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PRESENTACION

Sr. Decano y distinguidos docentes de la Facultad de Ingenieria de Procesos de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

De conformidad con lo establecido en el Reglamento de Grados y Titulos de la Facultad de
Ingenieria de Procesos, ponemos a vuestra consideracion la tesis titulada: “Evaluacion de la
produccion de biogds a partir de lactosuero utilizando como indculos microorganismos
ruminales y lodos de la PTAR de San Jeronimo”, con la finalidad de optar al Titulo
Profesional de Ingeniero Quimico.

La presente investigacion tiene como propdsito evaluar la produccion de biogas a partir de
lactosuero, empleando como indculos microorganismos ruminales y lodos provenientes de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de San Jerénimo.

Confiamos en que este trabajo de investigacion pueda constituirse en un aporte académico y
servir como referencia para futuros estudios en el dmbito de la produccion de energias

renovables y el aprovechamiento de residuos organicos.
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la produccion de biogés a partir de lactosuero
acido, utilizando como indculos microorganismos ruminales y lodos de la PTAR de San
Jerénimo. Estos materiales contienen comunidades microbianas anaerobias con un importante
potencial para la generacion de energia renovable.

La investigacion se desarrolld mediante un disefio factorial que consider6 como variables
independientes el tipo de indculo y la relacion in6culo-sustrato, manteniendo una temperatura
constante de 37 °C durante 16 dias. Asimismo, se realizd la caracterizacion del lactosuero y
de los indculos mediante la relacion carbono/nitrégeno y el contenido de solidos volatiles,
parametros fundamentales para evaluar la biodegradabilidad del sustrato y el desempefio del
proceso anaerobio.

Los resultados mostraron que la combinacion rumen y lodos a una RIS de 1.0 alcanzd la
mayor produccion total de biogés, cercana a 200 ml. No obstante, el mayor rendimiento
especifico de metano se obtuvo con el tratamiento que emple6 inicamente rumen a RIS 1.0,
con un valor de 77.55 ml CH4/gSV. Este comportamiento se explica por la elevada diversidad
y capacidad hidrolitica de los microorganismos ruminales, que favorecen una degradacion
mas eficiente del lactosuero y una mayor conversion a metano.

En conclusion, el uso del lactosuero como sustrato, junto con la adecuada seleccion del
inéculo y la RIS, permite obtener biogds de mayor valor energético y representa una
alternativa sostenible para el manejo de residuos agroindustriales y el impulso de la economia

circular en comunidades queseras.

Palabras clave: Lactosuero, Biogas, Digestion anaerdbica, Microorganismos ruminales,

Lodos de PTAR.



ABSTRACT
This study aimed to evaluate biogas production from acid whey, using rumen microorganisms
and sludge from the San Jerénimo Wastewater Treatment Plant (WWTP) as inoculants. These
materials, commonly considered polluting waste, contain anaerobic microbial communities
with significant potential for renewable energy generation.
The research was conducted using a factorial design that considered the type of inoculum and
the inoculum-substrate ratio as independent variables, maintaining a constant temperature of
37 °C for 16 days. The whey and inoculants were also characterized by determining the
carbon-to-nitrogen ratio and volatile solids content, key parameters for evaluating substrate
biodegradability and the performance of the anaerobic process.
The results showed that the combination of rumen and sludge at an inoculum-to-substrate
ratio (RIS) of 1.0 achieved the highest total biogas production, close to 200 ml. However, the
highest specific methane yield was obtained with the treatment using only rumen at RIS 1.0,
with a value of 77.55 ml CH4/gVS. This performance is explained by the high diversity and
hydrolytic capacity of rumen microorganisms, which promote more efficient whey
degradation and greater conversion to methane.
In conclusion, the use of whey as a substrate, along with appropriate inoculum selection and
RIS, allows for the production of biogas with higher energy value and represents a sustainable
alternative for managing agro-industrial waste and promoting the circular economy in cheese-

producing communities.

Keywords: Whey, Biogas, Anaerobic digestion, Ruminal microorganisms, Wastewater

sludge.
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CAPITULO I: GENERALIDADES



INTRODUCCION

Actualmente, el aprovechamiento de residuos organicos agroindustriales se ha
convertido en una alternativa clave para mitigar los impactos ambientales generados por su
inadecuada disposicion. Uno de estos residuos es el lactosuero, subproducto del
procesamiento del queso, el cual presenta una carga contaminante si no se gestiona
correctamente. A pesar de su potencial energético, en muchas regiones del pais, especialmente
en las zonas altoandinas, este subproducto es vertido sin tratamiento previo, afectando suelos
y cuerpos de agua.

De forma paralela, residuos como el contenido ruminal bovino y los lodos generados

en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) también representan una problematica
ambiental, pero al mismo tiempo contienen poblaciones microbianas anaerobias que pueden
ser aprovechadas como in6culos para procesos de digestion anaerobica.
La digestion anaerobica es un procedimiento que permite transformar residuos organicos en
biogas, una fuente de energia renovable compuesta principalmente por metano y dioxido de
carbono. Este proceso depende en gran medida del tipo y proporcion del inoculo utilizado, asi
como de la relacion carbono-nitrogeno y la cantidad de solidos volatiles del sustrato.

El presente estudio propone utilizar el lactosuero como sustrato principal y evaluar su
rendimiento en la produccion de biogés al ser combinado con microorganismos ruminales y
lodos de PTAR como in6culos. El objetivo es determinar cudl de estos indculos, permite
maximizar la produccion y calidad del biogés, contribuyendo asi a la generacion de energia
limpia, la valorizacion de residuos y el fortalecimiento de un enfoque de economia circular

en comunidades rurales productoras de quesos.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La produccion de restos organicos a gran escala representa uno de los mayores desafios
ambientales en el Peru y el mundo. Sectores como el agropecuario y la industria lactea
producen grandes volimenes de desechos, como el lactosuero, rumen y los lodos de plantas
de tratamiento de aguas residuales (PTAR), los cuales, al ser gestionados inadecuadamente,
generan contaminacion del agua, suelo y aire, ademas de contribuir al cambio climatico por
emisiones de metano (CH,).

El lactosuero es un derivado liquido producido durante la elaboracion de queso,
caracterizado por su alta carga organica. Segiin Osorio Gonzalez ef al., (2022), presenta la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de hasta 110 000 mg O/l y una demanda quimica
de oxigeno (DQO) en 210 000 mg O-/1, lo que lo convierte en un contaminante significativo
cuando se descarga sin tratamiento. Torres (2018) sefiala que aproximadamente el 90% del
volumen de leche utilizado en la elaboracion de quesos se transforma en lactosuero, del cual
una gran proporcion se elimina inadecuadamente. Su disposicion en cuerpos de agua provoca
eutrofizacion, reduccion del oxigeno disuelto y afectacion de los ecosistemas acuaticos.
Ademas, cuando se vierte en suelos, puede alterar su estructura y reducir la productividad
agricola debido a su alta acidez y contenido de sales (Marwaha y Kennedy, 2007).

Los lodos generados en las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
contienen altas concentraciones de materia organica, metales pesados y microorganismos.
Noyola et al., (2016) destacan que estos lodos representan una fuente importante de
emisiones de metano (CH,), un gas con un potencial de calentamiento global 25 veces mayor
que el de dioéxido de carbono (CO,). Ademas, su disposicion inadecuada en rellenos
sanitarios o su aplicacion directa en suelos sin tratamiento previo puede generar riesgos
sanitarios y contaminacion de acuiferos. En lugares como San Jerénimo - Cusco, donde la
infraestructura para el manejo de lodos es limitada, este problema se agrava, generando
pasivos ambientales acumulativos.

El rumen (contenido del estdbmago de rumiantes), generado como residuo en los
mataderos, representa un importante problema ambiental si no se maneja de forma adecuada,
debido a su alta carga organica, potencial de contaminacién microbioldgica y emision de
gases de efecto invernadero como el metano durante su descomposicion anaerobia. Este
residuo puede contaminar suelos y cuerpos de agua, favoreciendo procesos de eutrofizacion

y afectando la biodiversidad local (Pérez ef al., 2019).



Por tanto, es necesario plantear alternativas para mitigar los impactos que generan los
residuos organicos mencionados, uno de ellos es otorgarles un valor agregado sometiéndolos
a un proceso de digestion anaerdbica que genere biogas.

El objetivo de esta investigacion es evaluar la produccién de biogas a partir de
lactosuero utilizando microorganismos ruminales y lodos de la PTAR como indculos.

1.1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.1.2.1. PROBLEMA GENERAL

(Cudl es la produccion de biogés a partir de lactosuero utilizando como indculos

microorganismos ruminales y lodos de la PTAR de San Jerénimo?

1.1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS

- (Cudl es la relacion de carbono — nitrégeno del lactosuero?

- (Cudl es el contenido de sélidos volatiles del sustrato (lactosuero) e inodculos
(lodos de la PTAR, microorganismos ruminales)?

- (Coémo influye la relacion inoculo-sustrato (RIS) y tipo de inoculo en la
cantidad y calidad de biogés?

- (Cudles son los valores de la relacion indculo-sustrato (RIS) y el tipo de indculo

que logran mayor cantidad y calidad de biogas?

1.2. JUSTIFICACION E IMPORTACIA DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion aporta conocimientos sobre la digestion anaerdbica al evaluar el
comportamiento de diferentes indculos (microorganismos ruminales y lodos de PTAR) en la
produccion de biogas a partir de lactosuero, estableciendo un precedente cientifico para
futuros estudios sobre el tratamiento de residuos agroindustriales mediante sistemas de
biodigestion de pequefia y mediana escala. Los resultados obtenidos podrian aplicarse como
base en el disefio de biodigestores adaptados a las condiciones de zonas altoandinas, donde
la gestion de residuos orgénicos es un desafio critico.

A nivel ambiental el estudio ofrece una solucion sostenible al reducir la carga orgénica
de este desecho lacteo y minimizar emisiones de metano, mitigando asi su impacto en suelos
y fuentes hidricas. Ademads, al aprovechar lodos de plantas de tratamiento y residuos
ruminales, se promueve un enfoque de economia circular, transformando pasivos
ambientales en recursos energéticos. Este enfoque se encuentra en concordancia con la
normativa nacional vigente. El Decreto Legislativo N.° 1278 (Ley de Gestion Integral de

Residuos Sélidos), en su articulo 6, establece que la valorizacién debe priorizarse frente a



otras formas de gestion, incentivando tanto el aprovechamiento energético como la

transformacion de residuos en recursos.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de biogés a partir de lactosuero utilizando como in6culos

microorganismos ruminales y lodos de la PTAR de San Jerénimo, Cusco.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la relacion de carbono — nitrogeno del lactosuero.

Establecer el contenido de solidos volatiles del sustrato (lactosuero) e indculos
(lodos de la PTAR, microorganismos ruminales).

Evaluar la influencia de la relacion indculo-sustrato (RIS) y del tipo de indculo
en la obtencion de la cantidad y calidad de biogas.

Seleccionar los valores de la relacion indculo-sustrato (RIS) y el tipo de indculo

que logran mayor cantidad y calidad de biogas.



CAPITULO II: MARCO TEORICO



2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Abdallah et al., (2022), investigaron la codigestion anaerdbica de suero de leche y aguas
residuales de mataderos avicolas para mejorar la produccion de biogas y optimizar la gestion
de residuos. Usando reactores anaerdbicos donde se realizaron experimentos de codigestion,
monitoreando los parametros clave del proceso como la produccion de metano, el rendimiento
de biogas y la reduccion de sélidos volatiles, el estudio analizé las dindmicas microbianas
clave y encontr6 un incremento del 20-30% en la produccion de biogas en comparacion con
la digestion individual de cada residuo. La mezcla de ambos residuos mejoro la consistencia
del procedimiento y estimul6 el crecimiento de arqueas metanogénicas, favoreciendo la
conversion de materia organica en metano. Los autores concluyen que esta combinacion de
residuos industriales ofrece ventajas significativas tanto en la produccion energética como en

la eficiencia del tratamiento de residuos.

Zhang et al., (2019), evaluaron la produccion de biogas a partir de residuos agricolas
(paja de trigo y maiz), compararon tres condiciones: lodos de PTAR solos, microorganismos
ruminales (obtenidos de bovinos) solo y una mezcla 50:50 de ambos inoculos, trabajando bajo
condiciones controladas de laboratorio (reactores batch de 1L, 35°C, pH 7.0-7.5, y 30 dias de
retencion). La mezcla rumen-PTAR mostr6 un rendimiento superior, con una produccion
acumulada de biogas de 428 ml/g VS (40% mayor que los lodos solos: 306 ml/g VS) y un
contenido de metano del 62—65% (265 ml CH4/g VS). Ademas, logré una reduccion del 78%
en DQO (vs. 55% en el control) y mantuvo bajos niveles de AGV (1,200 mg/L), evitando la
acidificacion. Los andlisis microbianos confirmaron la presencia de Bacteroidetes (hidrolisis)
y Methanosaeta (metanogénesis), explicando la mayor eficiencia. La sinergia entre ambos
in6culos optimizo las etapas de hidrolisis y metanogénesis, demostrando su potencial para
tratar residuos lignoceluldsicos. Los autores sugieren validar este enfoque en otros sustratos

complejos, como desechos lacteos o agroindustriales, para escalar su aplicacion.

Del Popolo et al., (2018) en su articulo tuvieron como objetivo evaluar la generacion
de biogés a partir de la codigestion de suero dulce (SD) y suero acido (SA) con estiércol
bovino (E), en distintas proporciones, para identificar la mezcla mas eficiente y analizar como
influye el tipo de suero en el proceso. Las proporciones evaluadas fueron 100%E,
75%E:25%SD/SA, 50%E:50%SD/SA y 25%E:75%SD/SA, todas por duplicado. Los ensayos

en lote se realizaron en recipientes de vidrio conectados a eudidometros, sumergidos en un
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bafio de agua a 35°C. Se us6 como indculo lodo de una planta de tratamiento de residuos de
Gottingen, y el pH inicial se ajusté a 8. La produccion de biogas se midid diariamente, y las
mezclas mas productivas se repitieron con agitacion. La caracterizacion quimica de los
sustratos (E, SD y SA) se hizo mediante el sistema fotométrico LCK de HACH, analizando
fosforo, sulfatos, nitrégeno, TOC y DQO. La digestién anaerobia dur6 27 dias con SD, 57
dias con SA y 9 dias en los ensayos con agitacion. Los resultados mostraron que las mezclas
con suero acido (SA) generaron mas biogas, y las que tuvieron mejores rendimientos

presentaron una alta concentracion de metano en la composicion del biogas.

