | 16 | 19 | 14 | 14 | 12 9 9 8 0 0 0
18 | 18 | 18 | 16 | 16 | 17 | 14 | 14 | 12 8 9 8 0 0 0
17 | 18 | 18 | 16 | 15 | 16 | 12 | 13 | 12 8 8 8 0 0 0
16 | 16 | 18 | 15 | 15 | 14 | 12 | 13 | 11 7 8 7 0 0 0
16 | 16 | 17 | 15 | 14 | 14 | 12 | 12 [ 10| O 7 7 0 0 0
15 | 16 | 17 | 13 | 14 | 13 | 11 | 12 9 0 0 0 0 0 0
15 | 16 | 16 | 13 | 13 | 12 | 10 | 10 | 9 0 0 0 0 0 0
15 | 15 | 15 | 12 | 12 | 11 9 9 0 0 0 0 0 0 0
15 | 15 | 14 | 11 | 10 | 10 9 9 0 0 0 0 0 0 0
15 | 15 | 12 | 11 9 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 | 15 | 12 | 10 | 9 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 | 12 10| o 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 | 12 10| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Los célculos para hallar la inhibiciéon, se realizan con el promedio de la elongacion de la

radicula del control negativo.

Tabla A15: Promedios por repeticidn y desviacion estandar del control positivo
Conc. R1 R2 R3 Prom | Desv

0 - - - 195 | 5.76
0.01 18.1 18.3 18.3 18.2 | 3.82
0.1 16.6 16.2 16.7 16.5 | 2.66
1 14.6 14.9 14.1 145 | 254
10 10.1 10.1 10.3 10.1 1.57
100 5.5 5.86 5.8 572 | 0.19
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Tabla A16: Calculo de inhibicién por repeticion y C150 del control positivo
Conc.| R1 R2 R3 | Promedio
001 ] 7.2 6.2 6.4 6.6
0.1 | 148 | 168 | 14.4 15.36
1 25.0 | 23.7 | 275 25.4
10 48.3 | 48.3 | 47.4 47.99
100 | 71.8 | 70.0 | 70.3 70.67
CI50 | 12.88 | 15.07 | 14.25 14.07

La desviacion de la C150 es 1.11. Entonces el rango para la CE 50 del control negativo

sera: 11.85 a 16.29 mg/L.
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Anexo 12. Datos y célculos de analisis de toxicidad
Para la concentracion de 50 y 100 por ciento, ninguna semilla germino.

Tabla A17: mediciones de pH y conductividad en diluciones de biol

Conc. pH CE
ppm Unidades de pH dS/m
0 7.24 0.05
0.01 7.14 0.14
0.1 7.09 0.43
1 7.07 0.85
2 7.02 1.56
4 6.96 2.76
6 6.84 4.15
10 6.40 5.23
50 6.12 9.83
100 5.81 15.22

Tabla A18: Promedios por repeticidn y desviacion estandar de la radicula

Conc.| R1 | R2 R3 R4 | Prom | Desv
0 187 21 | 18.7 | 19.7 ]| 19.50 | 5.764
0.01 |19.4|19.6| 189 |19.9| 19.43 | 6.679
0.1 |20.3| 20 | 20.1 | 19.8 | 20.05 | 6.557
1 212 21 | 21.3 | 21.8]| 21.35 | 5.411
2 2262242245 |21.7]1223 |5.88
4 20 {196 199 | 19.7]19.8 |5.13
6 189 | 19 19 |19.3]119.1 |4.87
10 125124 | 13.6 | 13.2]|12.91 | 2.77
100 0 0 0 0 0 0

Tabla A19: Inhibicion y CI50 de la radicula

Dilucic Radicula

fucion R1 R2 R3 R4 Prom.
0.01 052 | 025 | 334 | -2.05 052
01 210 | -256 | 310 | -154 | -4.10
1 890 | -7.60 | 929 | -120 | -8.90
2 16,66 | -14.63 | -1463 | -114 | -16.66
4 256 | -032 | 226 | 08 2256
6 317 | 257 | 257 | 09 3.17
10 36.07 | 3647 | 3026 | 3248 | 36.07
50 100 | 100 100 | 100 100
CI50 1871 | 186 | 1947 | 1901 | 1895
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Tabla A20: Promedios por repeticion y desviacion estandar del hipocotilo

