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Resumen

Se validaron dos métodos de cromatografia de gases, uno para determinar la concentracion de

acidos grasos volatiles (AGV) y otro para la proporcion de CHs y CO2 en biogas.

El objetivo de las validaciones fue caracterizar la produccion de biogas de biodigestores que
operaban a 50 °C y 35 °C, y con tres diferentes composiciones de sustrato: 100 % estiércol, 90%

estiércol - 10 % residuos de comida y 80 % estiércol - 20 % residuos de comida.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente para verificar que presentaban una
distribucion normal, la distribucién de los datos no fue normal, por lo tanto se aplicd estadistica no
paramétrica, y se aplicaron una prueba de andlisis de varianza de dos factores para datos no
normales la prueba de Friedman y la de Kruskal y Wallis, con el fin de determinar si existian
diferencias significativas entre el biogas producido a diferentes condiciones de operacién de los
biodigestores. Los resultados obtenidos indicaron que no existe diferencia significativa entre la

composicion de biogas obtenido para las seis condiciones de operacion.

A pesar que estadisticamente los resultados no fueron significativamente diferentes entre los
tratamientos utilizados, se pudo comprobar que la variabilidad de los resultados obtenidos para los
biodigestores que operaron a 35 °C fue mayor que para los que operaron a 50 °C, ademas que los
resultados promedio de porcentaje de metano de los biodigestores que operaron a 50 °C son
mayores y muy constantes. Sumado a la estabilidad de los biogestores, se concluyd que los que
presentaron mayores porcentajes de residuos de comida en su composicidn rindieron con una
mayor productividad de biogas.

Con base en los resultados se recomienda adoptar como condiciones de operacién las que se
desarrollaron a 50 °C y con una composicion de sustrato de 80 % estiércol y 20 % residuos de
comida.

Xii



1. Introduccion

La busqueda de alternativas energéticas ha despertado gran interés en la obtencion de energia a
partir de biogas. El biogas se define como una mezcla de gases; principalmente metano y dioxido de
carbono; producidos por la digestion anaerobia bacteriana de residuos organicos. La composicion
del biogas, oscila entre 40 % - 70 % metano y 30 % - 60 % didxido de carbono. El contenido de
metano es irregular y existen otros gases en menor proporcion como hidrbgeno, amoniaco y

disulfuro de hidrogeno, que pueden estar presentes en el biogés. *2

Ademas del beneficio de la produccion de energia, el uso de la digestion anaerobia es una
estrategia para el manejo de los residuos solidos, especialmente los agricolas. 345 El control de la
contaminacion, la produccion de energias renovables y la obtencion de materiales como fertilizantes,

son parte de los beneficios colaterales de la generacion de biogas .6
1.1. Historia del uso del biogas

El uso de biogas se remonta al siglo VII; desde entonces, en China y Persia se empleaba para
calentar bafios; sin embargo fue hasta el siglo XIX, que se investigd la naturaleza de la produccion
de biogas. Se descubrié que ciertos microorganismos eran responsables de la digestion anaerobia,
y que el i6n acetato era el principal precursor en la generacién de metano. La primera planta
generadora de biogas fue construida en la India en 1859, y para 1895 en Inglaterra, las lamparas de

las calles eran alimentadas con biogas. 7:8

Uno de los paises que utiliza biogas como una fuente importante de energia es China, donde se
aprovechan los residuos agricolas para producirlo y abastecer de energia a la poblacion rural. Kenia,
Polonia, Dinamarca, Uganda e India, también utilizan biogas como alternativa a la lefia, el carbon y
los combustibles fosiles. %12

Los sistemas que producen biogas a partir de digestion anaerobia se denominan biodigestores.
En el siglo XX el auge de los combustibles fosiles disminuyé el desarrollo de estos sistemas; sin

embargo la necesidad actual de fuentes de energia alternativas y del manejo eficiente de los



residuos agricolas e industriales, ha impulsado el uso de la digestion anaerobia como fuente de

energia renovable. 13-15
1.2 Principales caracteristicas de los biodigestores

Los biodigestores consisten en un recipiente cerrado, disefiado para favorecer el ambiente
anaerobio; equipado con tuberias de alimentacion (influente) y descarga (efluente), y bombas (si es
necesario) para transportar el biogas.'6:7 Segun la forma en que operan, se clasifican en continuos,
por lotes o semicontinuos; la preferencia sobre alguna de estas formas depende del objetivo que se
busque y del tiempo de residencia hidraulico (TRH), es decir el tiempo en el que el biodigestor esta

en funcionamiento. 3

El biogés que producen es fuente de energia para actividades cotidianas como el transporte,
coccion de alimentos y generacion de energia eléctrica; ademas el biol, que es el liquido remanente

del biodigestor, se utiliza como fertilizante. 18-20
1.3 Produccion de biogas por digestién anaerobia

La degradacion anaerobia, es un proceso biologico, en el que parte de la materia organica de un
sustrato se descompone para producir metano y diéxido de carbono (biogas), entre otros
compuestos. La optimizacion de este proceso en ambientes anaerobios, permite el aprovechamiento
de los desechos para producir energia. Los biodigestores se monitorean, para obtener productos
con caracteristicas deseables. 6.16

La degradacion anaerobia de materia organica consta de varias etapas de caracter simbiético,
entre bacterias sensibles o que se inhiben completamente en presencia de oxigeno u otros
oxidantes fuertes. Durante la digestion se da una serie de procesos de oxidacion y reduccion, en los
cuales el aceptor final de electrones es una molécula inorganica. Las bacterias responsables del

proceso lo efectian por medio de una cadena transportadora de electrones, similar a la que las

mitocondrias poseen en la respiracion aerobica; los aceptores de electrones pueden ser CO2, SOs%

o NO;7. 621



Cuando el CO2 acepta los electrones libres, se reduce a gas metano, este proceso se denomina
metanogénesis hidrogenotréfica, y generalmente se le atribuye cerca del 30 % de la produccion total
de metano. A partir del CO, algunos microorganismos junto con el H2 producen &cido acético, el ion
sulfato se reduce a H2S y el ién nitrato se reduce a N2.5% En la digestion anaerobia, cerca del 90 %
de la energia disponible por oxidacién directa se transforma en metano y un 10 % se consume en el

crecimiento bacteriano. El orden de las etapas de la digestion anaerobia se resume en la