Lopez, (2019) en su tesis tuvo como objetivo encontrar la relacion mas efectiva entre
estiércol de vaca y lactosuero para producir biogés, utilizando reactores anaerobios en
condiciones de laboratorio. Establecio cuatro series de pruebas para la determinacion de los
potenciales bioquimicos de metano, manteniendo una relacion de sustrato/inoculo de 0.5 y
ajustando las masas de sustrato e inoculo. Cada potencial bioquimico de metano incluyé cinco
mezclas de estiércol y lactosuero (realizadas en duplicado): 100/0, 75/25, 50/50, 25/75 y
0/100, junto con un blanco y un control con 4cido acético. Los ensayos se llevaron a cabo en
botellas de 250 ml con un volumen de trabajo de 40 ml, agitados constantemente, a una
temperatura de 37°C, a una presion atmosférica de 0.771 atm y en ausencia de oxigeno. Para
el andlisis de la composicion del biogds, se utilizé un cromatdgrafo de gases. De acuerdo con
los resultados, concluyeron que el ensayo 25/75 obtuvo la produccién mas alta de metano. Sin
embargo, el proposito es utilizar energéticamente los residuos de una granja, en la que el

estiércol es mas predominante, por lo que la relacion optima fue 75/25.

2.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Mamani et al., (2023), el objetivo de su estudio tuvo como finalidad evaluar el potencial
de biometanizacion del lactosuero procedente de cuatro plantas queseras ubicadas en la region
de Puno, Perq, especificamente en Ayaviri (PPQA), Lampa (PPQL), Huayrapata (PPQH) y
Taraco (PPQT). Para ello, se empleo el ensayo de potencial bioquimico de metano (PBM),
complementado con el método de densidad del gas (GD-BMP) para cuantificar la produccion
de metano. Los resultados indicaron que la planta PPQA alcanzé el mayor rendimiento
acumulado de metano, con 371.3 ml CH4/g de sustrato volatil afadido, seguida por PPQL
con 347.4 ml CH4/g, PPQH con 319.5 ml CH4/g y finalmente PPQT con solo 4.00 ml CH4/g
durante un periodo de digestion de 46 dias. Ademas, en la planta PPQT se detectd una

concentracion elevada de acidos grasos volatiles (AGV), llegando a 6320 mg CH3COOH/L,
8



mientras que las otras plantas mantuvieron niveles dentro del rango recomendado de 620 a
1276 mg CH3COOH/L. Estos resultados confirmaron que el método PBM contribuye a la
estabilidad del lactosuero durante la digestion anaerobia, favoreciendo una buena produccion
metanogénico en las plantas PPQA, PPQL y PPQH; sin embargo, en la planta PPQT se

evidencid una inhibicién del proceso de digestion anaerobia.

Zambrano, (2016), su estudio tuvo como finalidad medir la produccion de biogas a
partir de distintas proporciones de estiércol de vaca y suero de queso, utilizando biodigestores
anaerobicos de carga fija a una temperatura constante de 26°C (£1) y con pH ajustado
mediante hidroxido de calcio. Para optimizar los procesos de biodigestion, las mezclas fueron
estabilizadas en dos etapas: una fase aerobica inicial, seguida de una fase anaerobica. Las
pruebas evaluaron combinaciones de estiércol bovino y suero de queso en una proporcion 1:7,
logrando un volumen de biogas aproximadamente ocho veces mayor que el de la mezcla
inicial durante la primera semana, con un contenido de metano del 27.67%. No se registrod
produccion adicional de biogas después de 60 dias de biodigestion. Para determinar la
estabilizacion del biol en la mezcla de estiércol y suero en la proporcion 1:7, se llevaron a
cabo analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y de toxicidad a los 10 y 60 dias del proceso.
Ademas, se concluyo que el amonio afecta el pH y el crecimiento de la carga microbiana

durante las ocho semanas de biodigestion.

Curilla et al., (2022) su tesis tuvo como objetivo analizar el efecto del lactosuero en la
produccion de biogds, bioabono y biol, mediante el uso de un biodigestor tipo Batch. Se
elaboro un disefio de experimento de 4 tratamientos y 3 repeticiones, empleando dosis de 0,
100, 150 y 200 ml de lactosuero, estas dosis fueron adicionadas a 3 litros de agua y 3
kilogramos de estiércol, manteniendo la relaciéon 1:1 en los biodigestores tipo Batch con una
capacidad de 8 litros colocados en un invernadero. La mayor produccion de biogas se registrd
en el cuarto tratamiento con valor promedio de 30.67 ml, lo que respalda la influencia
favorable de la mayor dosis de suero de leche de 200 ml dado por un periodo de retencion de
21 dias. La medicion del biogas se realizé mediante el método de desplazamiento de agua que
se implementa cuando una probeta se introduce en un recipiente con agua donde la manguera

de gas se fija en la parte superior de la probeta. El estudio del bioabono mostré pH de 7.0, una

conductividad eléctrica (CE) de 5.762 ds / m»> 711.674 % de materia organica, y contenidos de
nutrientes como 2.32 % de N, 1.918 % de P,0s, 0.760 % de K,0, 5.203 % de CaO, 1.078 %



de MgO y 0.138 % de Na, sin variaciones importantes entre procedimientos. El mayor
contenido de nitrogeno se observo en el procedimiento de 150 ml, el fosfato (P,05) fue mas

alto con 200 ml, y la mayor humedad se registré con 100 ml de lactosuero.

Barrena et al., (2017), el objetivo de estudio fue mejorar la produccion experimental
de biogés utilizando una mezcla de estiércol bovino, lactosuero y totora (Scirpus californicus).
Se aplico un disefio estadistico Box-Behnken con tres factores: la proporcion estiércol-agua
(1:5, 1:4, 1:3), el porcentaje de lactosuero (% v/v: 2,4, 6) y la cantidad de chips de totora (%
p/v: 3, 6, 9). Durante un periodo de 27 dias, se llevaron a cabo tres series simultaneas, cada
una con 15 experimentos. Los biodigestores tenian una capacidad total de 12 L y un volumen
util de 10 L; el biogéas generado se midid6 mediante el método de desplazamiento de agua,
usando botellas calibradas de 1.5 L con marcas cada 100 ml.

El mayor volumen de biogas registrado fue de 1400 ml, logrado con 1.7 y 2.5 L de
estiércol (correspondientes a proporciones de 1:3 y 1:5 estiércol-agua) y con 400 y 200 ml de
lactosuero (2% y 4% v/v), respectivamente. Se determind que disminuir la cantidad de
estiércol mientras se incrementa el lactosuero permite mantener estable la produccion de
biogas, y que la totora no influye significativamente en los resultados. El modelo estadistico
generado con Statgraphics mostré un coeficiente de determinacion R? de 0.9470, estimando
un volumen maximo de biogas de 1745.74 ml, ligeramente superior al valor experimental

obtenido con 1.7 L de estiércol, 282.942 ml de lactosuero y 186.829 g de chips de totora.
2.2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.2.1. INDUSTRIA QUESERA Y SUBPRODUCTOS

La industria quesera genera importantes subproductos, principalmente lactosuero, suero
de leche y leche desnatada, que contienen valiosos nutrientes como caseina, lactosa y
membrana globular de grasa lactea (Boylston, 2019). Por cada kilogramo de queso producido,
se generan aproximadamente 9 kg de suero (Dinkci, 2021). Estos subproductos pueden
transformarse posteriormente en ingredientes de valor afiadido, mejorando la sostenibilidad y
la eficiencia econdémica de la industria (Boylston, 2019). El suero, en particular, tiene
numerosas aplicaciones en la industria alimentaria, mejorando la textura, el sabor y la

funcionalidad en diversos productos (Agualongo et al., 2022).
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2.2.1.1. LACTOSUERO

El lactosuero es el subproducto liquido que queda tras la eliminacion de la caseina de la
leche durante la produccion de queso (Nagar et al., 2013). Puede clasificarse como suero dulce
(pH >5,6) o acido (pH <5,1), dependiendo del método de produccion (Nagar y Nagal, 2013).
La composicion del lactosuero varia, pero normalmente contiene alrededor del 50% de los
solidos totales de la leche, incluyendo lactosa, proteinas, minerales y vitaminas (Nagar y

Nagal, 2013). Dentro de la Tabla 1 se muestra la composicion quimica del lactosuero.

Tabla 1
Composicion quimica del lactosuero

Agua 93-94%

Soélidos totales (lactosa, proteina/péptidos, 6-7%

minerales, vitaminas, grasa, entre otros)

Lactosa 4.5%
Proteina soluble 0.8%
Lipidos 0.5%

Vitaminas del complejo B, tiamina (B1), riboflavina (B2), acido nicotinico (B3),
piridoxina (B6), Biotina (B8), acido félico (B9)

Minerales: sodio, potasio, calcio, magnesio, fosforo y en bajas cantidades zinc.

Fuente: (Peralta, 2018)

2.2.1.2. PROBLEMAS AMBIENTALES DEL LACTOSUERO

El lactosuero, un subproducto de la produccion de queso, plantea importantes retos
medioambientales a causa de su elevado contenido en materia organica (Amaral y Silva,
2021). Cuando se elimina de forma inadecuada, causa una serie dificultad ambiental, puesto
a que influye fisica y quimicamente la estructura del suelo, lo que ocasiona un descenso en la
utilidad de cultivos agricolas y cuando se desecha en el agua, disminuye la vida acuatica al
agotar el oxigeno disuelto (Guerra ef al., 2013). Sin embargo, la investigacion reciente se ha
centrado en la utilizacion sostenible del lactosuero para mitigar estos problemas

medioambientales y, al mismo tiempo, crear valor econémico.
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2.2.1.3. FORMAS DE APROVECHAMIENTO DEL LACTOSUERO

El lactosuero, un subproducto de la industria lactea, ha sido objeto de numerosas
investigaciones debido a su potencial de utilizacion sostenible y a las preocupaciones
medioambientales (Zandona et al., 2021). Tradicionalmente, el lactosuero se ha secado para
convertirlo en polvo, pero estudios recientes han explorado opciones mas valiosas en relacion
con lo econémico (Lisak et al., 2014). Entre ellas se encuentran la fermentacion, la produccion
de refrescos y la creacion de concentrados y aislados de proteina de suero (Lisak y Tratnik,
2014). En la actualidad, la gestion sostenible del lactosuero hace hincapié en las aplicaciones
biotecnoldgicas y alimentarias, produciendo productos de valor afiadido como alimentos
funcionales, peliculas comestibles, acido lactico, bioplasticos y biocombustibles (Zandona et
al., 2021). Entre ellos se encuentra la digestion anaerobia del suero de queso para la
produccion de biogés la cual ha mostrado resultados prometedores en varios estudios. La
codigestion con otros sustratos, como purines de ganado o lodos de depuradora, puede mejorar

el rendimiento de biogas y la estabilidad del proceso (Comino et al., 2012).

2.2.2. LODOS DE PLANTAS DE TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES.

La digestion anaerobia de lodos de PTAR es un método eficaz para la produccion de
biogas y la gestion de residuos. Los estudios han demostrado que el uso de lodos de PTAR
como inoculo puede aumentar significativamente la produccion de metano a partir de
biorresiduos municipales. La relacion sustrato-indculo y la capacidad de amortiguacion son
factores cruciales que afectan a la produccion de biogas (Parra et al, 2016). La digestion
anaerobia de lodos de PTAR por si sola puede alcanzar altas tasas de reduccion de DQO y
producir cantidades sustanciales de biogds (Nawel et al., 2018). La codigestion con otros
residuos organicos, como efluentes de molinos de aceite de palma, puede mejorar atin mas la
produccion de metano. La eleccion del indculo, el control del pH y la relacion indculo-sustrato

son parametros criticos para optimizar el proceso (Nabarlatz et al., 2013).

2.2.3. MICROORGANISMOS DEL RUMEN
El contenido del rumen del ganado vacuno es un indculo altamente eficaz para la
digestion anaerobia de residuos orgéanicos complejos, como el lactosuero, debido a su
microbiota diversa y especializada. Contiene bacterias celuloliticas (Fibrobacter,
Ruminococcus), protozoos y arqueas metanogénicas (Methanobrevibacter), adaptadas para

degradar carbohidratos (lactosa) y lipidos en condiciones anaerobias (Pilarska et al., 2017).
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Su elevada actividad enzimatica, particularmente B-galactosidasas y celulasas, favorece
una hidrolisis acelerada, generando acidos volatiles (acético, propidonico) que son sustratos

clave para la metanogénesis (Avila et al., 2021).

Marafion et al., (2012) demuestran que este indculo supera a otros en etapas iniciales de
degradacion, aunque puede requerir ajustes de pH y carga organica para evitar inhibicion por

acidificacion.

2.2.4. DIGESTION ANAEROBICA

La digestion anaerobia (DA) es un proceso bioldgico en el que los materiales orgdnicos
se degradan sin oxigeno, produciendo biogas compuesto principalmente de metano y diéxido
de carbono (Gunnerson et al., 2007). Este proceso se produce de forma natural en entornos
como los pantanos y se ha disefiado para el tratamiento de residuos desde principios del siglo
XX. La DA ofrece multiples beneficios, incluyendo la reduccion de patdgenos, la produccion
de energia y la creacion de fertilizantes (Gunnerson y Stuckey, 2007). Esta tecnologia ha
ganado popularidad para el procedimiento de diversos desechos organicos, desde los de origen
municipal hasta los agricolas (Sayara y Sanchez, 2019). Sin embargo, la eficiencia de la DA
depende de la composicion bioquimica de los residuos, en particular para los materiales
lignoceluldsicos, que estdn presentes en la mayoria de los residuos organicos (Sayara y

Sanchez, 2019).