Conc. R1 R2 R3 | R4 | Prom | Desv

0 36.579 | 34.75 | 36.1 | 35.2| 35.6 | 5.565
001 | 3575] 354|361 | 35| 355]8.673
0.1 36.35| 36.3|36.3|364]| 36.3 7.4
37.588 | 36.89 | 37.3 | 37.4| 37.3 | 8.093

39.1 | 38.1 |38.2|385]| 7.28 | 38.9

375 | 374 [38.1|378] 8.12 | 38.3

371 | 36.2 | 353 |36.2| 6.85 36
10 29.7 | 29.7 | 28.6|29.1| 405 | 28.3
100 0 0 0 0 0 0

OB IN -

Tabla A21: Inhibicion y CI50 del hipocétilo

Dilucic Hipocatilo

rucion R1 R2 R3 R4 Prom.
0.01 20323 | 066 | -1.172 | 1.9219 | 02714
0.1 22007 | -1.804 | -1.911 | -2.147 | -1.967
1 5482 | 3519 | 4532 | -5.012 | -4.636
2 20.093 | -9.608 | -6.802 | -7.105 | -8.152
4 7514 | 5234 | -4.986 | -6.967 | -6.175
6 1,025 | -4.205 | -1551 | 0.8462 | -1.484
10 2049 | 16.748 | 16.615 | 19.742 | 18.399
50 100 100 100 | 100 100
CI50 2167 | 2242 | 2209 | 2156 | 21.94
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Tabla A22: Repeticiones de elongacion de radicula