Materia organica particulada

Hidrolisis

Degradacién

s . Oxidacion
Microbiana

Anaerobia

L4
Metanogénesis

H;CCOO + H0 — HCO; + CHe
HCQOx + H+ 4 H; — CHe + 3 K0

3CO;+12H,— 3CH:+ 6 Hz0

Figura 1.Esquema de las etapas de |a digestion anaerobia. 22-2



En la primera fase, de caracter enzimatico, se hidrolizan moléculas grandes, como proteinas,
carbohidratos y lipidos. Las enzimas responsables del proceso son extracelulares, propias de
microorganismos acidogeénicos. El objetivo de esta etapa es degradar las moléculas complejas en
otras mas sencillas como los aminoacidos, azucares y acidos grasos, alcohol, hidrégeno, didxido de
carbono. La hidrolisis depende de la cantidad de solido del sustrato, la temperatura, el tiempo de

produccion, la composicidn quimica del sustrato y el pH.25.2

2
j)\ ’l\ __ R’\A OH + H*‘N

Proteinas —® Aminoéacidos

Polisacaridos —® Monosacaridos

Lipidos —®Acidos grasos

Figura 2. Hidrolisis de aminoacidos y esquema de la formacion de los productos de la primera fase

de la digestion anaerobia. .26

Las proteinas, son fuente de carbono y energia, y sus moléculas base, los aminoacidos son
fuente de nutrimentos. Las enzimas responsables de la hidrolisis proteica se conocen como

proteasas. Parte de los aminoacidos se integran como material celular y el resto forma AGV (acidos
grasos volatiles), CO,; Hz, NHs* y S%. La hidrdlisis es lenta y por tanto limitante del proceso de
generacion de biogas. 820

La degradacién tiene origen microbiano y genera compuestos que pueden ser aprovechados por

los microorganismos como los iones propionato (H:CH2CCOQ"), butirato (HsCH.CH.COO") y acetato



{H3CCOO). La oxidacién de los acidos grasos volatiles genera ién acetato, diéxido de carbono e
hidrégeno; el proceso es espontaneo, tiene un valor de energia libre de Gibbs de aproximadamente
-436 kJ /mol. 227 En |a etapa acetogénica, se metaboliza el acido acético y ofros subproductos
como el Hy, las bacterias acetogénicas se encargan de transformar los productos como el acido

propanoico y butanoico, a productos como acetato e Hp.28.14

En la etapa final o metanogénesis, los microorganismos metanogénicos utilizan i6n acetato,
hidrégeno y dioxido de carbono, para formar metano. La produccién de biogas depende de la
descomposicion de i6n acetato, y este a la vez de la oxidacidn de acidos grasos de cadena corta. El
monitoreo de la concentracion de los AGV, es importante, pues son indicadores de actividad
bacteriana y la concentracion de estos, altera el pH. Si el pH es menor a 7 se inhibe la

metanogénesis, disminuyendo o inhibiendo la produccién de metano. 2529

Los acidos grasos volatiles, son moléculas organicas que presentan el grupo funcional carbonilo,
son acidos relativamente estables debido a la resonancia de este grupo, y su pKa es de
aproximadamente 5, es decir son acidos débiles, y moléculas relativamente polares y miscibles con

el agua.30.31

En la figura 3, se observa la estructura de los principales AGV producidos por degradacion
anaerobia, asi como las caracteristicas fisicoquimicas que explican la solubilidad de estos en
medios acuosos, y cuales deberian ser las condiciones para la separacién de estos de una matriz
acuosa por medio de la destilacion. Dentro del rumen del ganado, se generan AGV que constituyen
una de las principales fuentes de energia para los animales. El acido acético, es producido durante
la digestion de los carbohidratos y se utiliza para sintetizar los acidos grasos de la leche. El acido
propanoico, es producido a partir de almidén y azicar, por bacterias degradadoras de pectina;
constituye entre el 15 % y 30 % de los acidos grasos volatiles, se utiliza para sintetizar glucosa. El
acido butirico, se genera a partir del desdoblamiento de los carbohidratos estructurales y los
azlcares, y representa entre el 5 % y el 15 %. El estiércol de vaca como sustrato, acarrea
microorganismos que sintetizan AGV. 3233



O O O

/U\ OH \/U\OH /\/U\OH

Acido acético Acido propanoico Acido butirico
118 °C 141 °C 162 °C
Soluble en agua Soluble en agua Soluble en agua

Figura 3. Estructura quimica de los acidos grasos volatiles de interés, punto de ebullicion y
solubilidad en agua.

La implementacion de experimentos de biodegrabilidad a escala de laboratorio, permite evaluar
las condiciones de operacién y el potencial para producir biogas de diferentes sustratos. El
monitoreo de la produccion de biogés por medio del control de los intermediarios como los &cidos
grasos volatiles, favorece el control de la produccion de metano. 34

1.4 Métodos utilizados para la determinacion de acidos grasos volatiles

Los &cidos grasos voléatiles, son de interés para varios procesos industriales, como el control de
calidad de alimentos y en el tratamiento de aguas residuales 22325, | a forma mas sencilla para
monitorear en linea los biodigestores, es midiendo el pH, pues se considera un indicador de la
concentracion de acidos grasos volatiles. 20 Pero si se quiere determinar la cantidad individual de los
acidos grasos como el acido acético, propanoico y butirico, la cromatografia de gases es la mejor
tecnica. Se han implementado otros métodos, el Cuadro |, resume algunas investigaciones en las

que se ha reportado el andlisis de acidos grasos volatiles en diferentes matrices 29.35.36,



Cuadro I. Métodos de tratamiento de muestra y cuantificacion de AGV reportados en |a literatura.

Método

Aguas residuales con alto
contenido salino ¥

Aguas de cultivo de peces ¥

Quesos rayados

Tratamiento previo
* Espaciado de cabeza
+ Liofilizacion
* Ajustar el pH hasta aproximadamente 3.
- Extraccion con disolventes (dicloro metano,
heptano, diétil éter y diisopropil éter).
- Concelar 48 h.

* Filtracion

|+ Homogenizar en con agua
= Filtrar y ajustar el pH hasta aproximadamente 3
- Saturar con NaCl y extraer con etil éter

Aguas de plantas de digestion
anaerobia ¥

Andlisis en linea de AGV por
reprivatizacion 40

Aguas residuales de granjas

porcinas y en queso de oveja
41

Residuos agroindustriales 42

Aguas de origen volcanico 4

* Dilucion

ethilenediamina
« Exfraccion del producto derivatizado con
| metilterbutileter
« Alicuota
- Agitacion y micro extraccion en fase solida ( 25
°C por 30 min)
.+ Desorcion en el GC
- Centrifugar
_ - Filtar con filtro de celulosa de 0,45 pm _
« Filtrar y eluir a traves de una columna de
_ intercambio ionico -

1.5 Produccion de biogas

Técnica

GC - FID, He como gas portador y
metodo del estandar interno.