2.24.1. RELACION INOCULO-SUSTRATO (RIS) EN LA DIGESTION
ANAEROBICA

La Relacion Indculo-Sustrato (RIS) es un pardmetro critico en los procesos de digestion
anaerobia discontinua (por lotes o batch), ya que determina el balance inicial entre la carga
organica a tratar y la poblacion microbiana disponible para degradarla (Raposo et al., 2006).
Esta relacion se define como el cociente entre la masa de solidos volatiles (SV) aportada por
el indculo y la masa de solidos volatiles aportada por el sustrato. En términos practicos,
representa cuanta "comida" organica (sustrato) se le estd suministrando a la "poblacién" de

microorganismos (inoculo) presente al inicio del proceso.

2.2.4.2. INFLUENCIA EN EL PROCESO

o RIS demasiado baja (< 0.5): Indica una cantidad insuficiente de microorganismos en
relacioén con la carga organica. Esto puede conducir a una acidificacion répida del medio,
debido a la acumulacién de Acidos Grasos Volatiles (AGV) que los metandgenos no pueden

consumir a la misma velocidad a la que se producen. El descenso del pH resultante inhibe la
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metanogénesis, principalmente a una baja produccion de biogas y a la posible falla del proceso

(Appels et al., 2008).

o RIS demasiado alta (> 2.0): Significa un exceso de indculo en relacién con el
sustrato. Aunque asegura la estabilidad, puede ser ineficiente a nivel de recursos y espacio del
reactor, ya que una gran parte del volumen est4 ocupado por biomasa microbiana que no tiene
suficiente alimento (sustrato) para mantener una alta actividad metabolica, diluyendo el

rendimiento esperado.

oRIS Optima (usualmente entre 0.5 y 2.0): Un valor equilibrado asegura que haya
suficientes microorganismos para consumir eficientemente los productos de la degradacion
del sustrato, manteniendo un equilibrio entre las etapas acidogénica y metanogénica. Esto
promueve una mayor produccion y calidad de biogés y la estabilidad del sistema. La RIS

Optima varia segun la naturaleza del sustrato y del in6culo (Zhang et al., 2019).

2.2.43. ETAPAS DE LA DIGESTION ANAEROBICA

La digestion anaerobia ocurre en ausencia de oxigeno, donde un conjunto de
microorganismos actiia de manera secuencial o en paralelo para descomponer la materia
organica en varias etapas sucesivas. En la practica ingenieril, para residuos sélidos o lodos,
se suelen considerar tres etapas principales: hidrolisis, acidogénesis y metanogénesis. En
cambio, para residuos liquidos, generalmente se contemplan dos etapas: acidogénesis y
metanogénesis. Sin embargo, un enfoque mas avanzado y detallado incluye cuatro etapas o

niveles troficos: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Jewell, 1982).

e Hidrolisis o licuefaccion. En esta fase, las enzimas liberadas por bacterias hidroliticas
descomponen los compuestos orgéanicos fuera de la célula, por lo que estas enzimas se
denominan exoenzimas. De esta manera, la hidrdlisis consiste en transformar los polimeros

en sus mondmeros correspondientes.

e Acidogénesis. En esta etapa los compuestos organicos solubles que resultan de la
hidrolisis son transformados principalmente en acidos organicos como el acido acético,

propiodnico y butirico.

e Acetogénesis. Se le conoce también acidogénesis intermediaria al proceso en el que

los productos resultantes se transforman en acido acético, hidrogeno y dioxido de carbono.
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e Metanogénesis. En esta fase del metabolismo, el metano CH, se genera a partir del
acido acético o de combinaciones de hidrégeno H, y didéxido de carbono CO,. Ademas, puede
formarse a partir de otros compuestos como el 4dcido formico y el metanol. La funcion de las

bacterias metanogénicas depende del tipo de sustrato que esté disponible.

En la tabla 2 se detallan las principales reacciones que se presentan en la digestion

anaeroébica.

Tabla 2

Reacciones en la digestion anaerobica

Etapa Reaccion

C¢H,,0, + H,0 - 2CH;C00™ + 2CO, + 2H* + 4H,

Acidogénesis C¢H;,06 + 2H, - 2CH;CH,CO0™ + 2H,0 + 2H*

CeH,,0, — CH3CH,CH,CO0™ + 2C0O, + H* + 2H,

CH5CH,CO0™ + 3H,0 — CH;CO0~ + HCO3 + H* + 3H,

Acetogénesis CH5CH,COO~ + 2HCO3 — CH5;CO0~ + H*3HCOO~

CH,CH,CH,CO0~ + 2H,0 — 2CH,C00~ + H* + 2H,

CH;CO0~ + H,0 — CH, + HCO3 + 2H,

Metanogénesis H; + 1/4 HCO3 + 1/4 H" - 1/4 CH, + 3/4 H,0

Hcoo™ +1/,H,0 + 1/, 0+ > 1/, cH, + 3/, HCO,4

Fuente: (Morales et al., 2015)

Las cuatro fases metabolicas que se presentan en la digestion anaerobia, como se ilustra
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en la Figura 1, corresponden a un proceso secuencial donde la materia orgénica es
transformada gradualmente por diferentes grupos de microorganismos en ausencia de
oxigeno.
Figura 1

Etapas de la digestion anaerdbica

Fuente: (Morales et al., 2015)
2.2.5. BIOGAS

El biogés es una fuente de energia renovable producida mediante la digestion anaerobica
de residuos organicos. Su composicion varia en funcioén de la fuente y las condiciones de

produccion, pero suele estar formado por un 45-75% de metano, un 25-65% de didxido de
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carbono y trazas de otros gases (Niemczewska, 2012). El biogis puede contener
contaminantes como sulfuro de hidrégeno, siloxanos, amoniaco y compuestos organicos
volatiles, que pueden plantear problemas para la produccion de energia (Calbry Muzyka et

al., 2022).
2.2.5.1. APLICACIONES ENERGETICAS DEL BIOGAS

El biogas, una fuente de energia renovable producida a partir de residuos organicos
mediante digestion anaerdbica, ofrece diversas aplicaciones en la transicion energética
sostenible. Puede utilizarse para generar electricidad, calefaccidon, cocina y como combustible
para el transporte. La capacidad mundial de generacion de electricidad a partir de biogas
aument6 un 90% entre 2010 y 2019. El biogas puede utilizarse en diversos sistemas de
generacion de energia, como motores de combustion interna, turbinas y pilas de combustible
(Kabeyi y Olanrewaju., 2022). Ademas, el biogas sirve como materia prima para producir
combustibles sintéticos y productos quimicos mediante procesos como la sintesis de Fischer-

Tropsch (Damyanova y Beschkov, 2020).

2.2.5.2. METODOS DE MEDICION DEL BIOGAS

El ensayo de Produccion Bioquimica de Metano (PBM) se realiza en reactores que
garantizan la estanqueidad durante toda la duracion del experimento. La literatura describe
diversas técnicas e instrumentos para medir el volumen de metano y biogas producido en este
tipo de pruebas. En funcion del método de medicion empleado, estos pueden dividirse en
manométricos, por desplazamiento de liquidos o mediante jeringas. La eleccion del método

influye directamente en el disefio del reactor utilizado para el ensayo (Maria y Crespo, 2021).

e Método manométrico. El proceso descrito consiste en medir la presion del biogas
apilado de un reactor. Para ello, se utiliza un transductor o manometro, que halla la presion y
la convierte en unidades de medida. Con esta informacion, se puede medir el volumen de
biogas producido, aplicando la ley de los gases ideales, tomando en cuenta que el volumen
del espacio y la temperatura son continuas. Después de medir la presion, es necesario librar
el gas acumulado con el objetivo de que la presion dentro del reactor vuelva a ser atmosférica,
lo que permite hacer nuevas mediciones de biogés. Es importante que la presion en el espacio
libre no supere los 3 bares, ya que presiones mas altas pueden causar una mayor disolucién
de CO,, afectar el pH del medio y el crecimiento bacteriano, ademas de poner en riesgo la
integridad del reactor (Maria y Crespo, 2021). En la Figura 2 se ilustra el método
manomeétrico.
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Figura 2

Meétodo manométrico

Fuente: (Maria y Crespo, 2021)

eMétodo volumétrico por desplazamiento. El biogas producido puede medirse
desplazando una solucion en un sistema colector externo al reactor. Para hacerlo, el colector
se llena con una solucién (como agua, aceite u otras) que, al invertirse en un recipiente,
permite que el biogas pase a través de ella. El volumen de solucion desplazada es igual al
volumen de biogas generado. Sin embargo, una desventaja de este método es que el CO, puede
disolverse en la solucidn, lo que lleva a subestimar la cantidad de biogas. El CO, es 25 veces
mas soluble en agua que el metano (CH,) a 25°C, lo que puede minimizarse aumentando la
salinidad de la solucion o ajustando el pH. Aunque esta técnica es simple y economica para
realizarlo en el laboratorio, puede presentar fugas de biogés en las conexiones (como agujas
y mangueras). Por eso, es recomendable usar jeringas herméticas y mangueras impermeables
para garantizar un sistema sellado y mantener condiciones anaerdbicas (Maria y Crespo,

2021). En la Figura 3 se ilustra el método volumétrico por desplazamiento.

Figura 3

Método volumétrico por desplazamiento

Fuente: (Maria y Crespo, 2021)
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eMétodo volumétrico por jeringa. Este procedimiento implica colocar una jeringa a
través en la tapa del reactor. La presiéon que se acumula en el espacio vacio (headspace)
desplaza el émbolo de la jeringa, igualando la presién dentro del reactor con la presion
atmosférica. El desplazamiento del émbolo corresponde al biogas generado en volumen. Es
un procedimiento facil y efectivo para evitar presiones elevadas dentro del reactor, reduciendo
la disolucién de CO,. Sin embargo, tiene desventajas como el riesgo de error humano, ya que
es un proceso manual. Ademas, para ejecutar la medicion es importante quitar el reactor de la
incubacion, lo que puede afectar los resultados debido al cambio de temperatura. Otro posible
inconveniente es que debe haber un ajuste perfecto entre el émbolo y la pared de la jeringa
para evitar fugas de gas o fricciéon que impida el correcto desplazamiento (Maria y Crespo,
2021). En la Figura 4 se ilustra el método volumétrico de medicion de biogas por jeringa
Figura 4

Método volumétrico de medicion de biogas por jeringa

Fuente: (Maria y Crespo, 2021)

e Caudalimetro. Un caudalimetro es un equipo de alta precision utilizado para medir
el volumen de gas. En ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), debe ser capaz de
medir flujos muy bajos de gas de manera continua y librar el gas para impedir sobrepresiones
en el espacio libre. El dispositivo mide el gas mediante el desplazamiento de flotabilidad y
liquido, generando un pulso cada vez que un volumen de gas pasa por él. Luego, el volumen
se registra a través de un sistema de adquisicion de datos. Existen modelos como el Flow
Bioprocess Control (sueco) y MilliGascounters RITTER (aleman), disefiados especificamente

para medir biogéas y metano (Maria y Crespo, 2021). En la Figura 5 se ilustra la medicion de
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biogas por conexion a un caudalimetro.
Figura 5

Medicion de biogas por conexion a un caudalimetro

Fuente: (Maria y Crespo, 2021)

2.2.5.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION DE
METANO

Como todo proceso biologico la digestion anaerobia se efectuard satisfactoriamente o
no dependiendo de las condiciones que estén presentes en el medio. Para posibilitar el
adecuado desarrollo de los microorganismos que actuan sobre la materia orgénica presente en
los residuales que son sometidos a esta biodegradacion, siendo los factores principales que

influyen en el proceso, los siguientes:

e Composicion del residual. Dependiendo de las sustancias que conformen el residual
organicas e inorganicas asi sera su biodegradacion anaerobia. Por ejemplo, se ha demostrado
que en general, mientras mas complejo es el residual, mas acidos grasos volatiles (AGV) se
producen y al final, el rendimiento de CH, es mayor (Menéndez et al., 2003).

eRelacion C:N:P (balance de nutrientes). Existen diversos criterios sobre la
proporcion ideal entre la materia organica a degradar (carbono) y los principales
macronutrientes en un proceso anaerobico, la cual depende en gran medida del tipo de
compuestos presentes en el agua residual. Como regla general, se recomienda que la relacion
de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Nitrogeno (N) y Fosforo (P) sea aproximadamente

100, 1.75 y 0.25, respectivamente. Es posible alcanzar un balance adecuado de carbono,
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nitrégeno y fosforo al combinar diferentes tipos de aguas residuales. Sin embargo, si el
nitrégeno esta en exceso, puede generarse una alta concentracion de amoniaco, lo que podria

inhibir el proceso anaerdbico cuando supera ciertos niveles, especificamente mas de 3
kg/mg (Zhang et al.,2022).

eInhibidores y estimuladores del proceso. Existen diversos compuestos y sustancias
que resultan letales para los microorganismos involucrados en el proceso anaerobio, ya que
inhiben su actividad. Entre estos se incluyen metales pesados, fenoles, tiosulfatos, tiocianatos,
cianuros, agentes oxidantes fuertes como cromatos y cloro, ademas de tensoactivos anidnicos,
antibidticos, pesticidas y sales. La toxicidad de estos compuestos depende principalmente de
la concentracion en la que se encuentren presentes en el efluente o residuo (Appels et al,
2018).

e Adicion de sdlidos inertes. En los ultimos tiempos se ha estudiado el efecto de la
adicion de solidos suspendidos al proceso anaerobio, encontrandose que a medida que la
concentracion de estos aumenta se incrementa la eficiencia del proceso. Esto ha ocurrido en
residuales muy solubles incrementandose la eficiencia entre 10 y 20% con adicion de asbesto
o carbon activado (Orrantia et al., 2023).

oEfecto del pH. Los efectos del pH sobre la actividad enzimatica de los
microorganismos se manifiestan principalmente a través de modificaciones en los grupos
funcionales hidrolizables de las enzimas, como los grupos carboxilo y amino. Ademas, el pH
provoca cambios en los compuestos no enzimaticos del sistema, afectando la ionizacion del
sustrato y causando la desnaturalizacion de la estructura proteica de las enzimas. Estos
cambios alteran la conformacion tridimensional de las enzimas, lo que puede reducir o incluso
inhibir su actividad catalitica. Asimismo, la concentracion de iones hidrogeno (H+) influye
en diversas reacciones quimicas y bioldgicas dentro del sistema microbiano (Garcia et al.,
2021).

e Alcalinidad. El sistema quimico principal que controla el pH durante la digestion
anaerobia es el equilibrio didxido de carbono-bicarbonato, regulado mediante una ecuacion
de equilibrio especifica. La cantidad de acido carbdnico presente esta vinculada al porcentaje
de didxido de carbono en el digestor. En aguas residuales con baja concentracion de acidos
grasos volatiles (AGV), la concentracion del ion bicarbonato se aproxima a la alcalinidad
total. Sin embargo, cuando la concentraciéon de AGV aumenta, estos acidos son neutralizados
por la alcalinidad proveniente del bicarbonato, por lo que la alcalinidad total resulta de la

suma de la alcalinidad al bicarbonato y la alcalinidad debida a los AGV (Diez et al., 2022).
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eEfecto de la temperatura. Este parametro influye de manera decisiva en el proceso
anaerobio, ya que de ¢l depende mucho las velocidades de reaccion con las que se lleva a cabo
cualquier proceso biologico, la composicion del biogds debido a la dependencia de la
solubilidad de los diferentes gases con la temperatura y el dafio que pueda causar a los
microorganismos presentes en el medio después de ciertos valores de ésta (Jewell, 1982). Se
han definido dos rangos de trabajo donde puede efectuarse satisfactoriamente la anaerobiosis
de aguas residuales. Ellos son los mesofilico entre 20 y 45 °C y termofilico entre 45 y 60 °C

(Montalvo, 2000).