0.01 0.1 1 2 10
R1|R2| R R4|RI|R1|R2| R4 | R2| R3| R4 R3|R4 | RI|RZ| R|R4|R1|R2|R3|R1|R2| R3| R4|]R1|R2| R3| R4|R1|R2|R3|R4
30 |30 |30 |30 )30 |33 )32]27 |30 |32 |28 3232|2927 27129 |27 |26 |27 ]130]29]30|30]33[30 )35 28|18 16| 20 18
28 | 30 | 28 | 30 ] 30 {3030 | 26|30 |28 |28 |30 |30 |27 |27 |27 |28 |26 |25 | 25|29 |28 |29 |28]|28 |28 |28 |28]|16 | 16 | 18 | 16
25 | 27 | 28 | 26 | 30 | 28 | 29 | 25 | 30 | 28 | 27 | 30 | 29 | 27 | 25 | 26 | 27 | 26 | 25 | 24 | 28 | 27 | 29 | 26 | 27 | 28 | 27 | 26 | 15 | 15 | 16 | 15
23 | 26 | 26 | 25| 27 | 27 | 28 | 23 | 28 | 25 | 26 | 29 | 27 | 26 | 25 | 25 | 25 | 25 |24 | 23 | 27 | 26 | 27 | 26 | 25 | 26 | 26 | 26 | 15 [ 15 | 15 | 15
22 | 24 | 26 | 25| 26 | 27 | 27 | 22 | 28 | 25 | 25 | 28 | 26 | 25 | 23 | 24 | 25 | 25 |22 | 22 | 25 | 25 | 28 | 25| 23 | 26 | 25 | 26 | 14 | 13 | 15 | 15
22 | 24 | 26 | 21 | 25 | 26 | 26 | 20 | 25 | 24 | 25 | 27 | 25 | 22 | 22 |24 | 21 | 22 |22 |21 |25 | 24 | 26 | 24 | 23 | 24 | 23 | 26 | 14 | 13 | 13 | 14
22 | 22 | 22 | 20 | 25 | 25 | 26 | 20 | 24 | 21 | 24 | 26 | 25 | 22 | 22 | 23 | 20 | 22 | 20 | 20 | 24 | 23 | 24 | 24 | 23 | 24 | 22 | 26 | 12 | 12 | 11 | 14
21 |22 |22 | 20|22 | 25 |25 | 20 | 22 | 21 | 24 | 24 | 24 |21 |20 | 20 |19 | 21 |20 | 20 | 24 | 21 | 22 | 24|22 |22 |21 | 25|12 |12 | 10| 12
18 |22 |20 1 20 | 22 | 24 |23 |18 |18 | 20 | 23 |22 |22 |19 |19 |19 |19 |18 |17 | 19|24 |21 |22 24|20 |22 |21 |24]12 |12 |10 10
17 |22 |16 | 19|22 |22 |20 |17 |18 |20 |21 |20 |21 |18 |17 |19 |17 |18 |17 | 18|22 |21 |21 | 24|20 )18 |20 | 23|11 |12 | 8 |10
15122 |16 | 17120 20|19 |16 (181919 |19 |20 |16 |16 |17 |17 |15]|15 |17 |18 |20 |21 | 2220 |18 |18 |21 |11 12| 0 |10
15120141716 |18 |18 | 15|18 |18 |19 |18 |18 |15 |15 |16 |16 |14 |14 |16 |17 |17 |17 | 2020 |17 |18 | 201012 | O 9
15120141616 | 15|18 |14 |16 |18 |18 |17 |17 |15 |15 |16 |16 |14 |13 |14 |17 |17 |17 | 16|16 |16 |18 |19]10]12 | O 0
1512012 | 15|14 | 15|16 |14 | 15|18 |17 |16 |16 |14 |14 |16 |15 |13 |13 | 14|16 |16 |17 |15]16 |16 |15]|19] 9 |11 ]| O 0
1512012 | 15|14 |15 |15 |13 |15]|15 |16 |14 |16 |12 |14 |14 |24 |12 |12 |12 |16 |16 |16 | 1415 |16 |13 |18] 8 |10| O 0
15 118 |12 | 15|14 | 14|14 | 0 |15 |13 |16 |14 15|12 |12 |13 |14 (12| 0 | 12|15 |14 |14 121516 |11 |17] 0 |10 0 0
13114 |11 |15|11 | 0 |14 | 0 |12 |13 |12 |14 |14 | O 0 [183]12]11 ]| 0 0]J]14)10| 9 |12]15]16| 0 |16 0 |10 | O 0
12 | 14 | 10 | 141 10| O 0 0 /10|10 11| 0 |14 | O 0 0 0 0 0 0 ]13 | 5 7110 0|15 0 |16 0 |10] O 0
12 | 12 | 10 | 14 | 8 0 0 0 |10 9 |10 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 J11 ] O 6 {10] O 0 0 |11 ] 0 0 0 0
5 |10 ]| 5 6 6 0 0 0 9 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]J]11] 0 0 1101 0 0 0 7 0 0 0 0
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Tabla A23: Repeticiones de elongacion de hipocotilo
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Anexo 13. Pruebas estadisticas del ensayo de toxicidad aguda

1) Analisis Probit de germinacion
Analisis de Probit: Muertos (m), Total (t) vs. Dilucion (C)

Probit Analysis: m, T versus C

Distribution: Lognormal

Response Information

Variable Value Count
m Event 242

Non-event 478
T Total 720

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Standard
Variable Coef Error Z P
Constant -1.44473 0.101795 -14.19 0.000
C 0.620334 0.0427920 14.50 0.000
Natural
Response 0
Log-Likelihood = -257.003

Goodness-of-Fit Tests

Method Chi-Square DF P
Pearson 1569.85 7 0.000
Deviance 93.42 7 0.000

Tolerance Distribution

Parameter Estimates

Standard 95.0% Normal CI

Parameter Estimate Error Lower Upper
Location 2.32895 0.105458 2.12226 2.53565
Scale 1.61203 0.111201 1.40817 1.84541