' GC - FID, N2 como gas portador y |
| método del estandar interno

GC - FID, He como gas portador y
método del estandar interno

" Potenciométrico, electrodo de vidrio . |

HCl 0,1 mol /L como valorante -

. __ correlacionado GC
- Derivatizacion de los AGV con N-(1-naftill)

Espectrofluorometro (A335 nm y A395
nm)

Fibra de divinilbenceno y GC - masas

"HPLC- refractometro, H2S04 como |
_ fase movil

CL, detector de conductividad

La produccion de biogas, depende de muchos factores, como las caracteristicas del sustrato, el

pH, la temperatura, la agitacion en el biodigestor, el tamafio de particula, €l clima y el tiempo de

residencia hidraulico (TRH), entre otros. A pesar del estado fisico, actualmente el analisis de biogas,

no es complejo. Debido a la capacidad de la cromatografia de gases de brindar informacion, tanto

cualitativa como cuantitativa, es una de las técnicas mas utilizadas para el analisis de mezclas

complejas de gas. “ El Cuadro Il, resume algunos métodos utilizados para determinar la

composicion del biogas.



Cuadro Il. Algunos métodos reportados en la literatura para la determinacion de la composicion de
biogas.

Metodo Comentarios
Cromatografia de gases con detector Es el mas utllizado, es versatil y las condiciones se pueden aplicar a la
de conductividad térmica 16.2945.46 _ determinacion de otros analitos como hidrocarburos de cadena corta.
| Aparato de Orsat ¢ Requiere trabajar a temperatura y presion controladas, ademas utiliza
indicadores lo
_ . ~cualnolohaceversatl _
Analizadores de biogas 4 Especializados para analizar biogas, alta sensibilidad, poco versatiles
pues son
Especificos

1.6 Validacion de métodos de cuantificacion:

En quimica analitica, se busca generar valores que hayan sido sometidos a criterios de
aceptacion, con el fin de garantizar que los resultados son correctos. Debido a ello los métodos de
analisis deben ser validados, lo que implica someterlos a una serie de pruebas que demuestran de
forma objetiva la validez de los datos que se obtiene tras su aplicacion. El periodo de validacion
dependera de la complejidad de la técnica, la matriz y de las caracteristicas propias de los analitos,

como su estabilidad y propiedades fisicoquimicas. #°

Para validar un método se utilizan ciertos parametros analiticos o figuras de mérito. Entre los
principales estan: |a precision, exactitud, selectividad o especificidad, el limite de deteccion, limite de
cuantificacién, la linealidad, el rango de trabajo, el porcentaje de recuperacion, la estabilidad y
especificidad. Cada uno de estos parametros se evalia estadisticamente. % Obtener valores

aceptables de las figuras de mérito, garantiza que los resultados son fidefignos.>!

Los métodos analiticos pueden ser cualitativos o cuantitativos; segun el tipo se establece las
figuras de mérito que deben ser tomadas en cuenta para Ia validacion de los métodos. El caso de
métodos cuantitativos, se recomienda validar la especificidad, el limite de deteccion, la precision y la
estabilidad, en el caso de métodos cuantitativos se recomienda la validacion de la especificidad, el
limite de deteccion, la precision, linealidad y ambito de trabajo, la exactitud, el porcentaje de

recuperacion, la estabilidad, incertidumbre de la medicion, el limite de cuantificacion y la robustez.52



Los métodos analiticos desarrollados se clasifican como métodos no normalizados, si se
desarrollaron a partir de otros publicados en notas técnicas o articulos cientificos, y normalizados si

se implementa un método publicado por entidades de referencia.
1.7. Cromatografia de gases:

Es una técnica de separacién, en la que una fase mdvil gaseosa arrastra a los analitos a traves
de un soporte solido, con el que interactian fisicoquimicamente, la diferencia en las velocidades de
migracién de los componentes de la muestra, es la responsable de la separacién de los analitos.
Esta técnica, se desarrollé en los afios cincuenta, y actualmente es utilizada en multiples campos

como la industria farmaceéutica, alimenticia y el analisis ambiental, principalmente para control de
calidad 3%

Dependiendo de la afinidad de las sustancias con la fase estacionaria, asi sera el tiempo de
residencia de los mismos, es decir el tiempo entre la inyeccion y la deteccion. En esta técnica, las
muestras deben ser volatiles y térmicamente estables. La figura 4, muestra el esquema basico de un

cromatégrafo de gases.%®

TRHAMFAS EESTRICTORES
MOL-STEVE  pryaec

ELEC TROME TR
PUERTO DE
. ITNYVECCIOR S

CORITROLADO
DE FLIWJO

Figura 4.Esquema de un cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama.57
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< Objetivo general: validar dos métodos de cromatografia de gases, uno para la

determinacién de la composicion de biogés y otro para la cuantificacion de acidos grasos

volatiles generados en biodigestores que operan a diferentes condiciones.

<+ Obijetivos especificos:

1. Validar un método de cromatografia de gases para la determinacion de la composicion de
biogas generado por seis biodigestores que trabajan a dos condiciones de temperatura y

tres de composicion de sustrato.

2. Desarrollar un método de tratamiento del supernatante de seis diferentes biodigestores para

extraer los acidos grasos volatiles presentes en estos.

3. Validar un método de cromatografia de gases para la cuantificacion de acidos grasos
volatiles (acido acético, &cido propanoico y &cido butirico) en el supernatante de seis
biodigestores.

4. Analizar estadisticamente los resultados de los métodos cromatograficos validados para
concluir cudles condiciones de temperatura y composicion de sustrato son las mejores para

la produccién de biogés.

11



2. Seccion experimental

El presente capitulo describe las condiciones experimentales optimizadas para el disefio del
experimento, la determinacion cromatografica de la composicion de biogas y la concentracion de
acidos grasos volatiles.

2.1 Disefio del experimento:

A. Factores del disefio de experimento: se trabajo con dos factores la temperatura y la
composicion del sustrato del biodigestor, el primer factor se dividid en dos tratamientos y el segundo
en tres. 58 Cada experimento se trabajo por duplicado; el Cuadro lIl, resume las composiciones de

sustrato y las temperaturas utilizadas en el experimento.