2.3. MARCO CONCEPTUAL

e Acidos Grasos Volitiles (AGV): Productos intermedios generados en las primeras
etapas de la digestion anaerobia (como acido acético, propionico y butirico), que

sirven como sustrato para la produccion de metano.

e Biogas: Mezcla de gases, principalmente metano (CHa4) y dioxido de carbono (CO-),
producida por la descomposicion anaerobia de materia orgdnica. Es una fuente

renovable de energia.

e Degradacion Anaerodbica: Es un proceso bioldgico natural mediante el cual los
microorganismos descomponen la materia organica en ausencia de oxigeno. Es un
mecanismo clave para el tratamiento de residuos organicos, aguas residuales y lodos,

ya que permite reducir la carga contaminante y producir energia renovable (biogas).

e Digestion anaerobia: Proceso bioldgico en el que microorganismos descomponen

materia orgdnica en ausencia de oxigeno, generando biogas como subproducto.

e Hidrolisis: Primera etapa de la digestion anaerobia en la que los polimeros complejos

son descompuestos en compuestos mas simples (mondmeros) por accidon enzimatica.

e Indculo: Material bioldgico rico en microorganismos que se afiade al sustrato para

iniciar o acelerar el proceso de digestion anaerobia.

e Lactosuero: Subproducto liquido generado durante la elaboracion del queso,
compuesto mayoritariamente por agua, lactosa, proteinas solubles, minerales y

vitaminas. Tiene una alta carga organica y contaminante si no se trata adecuadamente.
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e Lodos de PTAR: Residuos semisolidos generados en plantas de tratamiento de aguas
residuales urbanas o industriales. Son ricos en materia organica y microorganismos

anaerobios.

e Mesofilico: Rango de temperatura entre 30 °C y 40 °C, ideal para la actividad de

microorganismos anaerobios en la mayoria de biodigestores.

e Metanogénesis: Etapa final del proceso de digestion anaerobia en la cual los
microorganismos metanogénicas transforman compuestos simples como acido acético

e hidrogeno en metano.

e Metabolismo: Es el proceso mediante el cual los microorganismos degradan
compuestos organicos complejos en ausencia de oxigeno, liberando energia mediante
rutas fermentativas y reductoras que culminan en la produccién de metano (CHa),

didxido de carbono (CO:) y biomasa.

e Microorganismos ruminales: Microorganismos presentes en el rumen de animales
rumiantes (como el ganado vacuno), con alta capacidad de degradacién de materia

organica compleja bajo condiciones anaerobias.

e pH: Medida de acidez o alcalinidad de una solucion. Es un factor clave en la actividad

microbiana durante la digestion anaerobia.

e Relacion Indculo-Sustrato (RIS): Proporcion entre la cantidad de inoculo y de
sustrato utilizada en un reactor anaerobio. Afecta la eficiencia y estabilidad del

proceso de digestion.

e Solidos Volatiles (SV): Fraccion de los solidos totales de una muestra que se volatiliza

a temperaturas altas, representando la cantidad de materia organica biodegradable.

e Sustrato: Material orgénico que sirve de alimento para los microorganismos durante

la digestion anaerobia.
2.4. HIPOTESIS

La produccion de biogés a partir de lactosuero se ve significativamente influenciada

por el tipo de indculo y por la relacion indculo-sustrato (RIS).
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CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS
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El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Tecnologia de la Escuela Profesional de
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y en el
Laboratorio de Quimica Analitica de la Escuela Profesional de Quimica de la Facultad de
Ciencias Naturales y Formales de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa. La
investigacion correspondi6 a un estudio de tipo experimental, en concordancia con su objetivo
general, y alcanz6 un nivel explicativo al analizar la produccion de biogas en funcion de las
variables establecidas. El enfoque metodoldgico fue cuantitativo, sustentado en la
recopilacion sistematica y el procesamiento de datos medibles para la adecuada interpretacion

de los resultados.

3.1. MUESTRA

Las muestras fueron:

- El lactosuero proveniente de la planta productora de quesos Sumaqcha de Anta,
Cusco, denominado sustrato.

- Lodos digeridos de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR),
denominado inoculo.

- Microorganismos ruminales provinieron del camal municipal del distrito de San

Jerénimo, Cusco, denominado indculo.

3.2. MATERIALES, EQUIPOS E INSTRUMENTOS
Los materiales, equipos e instrumentos que se utilizd en la investigacion se mencionan

y clasifican en la Tabla 3.
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Tabla 3

Lista de materiales, equipos e instrumentos

Materiales
Instrumentos Equipos Reactivos
Vidrio Plastico Metal Porcelana
- Balanza - Incubadora
- Botellas serologicas - Espatulas - Crisoles . ) - Agua
Embudos analitica (Biobase)
de 100ml (Pyrex®) ) (Acero (Isolab) destilada
(Kimax®) (Eurotech) - Mufla (horno de
- Tubo transparente . inoxidable -
Jeringa (BD copela
Kimax® Labware®
( ) Plastipak®) ) Nabertherm)
- Vasos Precipitados - Soporte .
Septos o Tapones - Estufa (Faithful)
(Kimax®) universal
de rosca
- Probetas (Pyrex®) ) (Labware®)
(Corning®)
- Matraz (Pyrex®
(Py ) Botellas de 11
- Campana de

desecacion (Pyrex®)
- Pipeta milimétrica
(Pyrex®)
- Embudos (Kimax®)
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3.3. METODOS
3.3.1. RECOLECCION DE LA MUESTRA

La muestra de lactosuero se recolectd de la planta productora de quesos Sumagqcha,
ubicada en el centro poblado de Ancachuro, distrito de Zurite, provincia de Anta, Cusco, tal
como se aprecia en la Figura 6.

Figura 6

Ubicacion de la queseria Sumaqcha

Fuente: Google maps

Se obtuvo un litro de muestra simple, correspondiente al subproducto generado en el
proceso de elaboracion de queso andino. El material fue almacenado en botella de plastico
previamente limpia, debidamente etiquetadas con informacion sobre el tipo de residuo y la
fecha de recoleccion. Posteriormente, el lactosuero fue conservado en estufa a 37 °C hasta su
utilizacion experimental, a fin de mantener sus caracteristicas iniciales y evitar procesos de
alteracion, tal y como se demuestra en la Figura 7.

Figura 7

Recoleccion del lactosuero

27



En la Figura 8 se muestra la ubicacién donde se obtuvo la muestra de lodos digeridos
teniendo como direccion la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) del distrito
de San Jeronimo, provincia de Cusco.

Figura 8

Ubicacion de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR)

Fuente: Google maps

Se recolectd un volumen de un litro, el cual fue almacenado en botella plastica
previamente lavada y desinfectada, debidamente etiquetadas con la informacion
correspondiente al tipo de residuo y la fecha de recoleccion. Posteriormente, la muestra fue
conservada en estufa a 37 °C hasta su utilizacion experimental, tal como se aprecia en la
Figura 9.
Figura 9

Recoleccion de los lodos digeridos
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La muestra de microorganismos ruminales se obtuvo en el camal del distrito de San

Jeronimo, Cusco, tal y como se muestra su ubicacién en la Figura 10.

Figura 10

Ubicacion del camal de San Jeronimo

Fuente: Google Maps

El material solido de rumen fue exprimido manual, con el fin de extraer el liquido
ruminal, del cual se recolecté aproximadamente un litro. La muestra fue almacenada en
botella plastica previamente lavada y desinfectada, etiquetada con la informacion
correspondiente al tipo de residuo y la fecha de recoleccion, y posteriormente conservada en

estufa a 37 °C hasta su utilizacion experimental, tal como se muestra en la Figura 11.

Figura 11

Recoleccion de los microorganismos ruminales
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En la Figura 12 se aprecia las muestras recolectadas y la estufa donde se conservaron

las muestras durante 16 dias.

Figura 12

Conservacion de las muestras recolectadas

3.3.2. DETERMINACION DE LA RELACION CARBONO - NITROGENO
(C/N) DE LA MUESTRA DE LACTOSUERO
Se realiz6 la determinacion del carbono (%C) mediante el método de combustion seca

a alta temperatura y el porcentaje de nitrogeno (%N) mediante el método AOAC 984.13.

Estas determinaciones se realizaron en la Unidad de Prestacion de Servicios de Analisis
Quimico del Departamento Académico de Quimica de la Universidad Nacional de San

Antonio Abad del Cusco.

Por tanto, la relacion C/N se calculé mediante la ecuacion 1.

(1)
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Donde:
K = relacion C/N
C; = % de carbono contenido en el lactosuero

N; = % de nitrédgeno contenido en el lactosuero.

3.3.3. CARACTERIZACION DE SOLIDOS VOLATILES

Para la caracterizacion de los solidos volatiles del sustrato e inoculos se procedié a
realizar con el método 2540 E (Soélidos fijos y volatiles incinerados); este método determina
la fraccion mineral (solidos fijos) y la fraccion organica (sélidos volatiles) de los so6lidos

totales o suspendidos de la muestra. Los pasos que se realizaron son los siguientes:
1. Se peso los crisoles limpios y secos (Pp).

2. Como muestras, se afiadi6 50 + 5 g de lactosuero, rumen, lodos de PTAR y combinado

(rumen y lodos) bien homogenizados.
3. Se coloco las muestras en la estufa a 105 °C por 24 horas para eliminar el agua.
4. Se enfrio las muestras en el desecador y se peso (P1).

5. Se introdujo los crisoles con los sélidos secos en una mufla a 525 °C durante 2 horas

para quemar la materia organica.
6. Se enfri0 los crisoles dentro del desecador.
7. Finalmente se pesoé (P2).

En la figura 13 se presenta el diagrama de flujo para la caracterizacion de los s6lidos

volatiles y en la figura 14 se muestra el procedimiento realizado.
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Figura 13

Diagrama de flujo para la caracterizacion de los solidos voldtiles

50 & 5 g de muestra

Preparacion de los crisoles

Figura 14

v

Secado T: 105 °C

t: 24 hrs

\4

Enfriamiento

.., T:525°C
Calcmlacmn t 2 hrs

v

Enfriamiento

v

Pesado

Calculo ST, SE, SV (g/kg)

Procedimiento del método 2540 E (Solidos fijos y voldtiles incinerados)
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Posterior a la experimentacion, se procedio al calculo de los sélidos totales (ST), asi

como de los sélidos volatiles (SV) y solidos fijos (SF), empleando las ecuaciones 2, 3 y 4,

respectivamente.
£ _ (P1—Pg)
Sélidos totales (g/kg) = ——— 1000 2)
‘s Ly (P1—P;)
Solidos volatiles (g/kg) = — 1000 3)
Solidos fijos (g/kg) = ST — SV 4
Donde:

m = peso de la muestra (g)

P, = peso del crisol vacio (g)

P, = peso del crisol mas residuo después de la evaporacion (g)
P, = peso del crisol mas residuo después de la ignicion (g)

ST = Sélidos totales (g/kg)

SV = Sélidos volatiles (g/kg)

3.3.4. OBTENCION DE BIOGAS
La obtencion de biogas se realizé en viales de 100 ml a los cuales se afiadio diferentes
relaciones inoculo-sustrato (RIS). Estas relaciones comprendieron un volumen constante de
20 ml de indculo y cantidades variables de sustrato, calculados a partir del contenido de
solidos volatiles presentes en el lactosuero e indculos. A continuacion, se realizd el proceso
de digestion anaerdbica, para lo cual los viales fueron incubados en una estufa a una
temperatura de 37°C, durante un periodo de 16 dias. Luego se procedié al monitoreo que

incluy¢ el venteo y registro del volumen de gas producido diariamente.

3.3.4.1. Identificacion de variables

0 Variables Independientes
= Relacién indculo — sustrato (1, 0.4y 0.7)

= Tipo de inoculo (rumen, lodos y rumen-lodo)
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O Variables Dependientes

*  Volumen de biogas (cm?)
*  Volumen de metano (¢cm?)
- Parametros
0 Temperatura (37 °C)
0 Tiempo (16 dias)

3.3.4.2. Diseiio de la investigacion

La investigacion se desarrolld a través de un disefio factorial, de dos factores y tres
niveles. Considerando dos réplicas para cada experimento se realizaron en total 27

experimentos. La Tabla 4 muestra el plan experimental

Tabla 4

Plan experimental.