Table of Percentiles

Standard 95.0% Fiducial CI
Percent Percentile Error Lower Upper

1 0.241424 0.0600825 0.138245 0.372874
2 0.374651 0.0829811 0.228468 0.552310
3 0.495122 0.101277 0.313967 0.709259
4 0.610661 0.117302 0.398562 0.856566
5 0.724258 0.131942 0.483714 0.999111
6 0.837448 0.145647 0.570175 1.13939
7 0.951160 0.158688 0.658404 1.27890
8 1.06602 0.171243 0.748717 1.41866
9 1.18247 0.183441 0.841347 1.55938
10 1.30089 0.195378 0.936483 1.70164
20 2.64383 0.313409 2.05499 3.28863
30 4.40879 0.460095 3.55978 5.38076
40 6.82469 0.687934 5.59542 8.33735
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50 10.2672 1.08276 8.40290 12.7577
60 15.4461 1.80590 12.4477 19.7903
70 23.9101 3.22150 18.7433 32.0103
80 39.8720 6.39298 29.9758 56.7293
90 81.0329 16.2682 56.9311 126.674
91 89.1476 18.4073 62.0294 141.214
92 98.8866 21.0384 68.0793 158.925
93 110.828 24.3500 75.4054 180.996
94 125.876 28.6433 84.5117 209.318
95 145.549 34.4331 96.2319 247.105
96 172.624 42.6853 112.073 300.362
97 212.907 55.4733 135.131 381.909
98 281.368 78.3296 173.225 525.757
99 436.637 133.979 256.042 870.728

Probability Plot for m

Probability Plot for m
Lognormal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

Table of Statistics
Loc 232895
o5 Scale 161203
Mean  37.6479
90 StDev  132.816
Median  10.2672
80 IR 269937

Percent
@
3

L]
0.01 0.1 1 10 100 1000

2) Prueba de Dunnet para Radicula

One-way ANOVA: 0, 0.01, 0.1, 1, 2, 4, 6, 10, 50

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0.05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 9 o0, 0.01, 0.1, 1, 2, 4, 6, 10, 50
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 8 27911 3488.87 61.72 0.000
Error 711 40192 56.53

Total 719 68103

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
7.51860 40.98% 40.32% 39.48%
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Means

Factor N Mean StDev 95% CI

0 80 18.988 6.271 ( 17.337, 20.638)
0.01 80 19.425 6.991 ( 17.775, 21.075)
0.1 80 19.300 7.487  ( 17.650, 20.950)
1 80 18.775 8.437 ( 17.125, 20.425)
2 80 18.94 9.67 ( 17.29, 20.59)
4 80 16.325 8.881 ( 14.675, 17.975)
6 80 15.00 8.95 ( 13.35, 16.65)
10 80 8.800 6.395 ( 7.150, 10.450)
50 80 0.000000 0.000000 (-1.650364, 1.650364)

Pooled StDev = 7.51860

Dunnett Multiple Comparisons with a Control

Grouping Information Using the Dunnett Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
0 (control) 80 18.988 A

0.01 80 19.425 A

0.1 80 19.300 A

2 80 18.94 A

1 80 18.775 A

4 80 16.325 A

6 80 15.00

10 80 8.800

50 80 0.000000

Means not labeled with the letter A are significantly different from the
control level mean.

Dunnett Simultaneous 95% Cls

Interval Plot of 0, 0.01, ...

Dunnett Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Control Mean for 0, 0.01, ...

0.01-0 e
0.1-0 )—%o—{
1-0 F————#————%
2-0 »—6}—4
4-0 |—¢—§—<
6-0 e 3
10-0 —e i
50-0 —— i
-25 -20 -15 -10 -5 6 5

If an interval does not contain zero, the corresponding mean s significantly different from the
control mean.
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3) Prueba de Dunnet Hipocétilo

One-way ANOVA:0_1,0.01.1,0.1.1,1_1,2.1,4.1,6_1, 10_1, 50_1

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0.05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values
Factor s 0.1, 0.01.1, 0.12.1, 11, 21, 41, 6.1, 101, 50 1

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 8 85091 10636.4 69.71 0.000
Error 711 108488 152.6