Cuadro lll. Composicion de los sustratos y temperaturas utilizadas para el funcionamiento de los
biodigestores.

Temperatura (°C)  Mezclas de sustrato (% fraccion de masa volumen)
35y 50 50 boriiga de vaca y 50 gallinaza
35y 50 40 bofiga de vaca , 40 gallinaza y 20 restos de comida
35y 50 45 boriiga de vaca , 45 gallinaza y 10 restos de comida

Los biodigestores se construyeron en botellas de vidrio con capacidad de 1 L y selladas

herméticamente (Figura 5); en ellas se coloco las mezclas de sustrato y agua necesaria para

alcanzar 500 mL de volumen y una concentracion de 5 % fraccion de masa y volumen.

12



Figura 5. Prototipo del biodigestor utilizado.

Los biodigestores se mantuvieron en el Laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de
Investigaciones Agronémicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica; ahi se prepararon los
sustratos, y se construyeron los biodigestores y se controlaron algunas variables del desempeno de
los mismos, como el pH, sdlidos totales, y el volumen de gas producido. Los experimentos se
dividieron en dos fases, la primera con un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de veinte dias y la

segunda de ochenta y dos dias.
2.2 Equipos

A. Determinacion de la composicion de biogas:

. Muestreo: las muestras se tomaron directamente de los biodigestores, por medio de bolsas
especializadas para muestrear gases, denominadas Bag Sample PDVF y un sistema de bombeo,
que muestra la figura 6. Se comprobo que el sistema genera presion suficiente para llenar las bolsas
sin ayuda de la bomba, pero esa presion es superior a la que los sellos de los biodigestores podian

soportar 9

13



a) b)

Figura 6. a) Bolsa y sistema de bombeo utilizado para la toma de muestras de biogas. b) bolsa

conectada directamente al biodigestor.

Analisis del biogas: los analisis de composicion del biogas se efectuaron en el Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo del Centro de Investigacién en Electroquimica y Energia Quimica
(C.E.L.E.Q) de la Universidad de Costa Rica. El cromatografo de gases utilizado fue un HP 6800
(ver figura 8) con detector FID (detector de ionizacion de llama) y TCD (detector de conductividad
térmica) y una columna Carboxen -1010 PLOT (tubular abierta de capa porosa), 30 m x 0,563 um 1.D
(25467), de tipo capilar abierta, de silice fundida, tipo de tamiz molecular. La separacion en ese tipo

de columnas, se relaciona con el tamafo de las moléculas, como lo ejemplifica la Figura 7.
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Figura 7. Esquema de una columna de tamiz molecular.

B. Determinacion de la concentracion de acidos grasos volatiles:

= Cuantificacion de acidos grasos: se utilizo el cromatografo de gases Shimadzu GC-8 A (ver figura
8), del cuarto de instrumentos de la Escuela de Quimica de la Universidad de Costa Rica, y una
columna Alltech ECONO - CAP EC-WAX de 30 m (longitud) x 0,25 mm (diametro interno) x 0,25 um
y un detector de ionizacion de llama (FID) con N2 como gas de arrastre, y aire e hidrogeno para
generar la llama del detector,

= Extraccion de los acidos grasos volatiles: se utilizé una centrifuga modelo Clay Adams safeguard
NJO7054.

15



a) HP 6800 b) Shimadzu GC-8 A

Figura 8. a) Cromatdgrafo utilizado en la determinacién de la composicion de biogas (Centro de
Electroquimica y Energia Quimica de la Universidad de Costa Rica). b) Cromatografo utilizado en la

determinacion de la concentracion de AGV (Escuela de Quimica de la Universidad de Costa Rica).
2.3. Reactivos y cristaleria

A. Determinacion de la composicion de biogas:

= Gas de arrastre para el andlisis cromatografico: se utilizé nitrégeno y helio de alta pureza. Para el

analisis de las muestras solo se utilizd nitrogeno.

= Patron certificado de gases: se utilizé un patrén certificado de gases, marca Agilent Technologies;
tipo gas de refineria, de 1 L de capacidad, con una presion de 207 kPa a 21 °C, numero de lote:
112PLU1SPC10D. Cuyas concentraciones en % de moles son: 5,00 % de diéxido de carbono, 15,00
% de hidrogeno y 5,00 % metano. Las inyecciones se realizaron con una jeringa para gases de 250
ML, la cual se purgo previamente 3 veces con aire y 3 veces con la muestra antes de realizar

cualquier inyeccion.
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B. Determinacion de la concentracion de acidos grasos volétiles:

= Extraccion de acidos grasos volatiles: se utilizo acido clorhidrico al 1% fraccion de volumen,
preparado a partir de &cido clorhidrico concentrado y agua destilada; cloruro de sodio 99 % puro y

eter etilico grado para analisis.

= Cuantificacion de &cidos grasos: se utilizé patrones de acido acético, propanoico, butirico y
hexanoico. El acido acético utilizado fue de marca Chem Service, presentacion de 10 g y 99,5 %
puro; el acido propanoico y el butirico utilizados fueron marca Fluka Analytical, ambos con pureza
del 99,0 %. El estandar interno utilizado fue acido hexanoico 99 % puro, marca JT Baker. Para la
preparacion de los patrones se utilizaron balones aforados de vidrio de 100,00 mL; 50,00 mL; 25,00
mL y 10,00 mL y una micropipetasmarca Accumax de 100 L - 1000 uL, y de 1000 uL - 5000 L.

= Preparacion de los patrones de acidos grasos volatiles: las disoluciones madre de cada uno de los
acidos (acético, propanoico, butirico y hexanoico) se prepararon disolviendo 250,00 pL de cada

patron en 25,00 mL de éter etilico, el Cuadro 1V, resume la concentracion de las disoluciones madre.

Cuadro IV. Concentracion de las disoluciones madre de cada uno de los AGV a partir de las cuales

se prepararon los patrones de las curvas de calibracion.

Acido Alicuota (£ 3 ul) Volumen final (+ 0.02 mL) Concentracion mg/L

Acético 250 25,00 (1,05 0,03)-10¢
Propanoico 250 25,00 (9,9+0,2)10°
Butirico 250 25,00 (9.6 £02) 103
. == ! . —
Hexanoico 250 25,00 (9,3+0,2)10°
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El Cuadro V resume la preparacion de los diferentes patrones utilizados en las curvas de

calibracion para la cuantificacion de AGV.