Variables independientes Variable dependiente
N° Volumen de Volumen
RIS Tipo de indculo
biogas de metano

1 1 Rumen

2 1 Lodo

3 1 Rumen-Lodo

4 0.7 Rumen

5 0.7 Lodo

6 0.7 Rumen-Lodo

7 0.4 Rumen

8 0.4 Lodo

9 0.4 Rumen-Lodo

El detalle de los 9 experimentos se muestra en la Figura 15
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Figura 15

Detalle de los nueve experimentos

rETm B 331 = ¥ T e

biog: biogi: teogas : biogh: oG brogé: biogd bacgi: iogi:
Relacion inoculo — sustrato A (RIS=1) B (RIS=0.7) C (RIS=0.4)
Sustrato Lactosuero Lactosuero Lactosuero

Lodo Lodo Lodo
Inéculo Rumen Rumen Rumen

Lodo + Rumen Lodo + Rumen Lodo + Rumen

3.3.4.3. Calculo de la cantidad de sustrato
Con los datos obtenidos de la caracterizacion de solidos volatiles del sustrato y de los
indculos, se calculd la masa del sustrato que se requiere para tener las relaciones de indculo -

sustrato (RIS) igual a 1, 0.7 y 0.4 (Quispe et al., 2022), utilizando la ecuacion 6:

mi*SVi
RIS = ——— ®)
SV
_ mi i ©)

Ms = Risesvs
Donde:
RIS = Relacién del indculo y sustrato (RIS=1, 0.7 y 0.4)
mi = Masa del in6culo (mi = 20g)
ms = Masa del sustrato, g
SVi = Soélidos volatiles del inéculo, gSV /kg
SVs = Soélidos volatiles del sustrato, gSV /kg

Para la obtencion de biogéas y medicion de su volumen se procedio de la siguiente

manera:
1. Se pesé 20 g de indculo por cada frasco, la cantidad de sustrato se determin6 de

acuerdo al RIS igual a 1, 0.7 y 0.4 (Ecuacion 6).

2. Luego se puso las 27 muestras en la incubadora en un rango de 37°C a condiciones

mesofilicas (Del Popolo et al., 2018).
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3. Todos los ensayos fueron tapados con corchos de butilo y sellados con agafes de
aluminio. Los biorreactores fueron agitados manualmente 1 vez al dia, antes de su medicion
4. Se realizo la experimentacion durante 16 dias. Cada dia se realizé el andlisis a las
muestras que consistio en lo siguiente:
v Cada muestra se homogenizé mediante agitacion y se procedid a su pesado.
v" Con la ayuda de una jeringa se vente6 el biogéas para medir el volumen que produce.
v Luego se pesé la muestra y se devolvio a la estufa para ser evaluada los siguientes
dias.

v" Los datos recolectados fueron anotados en formato Excel.

La Figura 16 muestra los pasos para el proceso de obtencion de biogas y medicion de su
volumen.
Figura 16

Pasos para el proceso de obtencion de biogads y medicion de su volumen

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5 Paso 6

Las muestras se ingresan
a la incubadora

La figura 17 muestra la etapa de medicion del biogés.
Figura 17

Medicion del volumen de biogas
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3.3.4.4. Cailculo del volumen de biogas

Luego de medir diariamente el volumen de biogas, se calculo el volumen estandarizado

de biogés contenido en cada muestra con la ecuacién 7 (Madrigal Pérez, 2019):

_ (P—Pp20)*Vy*273.15K

3
Vsea(em®) = 1.013 bar+(T+273.15K) @

Doénde:

P = Presion media de la ciudad del Cusco (0.6972 bar)

Py, o = Presion de vapor del agua (bar)

V,, = Volumen medido (cm?)

T = Temperatura promedio en la ciudad del Cusco (10°C seguin SENAMI)
Vstq = Volumen estandarizado de biogas (cm?)

La estructura de la ecuacion 7 ha sido utilizada en protocolos estandarizados para
ensayos de potencial bioquimico de metano (BMP), tales como los propuestos por Angelidaki
et al., (2009), quienes establecen que el volumen de gas debe expresarse en condiciones
estandar y libre de vapor de agua para obtener resultados comparables entre distintos

experimentos.

273.15
T+273.15

e El factor

corrige el volumen de gas medido a la temperatura estandar
(273.15K)
e Elcociente % normaliza la presion registrada restando la presion de vapor
de agua y ajustandola a una atmosfera estandar (1.013 bar).
Para determinar el volumen real de gas producido en el reactor, fue necesario corregir
la presion total registrada restando la fraccion correspondiente al vapor de agua. Este valor se

obtuvo mediante la ecuacion empirica de Magnus, ampliamente utilizada para estimar la

presion de vapor en funcion de la temperatura, la cual se calcula con la ecuacion 8:

17.625+Tpg

Py,o = 0.61094 * e2*+3°9**Ths x 0.01 (8)
Donde:

Py, = Presion de vapor del agua (kPa)
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Ty = Temperatura de incubacion (°C)

3.3.4.5. Calculo del volumen de metano

Luego de medir diariamente el volumen de biogés, se calculd el volumen de metano

contenido en cada muestra con la ecuacion 9:

X
VCH4t(ml) = Vsta * f(l)—lgt ©)

Vsta = Volumen estandarizado de biogas (ml)

Xcn,e = Concentracion de metano medida en el tiempo (t), normalizada y expresada

como fraccion en volumen (%).

Esta formula proviene de la ley de los gases ideales, aplicada para corregir el volumen
medido de biogés a condiciones estandar de presion y temperatura (0°C y 1 atm), ademads de

eliminar la contribucion del vapor de agua.

, .  XCHu¢ . ., L. )
e FEl término T 4t introduce la fraccion volumétrica de metano determinada

00

experimentalmente.

Para estimar la composicion del biogéds producido, se considero la relacion entre el
volumen de gas desplazado en el ensayo y la densidad de los principales componentes del

biogas: didéxido de carbono (CO:) y metano (CHa4), la cual se utilizé la ecuacion 10.

Pco,—PB
X = 2 - 10
CHat PCO,—PCH4 (10)

Donde:

Xcn,e = Concentracion de metano medida en el tiempo (t), normalizada y expresada
como fraccion en volumen (%).

Pco,= Densidad del dioxido de carbono (0.001977 %)

pcu,= Densidad del metano (0.0007174 %)

Estas densidades derivan de la ley de los gases ideales y se expresan en condiciones

estandar (0°Cy 1 atm), de este modo permite expresar la composicion del biogés en fracciones
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volumétricas comparables internacionalmente, garantizando consistencia en los calculos de

produccion y calidad del metano.

Para calcular la densidad del biogas se utiliz6 la ecuacion 11.

Amy — my,0

Pe= " — (1T)

pp = Densidad del biogas (g/ml)

Am,= Pérdida de masa registrada al ventear (g)

my,o= Masa de vapor de agua en la porcion de gas (g).
V,= Masa del headspace medido (ml).

Esta ecuacion surge de un balance de masa aplicado al gas evacuado en cada intervalo,
considerando que la pérdida de masa total corresponde a la suma de gas seco y vapor de

agua.

Para hallar la concentracion de agua presente en el biogas se utilizo la ecuacion 12.

_ PH20 1
Chzo = Mppo ¥ ———*— (12)
Pps—PH20 Vb

My;50= Masa molar del agua (18.02 ﬁ)
Py, = Presion de biogas en el espacio vacio de la botella (150 kPa)
v, = Volumen molar de biogas a condiciones estandar (22300 miolz)

La ecuacion 12 se deriva de la ley de Dalton y de la ley de los gases ideales, permitiendo
calcular la concentracion de agua en el biogés a partir de la presion de vapor de saturacion,
suponiendo que el biogas estd cerca de saturacion en vapor de agua a la temperatura de

incubacion, porque se espera que esté proximo al equilibrio en la fase acuosa (Hafner et al.,
2020).

El volumen de metano generado en un periodo de tiempo (V¢y, ), se determind como la
variacion entre el volumen de metano observado en el tiempo (Vcy,:), y €l volumen de

metano postventeo de la medicion previa Vy, ¢—1) establecido en la ecuacion 13y 14.

Ven, (ml) = VCH4t(ml) — Ver, (-1 (ml) (13)
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(1.013bar—Py20))*Vr*273K  XcHa(t-1)
*
1.013 bar*(T+273K) 100

Verae-1) (ml) = (14)

Donde:

Xcn,(t-1) = concentracion de metano medida en el ultimo tiempo de muestreo (t-1),

normalizada y expresada como fraccion en volumen (%).

Ve, t-1)(ml) = es el volumen de metano en el reactor luego del postventeo hasta la

presion atmosférica de la medicidn anterior (ml).

(1.013-Pp,0)
1.013

e La fraccion corrige el gas medido por la presion parcial de vapor de

agua, de acuerdo con la ley de Dalton.

273.15
e Fl factor ——
T+273.1

- corresponde a la correccion de volumen de gas a condiciones

normales de presion y temperatura, basada en la ley de los gases ideales.
e Multiplicar por Vh permite calcular el volumen total de gas en el headspace
normalizado.

e Finalmente, se multiplica por la fraccion de metano Xcp,;—1) para obtener

unicamente el volumen de este gas.

3.34.5.1. Determinacion de la cinética de produccion de metano

Para caracterizar el comportamiento cinético de la produccién de metano en los
diferentes tratamientos evaluados, se ajustaron los datos experimentales de metano acumulado
al modelo de Gompertz modificado, ampliamente utilizado en procesos de digestion
anaerobia por su capacidad para describir adecuadamente las fases de latencia, crecimiento

exponencial y estabilizacion asintdtica del proceso (Lay et al., 1996; Zahedi et al., 2013).

El modelo matematico se expresa en la ecuacion 15:

B(t)=B0.exp{—exp[R’]’;(;e @1 - t)+1]} (15)
Donde:
B(t) = Produccion acumulada de metano en el tiempo t (cm® CHa/ g SV).
B, = Potencial méaximo de produccion de metano (cm? CH4/ g SV).

R,, = Tasa maxima de produccion de metano (cm?® CHa / g SV.dia).
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A = Tiempo de latencia (dias), periodo anterior al inicio significativo de la

produccion.
e = Constante de Euler (= 2,71828).
t = Tiempo de digestion (dias).

El ajuste del modelo a los datos experimentales se realizd mediante regresion no lineal
por minimos cuadrados, implementada en el entorno de Google Colab utilizando Python 3.10.
Para cada uno de los nueve tratamientos se determinaron los mayores valores de los

parametros cinéticos By, Ry, y 4, junto con sus respectivos errores estandar.

3.3.4.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico consistira en determinar el efecto y la significancia de las
variables independientes (relacién indculo-sustrato y tipo de indculo) sobre las variables
dependientes (volumen de biogas y volumen de metano). Para ello, se aplicara un Anélisis de
Varianza (ANOVA) de dos vias con un nivel de confianza del 95% (a = 0.05), utilizando el
software Minitab 18. E1 ANOVA permitira contrastar las siguientes hipotesis estadisticas para

cada factor e interaccion:

- Hipotesis Nula (Ho): No existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de la variable dependiente para los diferentes niveles del factor.
- Hipotesis Alternativa (Hi): Al menos una de las medias de la variable dependiente es

estadisticamente diferente entre los niveles del factor.

Un valor p (Valor p) inferior a 0.05 se interpretard como evidencia suficiente para
rechazar la Hipdtesis Nula (Ho), concluyendo que la variable independiente analizada tiene
un efecto estadisticamente significativo en la produccion. Para identificar entre qué niveles
especificos existian estas diferencias, se aplicara posteriormente una prueba de comparacion

multiple de Tukey.

3.3.4.7. Determinacion de la produccion teérica de metano

Para estimar el potencial metanogénico teérico del lactosuero utilizado como sustrato
en el proceso de digestion anaerobia, se aplico el balance de materia mediante el método
estequiométrico basado en la ecuacion de Buswell y Mueller como se muestra en la ecuacion

16. Este método permite calcular la cantidad tedrica de metano (CHa4) y didxido de carbono
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(CO2) que puede producir un compuesto organico a partir de su formula elemental, bajo el

supuesto de una biodegradacion completa en condiciones anaerobias.

b+3c+d)HO
24 ' 2)7?

(n a b 3c d)

a
Qm%m%+@—r-

4 (n a b 3c
- | —
2 8 4 4 2

d
+ E_§+Z+Z+E)C02+dNH3+eHZS

Para aplicar este modelo, se identifico la composicion quimica del principal
carbohidrato presente en el lactosuero, la lactosa, cuya formula molecular es C;,H,,041. Los
coeficientes estequiométricos n,a y b fueron sustituidos directamente en la ecuacioén para
determinar las cantidades teéricas de CH4 y CO: generadas. Adicionalmente, aunque la lactosa
es un carbohidrato que no contiene nitrégeno ni azufre en su estructura molecular, el
lactosuero presenta pequefias fracciones de proteinas y compuestos azufrados provenientes de
la leche, los cuales aportan nitrogeno y azufre al sistema. Por ello, el balance de materia se
realizé considerando una formulacion generalizada del sustrato del tipo C,,H,0,N:S;, donde
los coeficientes c y d representan las fracciones molares de nitrogeno y azufre determinadas

a partir del analisis del lactosuero.

3.3.5. DETERMINACION DE PARAMETROS PARA LA OBTENCION DE
BIOGAS
Con los resultados obtenidos en el item anterior, se seleccion6 el RIS y tipo de
in6culo con el que se lograron mayor produccion de biogas y metano; constituyendo estos

los pardmetros del proceso.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. RELACION CARBONO - NITROGENO (C/N) DEL LACTOSUERO

Los resultados del porcentaje de carbono y nitrégeno se presentan en la tabla 5.