Total 719 193580

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
12.3526 43.96% 43.33% 42 .53%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
01 80 34.913 6.568 ( 32.201, 37.624)
0.01_ 1 80 35.09 9.49 ( 32.38, 37.80)
0.1 1 80 34.98 10.05 ( 32.26, 37.69)
11 80 32.88 14.03 ( 30.16, 35.59)
2 1 80 32.75 15.38 ( 30.04, 35.406)
41 80 31.21 16.23 ( 28.50, 33.92)
6 1 80 28.48 16.08 ( 25.76, 31.19)
10 1 80 19.24 13.56 ( 16.53, 21.95)
50 1 80 0.000000 0.000000 (-2.711438, 2.711438)

Pooled StDhev = 12.3526

Dunnett Multiple Comparisons with a Control

Grouping Information Using the Dunnett Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
0 1 (control) 80 34.913 A

0.01 1 80 35.09 A

0.1.1 80 34.98 A

11 80 32.88 A

21 80 32.75 A

4 1 80 31.21 A

6 1 80 28.48

10 1 80 19.24

50 1 80 0.000000
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Means not labeled with the letter A are significantly different from the
control level mean.

Dunnett Simultaneous 95% Cls

Interval Plot of 0_1, 0.01_1, ...

Dunnett Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Control Mean for 0_1, 0.01_1, ...

0.01_1-01
0.1.1-01
11-01
2.1-01

41-01

il

[ T

6.1-01

10_1-0_1

|

50.1-01 e e —

-40 -30 -20 -10

If an interval does not contain zero, the corresponding mean is significantly different from the
control mean.
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Anexo 14. Calculos del indice de germinacién

Tabla A24: Porcentaje de germinacion relativa

Conc | R1 R2 R3 R4 | Prom
0.01 |103.9|103.9| 98.7 | 103.9| 102.6
0.1 103.9 | 9351 | 98.7 | 103.9 | 100
1 88.31 | 93.51 |83.12 | 98.7 | 90.91
2 83.12 | 88.31 | 88.31 | 93.51 | 88.31
4 83.12 | 83.12 | 88.31 | 88.31 | 85.71
6 88.31 | 77.92 | 83.12 | 77.92 | 81.82
10 77.92 | 83.12 | 51.95 | 62.34 | 68.83
100 0 0 0 0 0

Tabla A25: Crecimiento de radicula relativa

Conc | R1 R2 R3 R4 | Prom
0.01 |99.48 | 100.3 | 96.66 | 102 | 99.61
0.1 104.1 | 102.6 | 103.1 | 101.5 | 102.8
1 108.9 | 107.7 | 109.3 | 112 | 109.5
2 116.7 | 1146 | 114.6 | 111.4 | 114.3
4 102.6 | 100.3 | 102.3 | 100.8 | 101.5
6 96.83 | 97.43 | 97.43 | 99.14 | 97.71
10 63.93 | 63.53 | 69.74 | 67.52 | 66.18
100 0 0 0 0 0

Tabla A26: Porcentaje de germinacion relativa

Conc| R1 R2 R3 R4 Prom
0.01 |103.4|104.2 |95.408 | 106.02 | 102.233
0.1 108.2 | 95.9 | 101.76 | 105.49 | 102.83
1 96.17 | 100.7 | 90.839 | 110.55 | 98.8296
2 96.97 | 101.2 | 101.2 | 104.16 | 96.97
4 85.25 | 83.38 | 90.31 | 88.975 | 85.25

6 85.51 | 75.92 | 80.98 | 77.253 | 85.51
10 49.82 | 52.8 | 36.229 | 42.09 | 45.2347
100 0 0 0 0 0
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Anexo 15. Registro fotografico

Figura A10: Configuracion de determinacion de AME instalada
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Figura A12: Almacenado y ensilaje de excretas de cerdo, melaza y rastrojo de arroz

Figura A13: Comparacion del dia O y el dia 28 de los frascos de la etapa laboratorio
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Figura Al4: Configuracion del equipo para desplazamiento de volimenes

Figura A15: Produccion de biogas en etapa piloto
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Figura A16: Medicion de composicién del biogas

2

Figura A17: Brotes de semillas de Lactuca sativa con dilucion de biol de 1 por ciento
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