Cuadro V. Preparacion de los patrones de AGV y estandar interno para la preparacion de las curvas

de calibracion.

Concentracién (mg/L)

: Alicuota de disolucion Volumen
Nupn;ﬁ g:]de madre final =
{uL) (+0.02 mL) Acido
Acido acético Acido propanoico Acido butirico hexanoico
(mglL)

S — : 10523 Lo 993 %3
2 200+ 4 2107 199+ 6 | 192+6

3 j 3006 32£01,102 | 208:9 | 287%9
4 4008 (42 0.1) 102 @0=01)102 | (3801107
s S0 63202100 | OOXONIE T US20E |
‘ 1000 + 6 | (1,04 +0,03) -10° | (100£002)10° | (9602107 |
- 00£9 (210£006)10° | (200:008)10° | (192£006)-10°
3000 £ 16 e 315008 10° | 30200110 1 290+ 007) 107 (4.7 £0,1) 102
- _ (40£01)10° = (38£01)-10°
. —— 4.2+ 0,1) 103
i 63£01)10°  (60201)10°  (57+01)10°
10 6000+ 32
; l a1 T
" — (84+02) 108 (80402 10 —_—
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2.4. Metodologia

A. Muestreo y almacenamiento de las muestras

= Muestras de biogas: se tomaron semanalmente a partir de la cuarta semana de funcionamiento de
los biodigestores, y durante las 12 semanas posteriores. Los dias de muestreo, se conectd una
bolsa de muestreo a una bomba y esta se conecté al biodigestor respectivo. Antes de obtener la
muestra, se purgo la bolsa solo una vez con el gas a muestrear, porque el volumen de gas era poco
para hacer varias purgas. Entre cada muestra, se purgo la bomba con aire, para evitar

contaminacion entre muestras.

= Muestras de 4cidos grasos volétiles: antes de tomar las muestras se agitd el contenido de los
biodigestores y se llenaron tubos de microcentrifuga (marca eppendorft de 2 mL); la toma de las
muestras se llevd a cabo dentro de una atmésfera inerte de nitrégeno. Las muestras se

almacenaron en un refrigerador a 4 °C hasta el dia en que se trataron para el anélisis.
B. Anélisis de las muestras:

= Determinacion de la composicién de biogas: debido al disefio de las bolsas de muestreo, la toma
de la muestra a inyectar se realizé abriendo la valvula de la bolsa respectiva, se introdujo la jeringa y
succion6 el gas. Antes de inyectar las muestras en el cromatografo, la jeringa se purgd 3 veces con
una porcidn del contenido de la muestra. El volumen inyectado fue de 100 yL. Las muestras se

analizaron el mismo dia que se tomaron.

Debido a que el hidrogeno posee una conductividad térmica de 168,35 mW/mK y el helio de
142,64 mWimK, el hidrégeno no fue detectable al utilizar helio como gas portador, por la cercania de
la sefal del hidrogeno con la linea base. Fue preciso utilizar nitrégeno, cuya conductividad es de
24,0 mW/mK, y la sensibilidad al utilizar nitrégeno, es diferenciada entre analitos, se obtuvo una
mayor sensibilidad para el metano; por lo que se utilizd un factor de respuesta, para corregir los
datos.
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Para obtener el factor de respuesta, se midio el patron certificado de gases dos veces, en dias
diferentes, con helio y nitrbgeno como gases de arrastre. El factor de respuesta se multiplico por el

area de cada analito y los porcentajes se obtuvieron a partir de las areas corregidas.

= Extraccion y cuantificacion de los 4cidos grasos volatiles: las muestras se trasvasaron a tubos de
ensayo de vidrio de 100 mm - 10 mm; luego se les adiciond cloruro de sodio hasta saturarlas, y
acido clorhidrico al 1 % en volumen, con agitacion constante hasta que el pH de las muestras
estuviera entre 3 y 4, esto se confirmo utilizando tiras de papel de pH. Luego se centrifugaron a
6000 rpm durante 10 min.

El sobrenadante se filtr6 a través de algodon; del filtrado se tomaron dos alicuotas de 300 pL,
se colocaron en tubos de microcentrifuga de 2 mL. Para la extraccién se les agrego 300 pL de
éter etilico, y se agitaron manualmente durante un minuto; se separo6 la fase etérea y se colocod
en viales de vidrio de 2 mL. Este procedimiento se realiz dos veces para cada réplica. Una vez
mezcladas las dos fracciones etéreas, se calentaron levemente a 45 °C en una plantilla para

calentamiento hasta sequedad.

Una vez que los viales alcanzaron la temperatura ambiente, se les agregd 125 pL de éter
etilico y 125 uL de patron de &cido hexanoico preparado en éter etilico de concentracion 465
mg/L. La Figura 9, resume el procedimiento de tratamiento de las muestras previo a la inyeccion
en el cromatografo. Las alicuotas de éter etilico y disoluciones preparadas con ese disolvente, se
midieron a temperatura de un bafio hielo y agua (0 °C), pues la baja viscosidad del éter etilico

dificulta su manipulacion a temperatura ambiente.
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Trasvase de la Inyectar en el

muestra a un tubo de cromatoarafo

Saturar con NaCl y Agregar el estandar

llevar a pH entre 3 - 4 interno y aforar a 250 pL

Centrifugar a 6000 Calentara 45 °C

rom hasta sequedad

Filtrar a traves de Separar la fase etérea

algodon v tomar 2 v colocarla en un vial de

Agregar 300 UL de

éter etilico a cada

Figura 9. Tratamiento previo a la inyeccion en el cromatografo de las muestras de los lodos de los

biodigestores para determinar acidos grasos volatiles.
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C. Condiciones de operacion de los equipos cromatograficos:
El Cuadro VI, resume las condiciones de operacion de los cromatografos para la determinacion

de la composicion de biogas y la concentracion de acidos grasos volatiles.

Cuadro VI. Condiciones de operacion del cromatografo para la determinacion de la composicion de
biogas y para la cuantificacion de acidos grasos volatiles.