Tabla §
Resultado del analisis de C% y N% del lactosuero

Carbono %  Nitrégeno %
Lactosuero 3.09 0.11

A partir de los resultados obtenidos del analisis se determind la relacion carbono —

nitrogeno para el lactosuero.
P 3.09%
T 011%

Esta relacion se encuentra dentro del rango recomendado por Gonzélez et al., (2022) y

Zhang et al., (2022) quienes sugieren que las relaciones C/N deben estar en el rango de 25-30
y 21-30 respectivamente. Esto se sustenta en el hecho que las bacterias en su metabolismo
consumen 25 a 30 veces mas carbono que nitrogeno. Por tanto, el lactosuero presenta un
balance adecuado entre carbono como fuente energética y nitrogeno para la sintesis
microbiana. En este sentido, el sustrato presenta condiciones favorables para sostener la
actividad de las comunidades metanogénicas y asegurar la estabilidad del proceso.
4.2. CARACTERIZACION DE SOLIDOS VOLATILES

En la Tabla 6 se evidencia los resultados de solidos totales, sélidos fijos y solidos
volatiles del sustrato e indculos.
Tabla 6
ST, SF y SV de las muestras

Muestra Solidos Totales Sélidos Fijos Sélidos Volatiles
(g/kg) (g/kg) (g/kg)
Lactosuero 54.0617 41314 49.9303
Inoculo Lodo 72.1504 33,9155 38.2349
Inoculo Rumen 40.6677 11.4174 29.2502
Inoculo Rumen-Lodo 54.9863 20.6680 34,3180

Los resultados muestran diferencias en el contenido de solidos totales (ST), solidos fijos
(SF) y solidos volatiles (SV) entre el sustrato lacteo y los tres distintos indculos. Segin
Orhorhoro et al., (2017) en su estudio consideran que un rango de 30-50 g/kg de SV es

adecuado para lograr una produccion eficiente de biogas en digestion anaerobia.
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En ese sentido el sustrato (lactosuero), presentd 54.0617 g/kg de so6lidos totales (ST),
con un valor muy elevado de solidos volatiles (SV) que alcanz6 el 92% (49.9303 g/kg) y una
proporciéon minima de solidos fijos (SF: 4.1314 g/kg). Este perfil evidencia que casi la
totalidad de su composicion es biodegradable, lo que lo convierte en un sustrato altamente
favorable para la produccion de biogés. No obstante, tal como sefialan Huimin et al., (2022),
sustratos con elevada biodegradabilidad pueden generar acumulacion de acidos grasos

volatiles y descensos de pH si no se controla adecuadamente la carga organica.

Adicionalmente, se determiné el contenido de solidos volatiles (SV) de los inoculos,
dado que este parametro es indispensable para el calculo de la relacion indculo-sustrato (RIS).
El rumen presentd 29.25 g/kg SV (72% de los ST), el lodo 38.23 g/kg SV (53% de los ST) y
la mezcla rumen-lodo 34.31 g/kg SV (62% de los ST). Aunque estos resultados se presentan
de manera complementaria al sustrato, evidencian que los indculos se encuentran dentro del

rango considerado en la literatura.
4.3. OBTENCION DE CANTIDAD BIOGAS

4.3.1. CALCULO DE LA CANTIDAD DE SUSTRATO
La cantidad de sustrato calculado con el RIS y so6lidos volatiles. Se muestran en la

Tabla 7.

Tabla 7

Cantidad de sustrato para cada valor de RIS Y tipo de inoculo

N° RIS Tipo deinéculo Cantidad de indculo (g) Cantidad de sustrato (g)

1 1 Rumen 20 11.7
2 1 Lodo 20 15.3
3 1 Rumen-Lodo 20 13.7
4 0.7 Rumen 20 16.7
5 0.7 Lodo 20 21.9
6 0.7 Rumen-Lodo 20 19.6
7 0.4 Rumen 20 293
8 0.4 Lodo 20 383
9 0.4 Rumen-Lodo 20 34.4

45



Estos resultados indican que a menor RIS se necesita mayor cantidad de sustrato.

4.3.2. VOLUMEN DE BIOGAS

Los resultados de los 9 experimentos con sus respectivas 2 réplicas (27 experimentos)

y promedios se muestran en la Tabla 8 y la Figura 18

Figura 18

Produccion de biogas en funcion al tiempo

Volumen de Biogas (cm3)
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—@— 1R: RUMEN CON RISDE 1
—@—7R: RUMEN CON RIS DE 0.7
—&—4R: RUMEN CON RIS DE 0.4
——1L: LODO CONRISDE 1
—@—7L: LODO CON RIS DE 0.7
——4L: LODO CON RIS DE 0.4

—— 1C: COMBINADO CONRISDE 1
—e—7C: COMBINADO CON RIS DE 0.7
—e—4(C: COMBINADO CON RIS DE 0.4
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Los resultados en la grafica mostraron que en la mayoria de los experimentos se
identificaron dos fases activas principales: una fase exponencial inicial de alta produccion de
biogas y una fase de estabilizacion. Como sefiala Speece (2008), la produccion de biogas

tipicamente sigue una curva sigmoidea.

El tratamiento con in6culo combinado y una RIS de 1 (experimento 1C) fue el que se
desarrollé a mayor velocidad de produccion de biogas (mayor pendiente), llegando a su
meseta el dia 4. Su curva mostré una fase de latencia breve (1.39 cm?® en el dia 1), seguida de
una fase exponencial extremadamente pronunciada y corta, concentrando la totalidad de su
produccion en menos de 5 dias. Esta curva es un ejemplo de una fase exponencial, donde
existiria mayor diversidad de microrganismos y con una carga de sustrato adecuada lo que
permitiria una colonizacion y metabolizacion rapidas de los compuestos facilmente
degradables, agotandolos en un tiempo récord. Este comportamiento concuerda con lo
observado por Abbas et al., (2021), quienes reportaron que la co-digestion con indculos
mixtos resulta en una fase de latencia (acortada) y una fase exponencial intensa, maximizando

la produccion en el menor tiempo.

Respecto al tratamiento con indculo combinado y RIS de 0.7 (experimento 7C) presento
una fase exponencial mas extendida (menor pendiente), alcanzando su meseta de 195.85 cm?

alrededor del dia 10, lo que sugiere una degradacion mas gradual.

En el extremo opuesto, el tratamiento con in6culo combinado y RIS de 0.4 (experimento
4C) mostr6é una fase de latencia prolongada (produccion nula el primer dia) y una fase
exponencial muy débil, estabilizdndose prematuramente en una meseta baja de 76.25 cm?, lo
que indica una inhibicion temprana del proceso. Este resultado est4 sustentado por Kothari et
al., (2014), quienes explicaron que una RIS demasiado baja supera la capacidad buffer del
sistema, causando una acidificacion que inhibe a los metanogenos y lleva a la meseta

temprana de la produccion, tal como se observa.

Al comparar las curvas de todos los indculos, se destaca que los tratamientos con
indculos individuales (rumen o lodos) tendieron a alcanzar mesetas de produccion de biogas
a tiempos menores y con menores volimenes finales a excepcion del tratamiento con indculo

combinado, pero con bajo RIS (0.4)
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Tabla 8

Volumen de biogas

Nombre del Volumen de biogas Desviacion

RIS .
inéculo acumulado (cm3) biogis acumulado (cm3) estindar (cm3)

Media del volumen de

116.6
1 118.3 120.0 4.55
125.2

136.0
RUMEN 0.7 140.9 137.6 2.83
136.0

133.0
0.4 133.7 134.1 1.46
135.8

130.7
1 129.7 133.4 5.57
139.8

139.6
LODO 0.7 132.6 135.4 3.70
134.0

136.4
0.4 100.8 123.6 19.79
133.6

195.3
1 193.6 203.0 14.78
220.0

189.3
0.7 176.6 180.9 7.25
176.9

RUMEN-
LODO

69.5
0.4 88.7 76.3 10.78
70.6

El tratamiento de in6culo combinado con RIS 1 (1C) alcanz6 la mayor produccion

acumulada de biogas (203 cm?). El tratamiento 7C (indculo combinado con RIS 0.7) alcanzo
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180.9 cm?®. En contraste, el tratamiento 4C (in6culo combinado con RIS 0.4) presentd el menor
rendimiento de todos, con apenas 76.3 cm?. Los altos valores de 1C y 7C confirmarian la
eficiencia de la sinergia entre los microorganismos hidroliticos del rumen y la capacidad
amortiguadora de los lodos. En cambio, el bajo rendimiento de 4C se explicaria por la escasa
biomasa activa frente a la carga de sustrato, lo que limit6 la conversion y favorecio la
acumulacion de intermediarios. Abdallah et al., (2022) sefialan que una relacion equilibrada
entre indculo y sustrato permite una degradacion mas rapida y eficiente del lactosuero.
Asimismo, Zhang et al., (2019) reportaron que el uso combinado de indculos incrementa hasta
en 40% la produccion de biogds respecto a su aplicacion individual, lo cual respalda los
resultados obtenidos en este estudio.

Los tratamientos con rumen mostraron valores intermedios: 7R (137.6 cm?®), 4R (134.1
cm?®) y 1R (120 cm?®). El rumen evidenciaria una alta capacidad hidrolitica y acidogénica, lo
que permitiria una rapida produccién de biogds en las primeras jornadas. Sin embargo, al
emplearse de manera aislada, la ausencia de capacidad amortiguadora frente a los AGV
reduciria la estabilidad del proceso y limitaria la eficiencia de la metanogénesis. Bharadwaj
et al., (2024) destacan que los microorganismos ruminales son muy efectivos en la hidrolisis
inicial de compuestos complejos, pero requieren indculos complementarios que aseguren la
neutralizacion de 4cidos y sostengan la fase metanogénica, lo cual coincide con el
comportamiento observado en este estudio.

Los tratamientos con lodo alcanzaron valores también intermedios: 1L (133.4 cm?), 7L
(135.4 cm?) y 4L (123.6 cm?). El lodo mostr6 un perfil de produccion mas estable, reflejando
su capacidad de amortiguamiento y diversidad microbiana. Sin embargo, su posible limitada
fraccion de microorganismos hidroliticos restringié la degradacion completa del lactosuero,
impidiendo un mayor rendimiento. Del Popolo et al., (2018) y Lopez (2019) sefialan que los
lodos, aunque no siempre maximizan la produccion de biogés, desempefian un rol
fundamental en la estabilidad del sistema y en la prevencion de caidas de pH, lo que explica

la menor variabilidad observada en este caso.

4.3.2.1. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizo en el software de Minitab 18, en la cual se obtuvo el
diagrama de Pareto de efectos estandarizados (Figura 19) donde se muestra que todos los
factores independientes (RIS, tipo de indculo e interaccion RIS X indculo) presentan efectos

sobre la variable dependiente (volumen de biogas). En términos de magnitud del efecto
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estandarizado, la interaccion AB (RIS X tipo de indculo) presentd el mayor efecto (=11),
seguida del factor A (RIS) con =9 y, en menor medida, el factor B (tipo de in6culo) con =5.
Esta jerarquia evidencia que la variabilidad en la respuesta (volumen de biogas) se explica
principalmente por la interaccion de ambos factores, antes que por sus efectos individuales.
Figura 19

Diagrama de Pareto de la produccion de biogas

Término

Factor Nombre
A RIS
B TIPO DE INOCULO

AB

0 2 a 6 8 1 2
Efecto estandarizado

El El analisis de varianza (ANOVA) presentado en la Tabla 9 evidencié que tanto la
relacion indculo/sustrato (RIS) (F = 51.44; p = 0.000) como el tipo de inéculo (F = 16.22; p
= 0.000) influyeron significativamente en la produccion de biogas. Estos resultados
permiten rechazar la hipdtesis nula (Ho) y concluir que existen diferencias estadisticamente
significativas entre al menos un nivel de RIS y entre al menos un tipo de indculo en cuanto al
volumen de biogés producido. Ademas, la interaccion RIS*Tipo de indculo resultd altamente
significativa (F = 48.48; p = 0.000), lo que confirma que el rendimiento no depende
unicamente de cada factor por separado, sino de la interaccion combinada de ambos factores.
Tabla 9

Andlisis de varianza de la produccion de biogads

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
RIS 2 9798.4 4899.21 51.44 0.000
Tipo de indculo 2 3089.3 1544.66 16.22 0.000
RIS*Tipo de indculo 4 18468.9 4617.17 48.48 0.000

Error 16 1523.8 95.24

Total 26 33062.2
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Los resultados de la prueba de Tukey (Tabla 10) muestran que la RIS 0.4 generd la
menor produccién acumulada de biogas, con un promedio de 111.331 ¢m3, mientras que las
RIS 0.7 y 1.0 alcanzaron valores significativamente mayores (151.317 cm3 y 152.154 ¢m3,
respectivamente), sin diferencias estadisticas significativas entre ellas.

Tabla 10

Prueba de Tukey para la relacion con RIS con una confianza de 95%

Subconjuntos
RIS N

A B
1.0 9 152.154
0.7 9 151317
0.4 9 111.331

El analisis estadistico (Tabla 11) muestra que el indculo combinado alcanzo6 la mayor
produccién promedio de biogas (153.394 cm3, grupo A), mientras que los indculos
individuales de lodos (130.803 ¢m?3) y rumen (130.605 c¢m3) presentaron rendimientos

menores y estadisticamente similares (grupo B).

Tabla 11

Prueba de Tukey para la relacion con el tipo de indculo con una confianza de 95%

Subconjuntos

Tipo de in6culo N
A B

Rumen - Lodo 9 153.394
Lodos 9 130.803
Rumen 9 130.605

La prueba de Tukey al 95% de confianza (Tabla 12) muestra diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los tratamientos de produccion de biogés,
organizando los resultados en tres subconjuntos homogéneos.

En el grupo A se ubicaron los valores mas altos, correspondientes a 1.0 Rumen—Lodo

(202.991 cm?) y 0.7 Rumen—Lodo (180.937 cm?®). Estadisticamente, estos tratamientos
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constituyen el nivel superior de produccién, diferencidandose de los demds por presentar una

media significativamente mayor.

El grupo B reunio a los tratamientos con valores intermedios, entre 120.040 y 137.629
cm?. Dentro de este subconjunto se encuentran 0.7 Rumen (137.629 cm?), 0.7 Lodos (135.385
cm?®), 0.4 Rumen (134.146 cm?), 1.0 Lodos (133.431 cm?), 0.4 Lodos (123.592 cm?®) y 1.0
Rumen (120.040 cm?). Estadisticamente, estos resultados conforman un bloque homogéneo
que, aunque presenta producciones aceptables, se diferencia de manera significativa respecto

al grupo A.

Finalmente, en el grupo C se ubico Unicamente el tratamiento 0.4 Rumen—Lodo
(76.255 cm?), que se diferencio estadisticamente de todos los demads tratamientos al presentar

el valor mas bajo de produccion.