Método biogas Método acidos grasos volatiles
Condicion Valor Condicion Valor
Rampa de temperatura del horno 100 °C 4 min Temperatura del horno (°C) 200
15 °C/min hasta 200 °C

Temperatura del inyector (°C) 200 Temperatura del detector e inyector 280
(°C)

Temperatura del detector (°C) 230 Presion del hidrogeno (kPa) 100

Flujo de Nz (mL/min) 4.0 Presion del aire (kPa) 35

Presién N2 (k Pa) 20 Presion del nitrogeno (kPa) 100
Presion del gas auxiliar (kPa) 100

2.5. Validacion de los métodos cromatograficos

A. Determinacion de la composicion de biogés: se utilizé como referencia el método utilizado por
Buitron y Carvajal (2010), con la diferencia que se trabajo con una rampa de temperatura y no a
temperatura constante. 80,

= Optimizacion de la columna: se calentd durante aproximadamente 12 h distribuidas en cuatro dias,

a 200°C, hasta que la linea base no presento fluctuaciones.

= Precision: se evallo la repetibilidad del método y de la inyeccion y del método, durante los dias
21, 38, 52, 73, 80, 95 y 102 de operacion de los biodigestores, se inyectd una muestra 7 veces. El
patron de gas de refineria, se inyecto siete veces en dos dias de analisis diferentes. Con los valores

obtenidos se calculd el coeficiente de variacion, cuyo valor debio ser menor o igual al 10 %, para

22



considerarse aceptable, y el intervalo de confianza como + tt'5/ 5 No se evalud ni la

reproducibilidad, ni la precision intermedia, pues no fue posible utilizar otro analista o cromatografia,

¥y una misma muestra. ¥

= Exactitud: se inyecto el patron de gases de refineria, dos dias diferentes, siete veces cada dia,
durante la semana 3 y semana 5 .Se ultilizd nitrdgeno como gas de arrastre, con esto se calculd el
porcentaje de error aplicando la ecuacion (1). El error, es una medida de sesgo, es decir permite
evaluar los errores sistematicos del método. El valor debid ser menor al 3 % para considerarse
aceptable. 1

fvalor obtenido-valor reportado)

% error= )-100% (1)

valor reportado

= Efecto del flujo de gas sobre los resultados: se probo cinco inyecciones de una muestra a cuatro
flujos de gas de arastre: 3,0 mL/min, 3,5 mL/min, 4,2 mL/min y 4,5 mL/min; los resultados de
porcentaje de metano y didxido de carbono se compararon con los obtenidos con el flujo de 4,0

mL/min. Para determinar si existia diferencia significativa se calcul la t de student por parejas y un
ANOVA de un factor.

B. Determinacion de la concentracion de acidos grasos volatiles:

= Enriquecimientos: permiten evaluar la veracidad de!l método, se realizaron enriquecimientos con
los &cidos carboxilicos a un nivel de concentracion de 300 mg/L hasta 350 mg/L; por cuadruplicado.
Para ello se tomaron ocho alicuotas de muestra, cuatro de las réplicas se enriquecieron con una
alicuota de patron de cada acido preparado en agua destilada, a los otros cuatro se les agrego la
misma alicuota, pero de agua destilada; luego se realizd la extraccion y cuantificacion segin el
procedimiento establecido.

Para calcular el porcentaje de recuperacion, se utilizo la ecuacion 2:

(mg de acido cuantifl'cado-‘-‘) -100% (2)

mg de adcido agregados
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= Linealidad: se prepararon tres curvas de calibracion segun las concentraciones mostradas en el
Cuadro V, cada patron fue preparado en éter con la concentracion indicada para cada acido,

ademas de acido hexanoico como estandar interno.

= Cuadro VII. Curvas de calibracion que se prepararan para verificar el rango y la linealidad de

cuantificacion de AGV.

Rango de concentraciones Numero de patrones
(mg/L)

200 - 500 5
100 - 4000 9
3000 - 10000 5

Cada patrén se inyect6 por duplicado en una sola sesién de trabajo, se obtuvo un promedio de
los valores y se construyeron los graficos de las curvas de calibracion respectivas. Se determiné el
coeficiente de correlacion de los datos, el valor de este debié ser al menos de 0,90 para considerar
que la relacion es lineal, ademas se calculé el valor de t de student, para evaluar la significancia del
coeficiente de correlacion, es decir si existe correlacion entre los datos, segin la ecuacion (3). %

e Ir|lvn— 2

V1 —1r?

(3)

= Precision: se evalué como repetibilidad, se inyectaron siete veces los patrones de concentraciones
200 mg/L y de 1000 mg/L, y una muestra, en una sesién de trabajo, con esos resultados se calculd
el ambito de confianza con un a de 0,05 (i & 5/ \/?i) para cada acido y el coeficiente de
variacion, cuyo valor debio ser igual o menor a 10 % 2

Ademas se calculé |a repetibilidad total del método, para esto se prepararon siete réplicas de
patrones a dos niveles de concentracién, uno de 600 mg/L y el otro de 3000 mg/L, y siete réplicas

independientes de una muestra, y se midieron en una sola sesion de laboratorio. 5862
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= |imite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC): se calcularon como la desviacion estandar del
blanco dividida entre la pendiente; este factor multiplicado por tres en el calculo del LD de deteccion

y por diez en el de LC, como muestran las ecuaciones 4 y 5. 5862
LD= 2222 ()
L= ‘lU'SdZ/x [5)

Donde m es la pendiente de la recta de mejor ajuste, sd yx es la desviacion estandar de la

ordenada en el origen.

= Evaluacion del efecto de la temperatura del inyector, horno y detector: se comparo los resultados
obtenidos a las condiciones de operacién del método, es decir el inyector y detector a 280 °C y la del
horno a 200 °C, con los obtenidos al modificar la combinacion de temperaturas de operacion; para 5
patrones con concentraciones de 6000 mg/L de cada acido. El Cuadro VIII , resume las condiciones

comparadas.

Cuadro VIIl. Temperaturas del horno y del inyector-detector utilizadas para evaluar la robustez del

meétodo de cuantificacion de acidos grasos volatiles.

Condicion Temperatura del horno
(°C)

Temperatura del

detector e inyector (°C)

1 150 200
2 150 280

3 170 280
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3. Resultados y discusion de la validacion de los
metodos cromatograficos

El presente capitulo, describe los resultados obtenidos de la validacion de los métodos

cromatograficos para la determinacion de la composicion de biogéas y acidos grasos volatiles.

3.1 Composicion del biogas:

A. Optimizacion de la columna cromatogréfica: después del acondicionamiento de la columna,
se optimizaron las condiciones de operacion, hasta obtener buena resolucion de los picos
cromatograficos y una linea base constante. La Figura 10 muestra un cromatograma obtenido
durante la optimizacion de la columna y del método y otro cromatograma, y la Figura 11 uno

obtenido una vez estabilizadas las condiciones de operacion.
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25wV
b | g
00 I f
| .II g
80 - I "l—
| Y
L |
] \

0

| } |

4 '“; |
Ly =l .

. | : %

] | l f Z
. | SR SR

j | e IL

1 v T T i ' Y ——— ey

-} 10 15 20 25 . ] % min

Figura 10. Cromatograma obtenido durante la optimizacion del método para la determinacion de la

compaosicion de biogas a 100 “C, modo isotérmico.
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Figura 11. Cromatograma obtenido después de la optimizacion de las condiciones de operacion,
rampa 100 *C durante 4 minutos 15 *C/min hasta 200 °C, inyector a 200°C y detector a 230°C

B. Determinacion del factor de respuesta: el Cuadro IX, resume los resultados de factor de

respuesta; obtenidos con el fin de corregir las areas de los cromatogramas.®?

Cuadro 1X. Factores de respuesta obtenidos para los gases analizados por el método para la

determinacion de biogas.

Gas Factor de respuesta Conductividad

(W / mK) &
Dioxido de carbono | 0,541 14,65
Metano 0,083 32,81
Hidrogeno ‘ 0,037 168,35
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Los valores del factor de respuesta siguen la tendencia de que a mayor valor del factor de
respuesta, menor es la sensibilidad del gas cuando es analizado con nitrdgeno como gas de
arrastre. El hidrogeno es el gas que tiene mayor sensibilidad, seguido por el metano y por ultimo el

dioxido de carbono, lo cual es consistente con los valores de conductividad de los gases. %

Los resultados reportados para los biodigestores fueron corregidos con el factor de respuesta,
pues, por recomendacion de la profesora Paulina Silva Trejos, después de una entrevista con ella,
estuvo de acuerdo con la correccion debido al bajo porcentaje de recuperacion, con el fin de

aproximar los resultados al valor verdadero.®’

C. Figuras de mérito: la siguiente seccidn, muestra los resultados de la evaluacion de las figuras de

mérito evaluadas en la validacion del método de para la determinacién de la composicion de biogas.

= Precision instrumental: se determind como repetibilidad, pues se realizé en periodos de tiempo
cortos y para las mismas condiciones de operacion.® Se utilizo repetibilidad y no reproducibilidad,
debido a la dificultad para obtener muestras similares en un mismo dia. Se utilizé el promedio y las
desviaciones estandar asociadas a las sefales analiticas de las areas corregidas con el factor de

respuesta respectivo.

El Cuadro X, muestra los resultados obtenidos para la evaluacion de la precision. Se calculd el
coeficiente de variacion y el intervalo de confianza, que son medidas de dispersion, y representan
una variabilidad relativa entre la desviacion de las mediciones y el valor promedio. El intervalo de
confianza, se calcul6 con un t de 2,45, para 6 grados de libertad con un intervalo de confianza del 95

O, 58
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Cuadro X. Valores de coeficiente de variacién e intervalo de confianza obtenido para la

determinacion de la composicion de biogas durante el funcionamiento de los biodigestores.

Dia del experimento

% CV

21 29 0,3 1,2 0,7
38 i 0,1 0,3 0,2
52 28 0,2 1,3 08
73 05 0,1 0,1 0,1
80 1,0 0,1 0,2 0,1
95 0,8 0,1 0,1 0.1
102 09 0,1 0,1 0,1
Valores promedio 0.9 24 0,6 0,2

En el estudio realizado por Marin et al., (2007), se cuantifico la produccién de metano e
hidrogeno en biodigestores anaerobios, por cromatografia de gases y reportd coeficientes de
variacion menores al 5 % para el método que utilizd, esto concuerda con los resultados obtenidos

para la validacion, pues los coeficientes de variacion se encuentran entre 0,1 % y 2,9 %. 66

= Exactitud: manifiesta |a cercania entre los resultados obtenidos, y un valor considerado como
verdadero.® En este caso se utilizo el valor reportado para el patron de gas de refineria lote
112PLU1SPC10D. El Cuadro XI, muestra los resultados obtenidos para la evaluacion de la
exactitud.

Se calculo el valor de t de comparacion de medias, para cuatro grados de libertad, para una
prueba de dos colas a un intervalo de confianza de 95 %; el coeficiente de variacion y el porcentaje
de error para los resultados obtenidos.
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Cuadro XI. Resultados de la medicion del patron de gas de refineria lote: 112PLU1SPC10D, con el

metodo para la determinacion de la composicion de biogas.

%

reportados T critico
Concentracion T
b CV por el a= 0,05
promedio (%) experimental X
fabricante
Hidrogeno 15,2 3,0 119 16,0
Metano 50 38 0,79 5,0
Dioxido
278
de 49 51 1,46 5.0
carbono

Los resultados se consideran aceptables para todos los gases, pues los valores de porcentaje de
error son menores al 5 %, al igual que lo observado por Marin et al (2007), para muestras similares
por cromatografia de gases con TCD como detector. 8 Segin los valores de t obtenidos el
porcentaje de cada gas, no difiere significativamente del valor reportado por el fabricante, para los

tres gases.

= Evaluacion del flujo del gas de arrastre en la determinacion de la proporcion del biogas: para
evaluar este parametro, se compararon los resultados obtenidos para una misma muestra en
condiciones normales de flujo de gas de arrastre, es decir a 4 mL/min y a dos flujos por encima y por

debajo del valor utilizado en la medicion de las muestras.

Se calculé el valor de texp para la prueba de comparacion de medias y se aplico la prueba F para
determinar la equivalencia entre las desviaciones estandar. El Cuadro XIl, resume los resultados

obtenidos para los flujos que se compararon.
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Cuadro XIl. Valor de t student de contraste de datos emparejados y F para diferentes flujos de gas

para el método de determinacion de la proporcion de biogas.

Flujo de gas de arrastre Valor de t de Student con Valor de Fs5
mbL/min a= 0,05 para el % de CHsy % CO2 a= 0,05 obtenido de ANOVA
30 0,99 1,30
35 0,55 0,11
4,2 411 25,9

4,5 , 3,63 13,5

Los resultados obtenidos para flujos de 3,0 mL/min y 3,5 mL/min, se pueden considerar iguales a
los obtenidos con el flujo de 4,0 mL/min; pues el valor de f de student obtenido es menor que el valor
critico de 2,78, para cuatro grados de libertad y un intervalo de confianza del 95 %; y el valor de Fss
obtenido en esos casos es menor al valor critico de 7,39 para cinco grados de libertad, y una F de

dos colas.