En términos estadisticos, los resultados confirman que la prueba de Tukey discrimina
claramente entre los niveles de produccion, estableciendo un orden jerarquico en tres grupos
distintos y significativos, demostrando que la combinaciéon de indéculos (Rumen—Lodo) bajo

RIS adecuadas constituye la condicion mas eficiente para maximizar la produccion de biogés.

Tabla 12

Prueba de Tukey para la relacion con el RIS y el tipo de inoculo con una confianza de 95%

Subconjuntos
RIS*Tipo de indculo N
A B C

1.0 Rumen — Lodo 3 202.991
0.7 Rumen - Lodo 3 180.937

0.7 Rumen 3 137.629

0.7 Lodos 3 135.385

0.4 Rumen 3 134.146

1.0 Lodos 3 133.431

0.4 Lodos 3 123.592

1.0 Rumen 3 120.040
0.4 Rumen - Lodo 3 76.255
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4.4. OBTENCION DE CANTIDAD DE METANO (CALIDAD BIOGAS)
4.4.1. VOLUMEN DE METANO

En la Figura 20 se muestra los resultados de la evolucion temporal de la produccion
de metano (CHa4) a lo largo del periodo de monitoreo para los diferentes indculos y relaciones
in6culo/sustrato (RIS). EI comportamiento de las curvas evidencia variaciones significativas
en la eficiencia de cada tratamiento, lo que permite analizar con mayor precision la influencia
tanto del tipo de indculo como de la RIS sobre la capacidad metanogénica.

Figura 20
Produccion de metano en funcion al tiempo
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Los resultados en la grafica mostraron que en la mayoria de los experimentos se
identificaron dos fases activas principales: una fase exponencial inicial de alta produccion de
metano y una fase de estabilizacion o meseta donde la produccion neta cesa. Como sefialan

Speece (2008), la produccién de metano tipicamente sigue una curva sigmoidea.
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El tratamiento con in6culo de rumen y RIS de 1 (experimento 1R) fue el que produjo
mayor cantidad de metano (mayor pendiente) mostrando una fase exponencial prolongada y
activa hasta el dia 4.75, seguida de una meseta estable, lo que indicaria que el inodculo de
rumen, seria rico en microorganismos metanogénicos, capaz de mantener una alta actividad
metabolica tras una fase de latencia corta. Esto concuerda con Mata-Alvarez et al. (2014),
quienes sefialaron que inoculos con alta diversidad metanogénica, como el rumen, suelen

mostrar fases exponenciales mas largas y mayores producciones acumuladas de metano.

En relacion al tratamiento con indéculo combinado y RIS de 0.7 (experimento
7C) presentd una produccion acelerada, llegando a una meseta alrededor del dia 4.75, lo que

indicaria una degradacion eficiente, pero con un potencial metanogénico limitado

En contraste al tratamiento con indculo combinado y RIS de 0.4 (experimento
4C) mostr6 el menor rendimiento, estabilizandose prematuramente en una meseta baja a partir
del dia 4.75. Esto probablemente se deba a una acidificacion temprana del medio. Chen et al.
(2008), quienes demostraron que una RIS baja puede conducir a una acumulacion de 4cidos
y una caida del pH, inhibiendo la actividad metanogénica y resultando en una meseta

prematura de la produccion de metano

Los tratamientos con indculos de lodos y combinados mostraron mesetas mas bajas y

tempranas.

En la Tabla 13 se resumen los valores acumulativos del metano alcanzados en el

experimento.

Tabla 13

Volumen de metano

Nombre Volumen de metano  Media del volumen de Desviacion
del inoculo RIS acumulado (cm3) metano acumulado (cm3) estandar (cm?3)

71.7766

1 78.6854 76.555 3.84
RUMEN 79.2036
66.2839

0.7 66.2839 66.060 0.39
65.6115
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63.0068
0.4 66.8002 64.559 1.92
63.8714

48.4019
1 49.8078 49.222 0.72
49.4550

50.3102
LODO 0.7 49.0385 49.352 0.81
48.7070

50.0214
0.4 49.7314 49.694 0.33
49.3290

50.0721
1 50.4419 49.805 0.78
48.9012

51.6662
0.7 52.7102 52.236 0.23
52.3310

RUMEN-
LODO

34.2098
0.4 33.2545 33.871 0.49
34.1494

El tratamiento con indculo de rumen y RIS 1.0 (IR) mostrd el mayor porcentaje de
metano (63.8%), lo que indicaria mejor calidad biogas. Esto probablemente facilito la
actividad metanogénica: mayor abundancia de arqueas y bacterias hidroliticas que acelerarian
la conversion de sustratos. Los RIS menores (0.7 y 0.4) del mismo in6culo mantienen buen
metano, pero la fraccién disminuye (~48%). Segin Curilla ef al., (2022) y Barrena et al.,
(2017), resaltan que la eficiencia del proceso depende tanto de la proporcion indculo-sustrato

como de la calidad microbiana del inoculo.

Los tratamientos con lodo (1L, 7L y 4L) mostraron valores finales mas bajos, entre
49.22 y 49.69 ¢cm3CH4/gSV. Aunque los lodos contienen comunidades anaerobias, su
capacidad de generar metano a partir de lactosuero fue limitada, probablemente por la menor

abundancia de arqueas metanogénicas activas. Esto se alinea con lo reportado por Del Popolo

55



et al., (2018) y Loépez (2019), quienes observaron que los lodos suelen cumplir un rol
estabilizador del proceso, pero no necesariamente garantizan altos niveles de metanogénesis

cuando se emplean de forma aislada.

Los tratamientos combinados (rumen con lodo) presentaron resultados intermedios,
aunque inferiores al rumen solo. El mejor desempefio correspondié a 7C (52.24 cm?3
CH4/gSV), seguido por 1C (49.80 cm3CH4/gSV) y 4C (33.87 cm3CH4/gSV). La combinacién
favoreceria parcialmente la hidrdlisis, pero no sostendria una metanogénesis eficiente, lo que
posiblemente genere desbalances microbianos o competencia entre poblaciones. Este
resultado difiere de lo reportado por Zhang et al., (2019), quienes encontraron que la mezcla
de in6culos gener6 una sinergia positiva en residuos agricolas, con mayor produccion de
metano. En este caso, la falta de complementariedad entre rumen y lodo indicaria que la

comunidad microbiana depende del tipo de sustrato.

4.4.1.1. ANALISIS CINETICO DE LA PRODUCCION DE METANO

Los parametros cinéticos obtenidos para cada tratamiento se presentan en la Tabla 14.
El modelo mostré un excelente ajuste a los datos experimentales, con coeficientes de
determinacion (R?) superiores a 0,99 en todos los casos, confirmando su idoneidad para
describir la cinética de produccion de metano.
Tabla 14

Parametros cinéticos del modelo de Gompertz

RIS*Tipo de B, £ error R,, xerror A £ error R?
indculo (cm?/g SV) (cm?/g SV.dia) (dias)
1.0 Rumen 77,59 £ 1,67 20,35 +2,03 0,63 +0,19 0,9910
0.7 Rumen 66,80 + 0,93 19,86 + 1,52 0,51 +0,12 0,9956
0.4 Rumen 64,89 + 0,63 21,45+1,16 0,92 £ 0,08 0,9981
1.0 Lodos 49,09 £ 0,41 26,99 +£2,53 1,12 +0,07 0,9983
0.7 Lodos 49,88 +£0,70 21,24 +2,27 1,03+0,11 0,9955
0.4 Lodos 50,30 £ 0,67 13,23 + 0,82 1,61 +£0,14 0,9973
1.0 Rumen —Lodo 50,42 + 0,70 17,88 +£1,49 0,97+ 0,11 0,9959
0.7 Rumen - Lodo 52,29 +£0,32 24,51 +1,29 0,93 £0,05 0,9991
0.4 Rumen - Lodo 34,32 £0,59 12,91 £ 1,46 0,90 + 0,13 0,9934




La Figura 21 muestra los ajustes individuales del modelo de Gompertz modificado a los
datos experimentales de produccion acumulada de metano para cada uno de los nueve
tratamientos evaluados. Cada grafico presenta la curva experimental (puntos) y la curva
teorica del modelo (linea continua),

La Figura 22 presenta una comparacion grafica de los pardmetros cinéticos del modelo
de Gompertz obtenidos para los nueve tratamientos
Figura 21

Cinética de produccion de metano del modelo de Gompertz
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Figura 22

Comparacion cinética de produccion de metano del modelo de Gompertz

Los resultados muestran que el tratamiento IR (1.0 RIS con in6culo de rumen)
presentd el mayor potencial metanogénico (Bo), con un valor de 77,59 cm?®/g SV. El rango
de Bo para todos los tratamientos varid entre 34,32 y 77,59 cm?®/g SV. Este intervalo se
encuentra dentro de lo reportado en la literatura para residuos lignocelulésicos. En su
protocolo estandarizado para la determinacion del Potencial Bioquimico de Metano
(BMP), Holliger et al. (2016) documentan valores tipicos de Bo entre 30 y 85 cm?®/g SV para
una amplia gama de sustratos organicos complejos. La variabilidad observada en el presente
estudio puede atribuirse principalmente al tipo de indculo, donde el rumen, adaptado a

degradar material fibroso, mostrd una mayor eficiencia en la conversion del RIS.

Con respecto a la tasa maxima de produccion de metano (Rm), el tratamiento con 1.0 de
RIS y de inoculo lodos registré el valor més elevado (26,99 cm?/g SV-dia), lo que sugiere una
alta actividad metanogénica especifica y una fase exponencial de produccion mas intensa. El
tratamiento 0.4 Rumen también mostré una Rm alta (21,45 cm?/g SV-dia). El rango general
de Rm fue de 12,91 a 26,99 cm?®/g SV-dia. Estos valores son consistentes con los reportados
por Koch et al. (2015), quienes encontraron Rm entre 10 y 30 cm?*/g SV-dia en la digestion
anaerobia de residuos agroindustriales, vinculando tasas mas altas con inoculos bien

aclimatados.
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En cuanto al tiempo de latencia (L), que refleja el periodo de adaptacion microbiana
antes del inicio de la produccion apreciable de metano, el tratamiento 0.7 Rumen presento el
menor valor (0,51 dias). Esto indica una rapida activacion de los microorganismos ruminales.
Por el contrario, el tratamiento 0.4 Lodos mostrd el mayor tiempo de latencia (1,61 dias), lo
que podria asociarse a una menor concentracion de indculo o a la necesidad de un periodo de
aclimatacion mas prolongado para este consorcio especifico. Los valores de A oscilaron
entre 0,51 y 1,61 dias, pardmetros que concuerdan con los observados en estudios de co-
digestion, donde Raposo et al. (2011) sefialaron tiempos de latencia tipicos entre 0,5 y 2 dias
para sistemas batch.

La elevada bondad de ajuste (R*> > 0,99) confirma que el modelo de Gompertz
modificado es una herramienta robusta para predecir el rendimiento y la dindmica temporal
de la produccion de metano en estos sistemas. Los resultados indican que, para maximizar

el potencial de metano (Bo) del RIS, el indculo de rumen puro presenta el mejor desempefio.

4.4.1.2. ANALISIS ESTADISTICO

El diagrama de Pareto de efectos estandarizados (Figura 23) muestra que el tipo de
indculo (factor B) es el elemento més determinante en la produccion de metano. En segundo
lugar, la relacion indculo/sustrato (RIS, factor A) también presenta un efecto, aunque de
menor magnitud que el tipo de indculo. Finalmente, la interaccion entre RIS y tipo de indculo

(AB), muestran un efecto menor que ambos factores.

Figura 23
Diagrama de Pareto de la produccion de metano

Término 2.10

1 Factor Nombre
A RIS
B TIPO DE INOCULO

AB

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado
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El anélisis de varianza (ANOVA) presentado en la Tabla 15 mostrd que tanto la relacion
indculo/sustrato (RIS), el tipo de inoculo y su interaccion tuvieron efectos estadisticamente
significativos sobre la produccion de metano (p < 0.05). Estos resultados permiten rechazar
la hipotesis nula (Ho) y concluir que existen diferencias significativas en la produccion de
metano entre al menos un nivel de RIS, un tipo de in6culo y una combinacion de ambos. En
particular, el tipo de indculo presentd el efecto mas marcado (F = 546.52; p = 0.000),
explicando la mayor proporcion de variabilidad en los datos. La RIS también mostr6 un efecto
altamente significativo (F = 75.25; p = 0.000), mientras que la interaccion RIS*Tipo de
indculo (F =42.81; p = 0.000) confirmé que la produccion de metano no depende unicamente
de cada factor de forma aislada, sino de su accidon combinada.

Tabla 15

Andlisis de varianza de la produccion de metano

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
RIS 2 399.33 199.66 75.25 0.000
Tipo de inoculo 2 2900.34 1450.17  546.52 0.000

RIS*Tipo de inoculo 4 454.38 113.60 42.81 0.000

Error 18 47.76 2.65

Total 26 3801.81

El analisis estadistico mediante la prueba de Tukey (Tabla 16) evidencio diferencias
significativas en la produccion de metano segun la relacion indculo-sustrato (RIS). Los
valores medios fueron de 58.53 cm*CHa4/gSV para RIS 1.0, 55.88 cm*CH./gSV para RIS 0.7
y 49.37 cm*CHa4/gSV para RIS 0.4, ubicandose cada tratamiento en subconjuntos distintos (A,
B y C, respectivamente). Este resultado indica que cada nivel de RIS genero producciones de
metano estadisticamente diferentes entre si, con una tendencia clara: RIS 1.0 > RIS 0.7 > RIS

0.4.
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Tabla 16

Prueba de Tukey para la relacion de RIS con una confianza de 95%

Subconjuntos
RIS N
A B C
1 9 58.5273
0.7 9 55.8825
0.4 9 49.3749

El andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey (Tabla 17) mostr6é diferencias
significativas en la produccion de metano en funcion del tipo de in6culo empleado. El rumen
alcanzo el mayor promedio con 69.06 cm*CH4/gSV, ubicandose en el subconjunto A, mientras
que el lodo registrd 49.42 cm*CH4/gSV en el subconjunto B y la mezcla rumen—lodo obtuvo
el valor mas bajo con 45.30 cm*CH./gSV, agrupandose en el subconjunto C. Este
comportamiento indica que cada tipo de indculo presentd un rendimiento metanogénico
estadisticamente diferente.

Tabla 17

Prueba de Tukey para la relacion tipo de inoculo con una confianza de 95%

Subconjuntos
Tipo de in6culo N
A B C
Rumen 9 69.0582
Lodo 9 49.4225
Rumen - Lodo 9 45.3040

El andlisis de la prueba de Tukey para la interaccion entre la relacion indculo/sustrato (RIS)
y el tipo de in6culo (Tabla 18) mostrd diferencias estadisticamente significativas en la
produccion de metano. El tratamiento con indculo rumen y RIS 1.0 alcanz6 la media mas alta
(76.56 ¢m3CH4/gSV), conformando un subconjunto estadisticamente distinto (A) y

consolidandose como el tratamiento mas eficiente.
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En segundo lugar, se ubicaron los tratamientos con rumen a RIS 0.7 (66.06
cm3CH4/gSV) y 0.4 (64.56 cm3CH4/gSV), los cuales formaron un subconjunto diferente (B).
Los tratamientos con mezcla rumen—lodo y lodo solo se agruparon en subconjuntos
inferiores (C), con valores entre 49.22 y 52.23 ¢cm3CH4/gSV, sin mostrar diferencias
relevantes entre ellos. Finalmente, el tratamiento 0.4 Rumen-Lodo present6 la media mas baja
(33.87 cm3CH4/gSV), ubicandose en un subconjunto independiente (D).
Tabla 18

Prueba de Tukey para la relacion con el RIS y el tipo de inoculo con una confianza de 95%

RIS*Tipo de Subconjuntos
inoculo N A B C D
1.0 Rumen 3 76.5552
0.7 Rumen 3 66.0598
0.4 Rumen 3 64.5595
0.7 Rumen-Lodo 3 52.2358
1.0 Rumen-Lodo 3 49.8051
0.4 Lodo 3 49.6939
0.7 Lodo 3 49.3519
1.0 Lodo 3 49.2216
0.4 Rumen-Lodo 3 33.8712

4.4.1.3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION TEORICA DE
METANO

El céalculo del potencial metanogénico teérico mediante la ecuacion de Buswell permitio
establecer un valor de referencia para determinar la eficiencia real de produccion de metano
en los tratamientos evaluados. A partir de la composicion elemental de la lactosa, principal
carbohidrato del lactosuero, se determiné un rendimiento tedrico de 380 cm3CH./g de
sustrato.

La tabla 19 presenta la comparacion entre el metano teérico calculado mediante la
ecuacion de Buswell y los valores experimentales obtenidos para los nueve tratamientos

evaluados.

62



Tabla 19

Comparacion entre metano teorico y experimental

RIS Tipo de CH4 Tedrico CH,4 Experimental Eficiencia
Inéculo (cm3/gSV) (cm3/gSV) (%)
1.0 Rumen 380 76.56 20.15 %
1.0 Lodo 380 49.22 15.95 %
1.0 Rumen-Lodo 380 49.81 13.11 %
0.7 Rumen 380 66.06 17.38 %
0.7 Lodo 380 49.35 12.99 %
0.7 Rumen-Lodo 380 52.24 13.75 %
0.4 Rumen 380 64.56 16.99 %
0.4 Lodo 380 49.69 13.08 %
0.4 Rumen-Lodo 380 33.87 891 %

Los resultados muestran que el metano experimental obtenido en los nueve tratamientos
representa entre 8.91% y 20.15% del valor tedrico calculado mediante la ecuacion de Buswell.
Esta diferencia evidencia que la conversion del lactosuero fue parcial, lo cual coincide con
estudios previos que reportan limitaciones en la degradacion completa de suero lacteo en
sistemas Batch (Zambrano, 2016; Curilla & Diego, 2022).

El rumen con RIS 1.0 alcanzé la mayor eficiencia (20.15 %), debido a su alta actividad
hidrolitica y metanogénico, tal como sefialan Marafion et al. (2012). En contraste, los
tratamientos con lodo de PTAR mostraron eficiencias bajas y estables (~13 %), lo que
concuerda con los hallazgos de Comino, Riggio y Rosso (2012), quienes indican que el lodo
presenta limitaciones en la degradacion de compuestos lacteos.

La mezcla rumen—lodo presento resultados intermedios, pero sin superar al rumen puro,
lo que sugiere ausencia de sinergia microbiana eficaz, tal como también ha sido reportado por
Vivekanand et al. (2018). La brecha entre el valor tedrico y experimental puede explicarse
por acumulacion de AGV e inhibiciones parciales, fendmenos mencionados en estudios sobre
digestion de lactosuero (Mamani & Sullca, 2023).

Los resultados confirman que el rendimiento depende principalmente del tipo de
inoculo y del RIS, siendo el rumen en RIS 1.0 la condicion mas favorable para maximizar la

produccion de metano.
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4.5. PARAMETROS DEL PROCESO
4.5.1. PARA LA PRODUCCION DE BIOGAS

De los resultados de la Tabla 8 del volumen de biogés se determin6 que:
Para un RIS igual 1 y tipo de in6culo combinado (lodo y rumen) se logré el mayor

volumen de biogas (203.0 cm?); constituyendo estos los parametros del proceso.
4.5.2. PARA LA PRODUCCION DE METANO

De los resultados de la Tabla 13 del volumen de metano se determiné que:

Para las condiciones de mayor produccion de biogas se obtuvo solo
49.805 cm3CH4/gSV; sin embargo, para un RIS igual 1y tipo de in6culo rumen se logro el
mayor volumen de metano (76.55cm3CH4/gSV) que comprende el 63.8% del biogas (120
cm?); constituyendo estos los parametros del proceso.

Este resultado concuerda con Zhang et al., (2019) quienes demostraron que los
microorganismos ruminales, por su diversidad y especializacion, pueden aumentar la fraccion
metanogénica del biogas hasta un 65%. De manera similar, Abdallah ef al., (2022) sefialaron
que la inoculacion con microrganismos ruminales genera mayor volumen de metano en
comparacion con lodo u otros indculos convencionales, debido a la capacidad del rumen para
acelerar la hidrdlisis y estabilizar los acidos grasos volatiles. Asi mismo, Del Popolo et al.,
(2018) reportaron que la adiciéon de rumen bovino en la digestion de lactosuero increment6 la
calidad del biogas, al lograr porcentajes de metano superiores al 60%, destacando que este
tipo de inoculacién permite procesos mas estables y eficientes.

Finalmente, Mamani y Sullca, (2023), compararon distintos indculos en la digestion de
lactosuero y concluyeron que la capacidad del rumen para degradar compuestos lacteos
complejos, especialmente lactosa y proteinas, evita la acidificacion del medio y garantiza la

produccion de metano.
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CONCLUSIONES

1. Se logréo producir biogas a partir del lactosuero utilizando los tres indculos
(microorganismos ruminales, lodos y la combinacion de estos), teniendo como mayor
produccion de biogas al indculo combinado (rumen con lodos) en RIS de 1 con un volumen
de biogas de (203 cm?).

2. El lactosuero presentd una relacion C/N de 28, valor que se encuentra dentro del rango
considerado adecuado para la digestion anaerobia. Este equilibrio confirma que el
lactosuero es un sustrato apropiado para la produccion de biogés.

3. A partir del andlisis de solidos volatiles, el lactosuero presenta una fraccion organica
elevada (92%), lo que respalda su idoneidad para la digestion anaerobia.
Complementariamente se calcul6 los solidos volatiles de los indculos para la determinacion
de masa del sustrato donde tuvieron la siguiente fraccion orgénica: el rumen (72%), los
lodos (53%) y el indculo combinado (62%)

4. El analisis estadistico (ANOVA) confirmé que tanto la RIS, el tipo de in6culo y la
interaccion de ambos ejercen un efecto altamente significativo sobre la produccion de
biogds y produccion de metano (p < 0.05). Los valores de RIS bajos (0.4) redujeron
notablemente la produccion de biogds y metano, mientras que valores intermedios y altos
(0.7 y 1.0) favorecieron rendimientos superiores. Asimismo, el inoculo de los
microrganismos ruminales demostré mayor calidad de biogas.

5. Lamayor produccion de biogds se obtuvo con el indculo combinado (rumen - lodo) en RIS
1, alcanzando 203 cm?, mientras que la mayor produccién de metano se registré con el
inoculo rumen en RIS 1, con 76.55 cm?® CH.. En consecuencia, el tratamiento seleccionado
corresponde al rumen con RIS 1.0, ya que garantiza un biogés de mayor calidad, aspecto

prioritario para su aprovechamiento energético.

65



RECOMENDACIONES

1. Se aconseja evitar el uso de RIS menor o igual a (0.4), ya que estas condiciones
redujeron de manera significativa la produccion de biogas y, en algunos casos,
inhibieron la metanogénesis. Los valores intermedios y altos de RIS (0.7-1.0) deben
ser priorizados, dado que favorecen el equilibrio microbiano y mejoran la eficiencia
del sistema.

2. Aunque en este estudio el lactosuero fue caracterizado a nivel de s6lidos volatiles (SV)
y relacion carbono/nitrogeno (C/N), se recomienda en futuras investigaciones
profundizar en la medicion de los Acidos Grasos Volatiles (AGV), ya que estos
constituyen un indicador directo de la actividad microbiana y del equilibrio del
proceso anaerobio. Su monitoreo permitiria anticipar posibles inhibiciones, optimizar
la carga orgénica aplicada y garantizar una produccion mas estable y de mayor calidad
en términos de metano.

3. Se recomienda que en futuros ensayos se emplee nitrogeno para el sellado de los
viales, ya que este gas inerte desplaza de manera efectiva el oxigeno residual,
asegurando condiciones estrictamente anaerobias durante todo el proceso de digestion.
Esta practica no solo favorece un inicio mas controlado y representativo de la actividad
metanogénica, sino que también minimiza riesgos de inhibicion microbiana y

variabilidad experimental asociada a la presencia de oxigeno.
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APENDICES

Apéndice 1.
Matriz de Consistencia

Problema Objetivo Hipétesis General Variables Metodologia
e ;Cual es la produccion de e Evaluar la produccion de biogas a  eLa produccion de  Variables independientes Tipo de
biogas a partir de lactosuero partir de lactosuero utilizando biogas a partir de — investigacion
- ., ., ) . e Relacion indculo — .
utilizando como in6culos como indculos microorganismos lactosuero se ve De tipo
. . ) . . . sustrato (1, 0.4y 0.7) .
microorganismos ruminales y ruminales y lodos de la PTAR de significativamente Tino de indculs (0% aplicada con
lodos de la PTAR de San San Jer6nimo influenciada por el ¢ 501(50 T(;g;cu 0 (0%, enfoque
Jerénimo tipo de inéculo y °y 0) cuantitativo.
Problemas Especificos Objetivos Especificos por la relacion Variables dependientes
y X y ind - . Disefio de
e ;Cual es la relacion de carbono Determinar la relacion de carbono inoculo-sustrato e Volumen de biogas . L
o o (RIS). investigacion
— nitrégeno del lactosuero? — nitrégeno del lactosuero e Volumen de metano ] oo i
. . . . nvestigacion
¢ ; Cual es el contenido de solidos e Establecer el contenido de solidos . 8
experimental

volatiles del sustrato
(lactosuero) e inoculos (lodos de
la PTAR, microorganismos
ruminales)?

¢ ;Como influye la relacion
in6culo-sustrato (RIS) y tipo de
in6culo en la cantidad y calidad
de biogas?

e ;Cuales son los valores de la
relacion indculo-sustrato (RIS)
y el tipo de indculo que logran
mayor cantidad y calidad de
biogas?

volatiles del sustrato (lactosuero) e
in6culos (lodos de la PTAR,
microorganismos ruminales)
Evaluar la influencia de la relacion
inoculo-sustrato (RIS) y del tipo
de indculo en la cantidad y calidad
de biogas

Seleccionar los valores de la
relacion indculo-sustrato (RIS) y
el tipo de indculo que logran
mayor cantidad y calidad de
biogas

75



Apéndice 2.

Matriz de Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Conceptual Definicion operacional Indicador Unidades Instrumento
de medicion
Proporcion entre la cantidad de  Es la relacion entre el volumen ~ Valor de larelacion ~ Adimensional Balanza
Relacion in6culo (microorganismos del inéculo y el volumen del in6culo — sustrato (1,0.4y0.7) analitica
Inéculo- activos) y el sustrato (material ~ sustrato utilizada en cada (RIS)
Sustrato (RIS)  organico) que se utiliza para la  tratamiento experimental: 1, 0.4
produccion de biogas. y 0.7.
Tino de fuente bioléeica que Es la proporcion entre lodos de Composicion Cualitativa Balanza
colrjltiene microor angigsmoci PTAR y rumen utilizado como cualitativa del nominal analitica, vaso
. . & ., in6culo: 0% PTAR — 100% inéculo de precipitado.
Tipo de in6culo responsables de la degradacion
. rumen (0g/20g), 50% PTAR —
anaerobia (como lodo de
PTAR, rumen, efc.) 50% rumen (10g/10g), 100%
’ T PTAR — 0% rumen (20g/0g).
Cantidad total de gas generado  Es el volumen de biogas Volumen total de cm? Jeringa
(incluyendo metano y otros generado durante la digestion biogas generado graduada.
Volumen de ) . . .
., gases) por unidad de materia anaerobia, medido en
biogas . ..
organica degradable en condiciones controladas de
condiciones anaerobias. laboratorio.
Porcentaje de metano Es el volumen especifico de CHs  Volumen especifico cm® CH, Analisis
Volumen de de metano (CH,) manométrico

contenido en el biogas
metano producido durante el proceso

de digestion anaerobia.

dentro del biogas total generado,
calculado mediante el andlisis
del contenido gaseoso.

76



ANEXO

Anexo 1.

Informe de Resultados del Analisis de Carbono y Nitrogeno en Lactosuero
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