Para los flujos de 4,2 mL/min y 4,5 mL/min las diferencias si son significativas pues los resultados
obtenidos para la t de student y la Fss son mayores a los valores criticos de 2,78 y 7,39,
respectivamente.

Los resultados del Cuadro XlI, demuestran que el método es robusto para flujos de gas de
arrastre desde 3,0 mL/min hasta 4,0 mL; mientras que para flujos superiores a 4,0 mL/min, los

resultados son significativamente diferentes.
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3.2 Concentracion de acidos grasos volatiles:

A. Optimizacion de la columna cromatografica:

Para la determinacion de AGV, no fue necesario optimizar la columna, se adoptaron las

condiciones recomendadas por ficha técnica de Agilent de Zhao, S. 2013. La Figura 12, es un

cromatograma obtenido durante el desarrollo del método.?8
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= Acético
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< Butirico
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Figura 12. Cromatograma de un patron de AGV obtenido después de la optimizacion del metodo,

temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del homo 200 °C, presion de Hz 100 kPa,

presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa.
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B.  Figuras de mérito:

= Porcentaje de recuperacion: se realizaron pruebas de recuperacion, con el fin de determinar qué
porcentaje de los acidos grasos volatiles se extrajeron de la matriz después de la extraccion con éter
etilico, y verificar si los valores obtenidos eran aceptables. Se calculo el porcentaje de recuperacion
con la ecuacion 2. Los resultados permiten evaluar la exactitud del método de extraccion de acidos

grasos volatiles.

El Cuadro XIll, muestra los resultados de porcentaje de recuperacion de los acidos grasos
volatiles, para seis réplicas, medidas por duplicado. Los valores de porcentaje de recuperacion se

utilizaron para corregir los datos de las muestras obtenidos a lo largo del experimento.

Cuadro XIII. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los AGV, después de ser extraidos con

éter etilico.

Acido % de recuperacién
Acetico 58 - 63
Propanoico 70-75

‘Butiico 84 - 95

Toledano et al (2003), reportan porcentajes de recuperacion promedio de 101 % para muestras
acuosas, que se midieron de forma directa después de ser filtradas, que no es el caso del método

aplicado pues este implica extraccion y pretratamiento de la muestra.

Los resultados, demuestran que la extraccion con éter implica una pérdida de analito; ademas el
porcentaje de recuperacion, esta directamente relacionado con la afinidad de cada uno de los acidos
con el medio acuoso de la matriz, lo que evidencia que el pretratamiento causa pérdidas de analito,
especialmente considerando que en la literatura se reportan valores cercanos al 100 % si no se
realiza pretratamiento, pero la cantidad sélidos disueltos de las muestras, especialmente sales, lo

compromente la integridad de la columna cromatografica. &
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= Linealidad: para definir el rango de trabajo antes de iniciar el experimento se midieron muestras
provenientes de biodigestores similares a los evaluados con un sistema piloto. Se preparo tres
curvas de calibracion, para cada analito segun los rangos mostrados en el Cuadro 14. para cada
acido, el disolvente utilizado fue éter etilico; para la cuantificacion se utilizaron las areas de los

analitos, y como estandar interno, acido hexanoico con una concentracion final de (465 + 13) mg/L.

Se calculd el valor de t de student, como prueba de significancia, para verificar que los resultados

presentan una correlacion lineal.

Cuadro XIV. Valores de t de student obtenidos para evaluar la correlacion de las curvas de
calibracion para la cuantificacion de acido acético, propanoico y butirico por cromatografia de gases.

Acidos

Valor de t tedrico al 95 % de

Rangos de concentraciones

(mgiL) Acético Propanoico Butirico _
confianza

200-500 4,66 768 21,7
100-4000 8,97 9.08 8,68 2,36
3000-10000 mn 10,98 8,55 2,31

Debido a que los valores de t experimental obtenidos son mayores que la t critica, se considera
que la correlacion de los datos es lineal, para los tres analitos en los diferentes ambitos de

concentracion, ya que en este caso la hipotesis nula es que la correlacién entre los datos es nula 5
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Acido acetico (100 - 4000) mg/L

5.0000 -

4.0000 -

3.0000 -

2.0000 -

Aa/Ae (+ /- 0.0001)

1.0000 -

0.0001 -

Aa/Ae = 0.07675 +0.000943 Cn (mg/L)

——— Regression
- 95% CI

= %%PL |
) 0.171408
R-Sq 98.8%
R-Sq(adj) 9%8.6%

0

000 2000 3000 4000
Concentacion de acido acetico (+/- 42 mg/L)

Figura 13. Curva de calibracion del acido acético con un rango de concentracion entre 100 mg/L

hasta 4000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del homo 200 °C, presion
de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un %CV de 6 %.
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Acido propanoico (100 - 4000) mg/L

| == Regression l
| — = 9%CI
9P|
[s 0.23%035
RSq 98.8%
| RSq(adi)  98.6%

Aa/ Ae (+ /-0.0001)

0 1000 2000 3000 4000
Concentracion de acido propanoico (+/- 96 mg/L)

Figura 14. Curva de calibracion del &cido propanoico con un rango de concentracion entre 100 mg/L

hasta 4000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C, presion

de Hz 100 kPa, presién de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 5 %.
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Acido butirico (100 - 4000) mg/L
— Regression
8.0000 1 e
Promedio = 0.0938 +0.001618 Cn (mg/L)
7.0000 - S 0.274871
N R-Sq %.7%
§ 6.0000 - RSqad))  98.5%
g 5.0000 4
E 4.0000 -
Q
0 3.0000
< 2.0000-
1.0000
0.00014 =
0 1000 2000 3000 4000
Cocentracion de acido butirico (+/- 93 mg/L)

Figura 15. Curva de calibracion del acido butirico con un rango de concentracion entre 100 mg/L
hasta 4000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del homo 200 °C, presion
de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 10 %.
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Acido acético (200 - 500) mg/L

0.8000+

0.6000-

0.4000+

0.2000-

0.00014

”~

padd

Aacido/Aestandar (+ /- 0.0001)

——— Regression
== 99l

95% PI
S 0.0435320
R-Sq 95.7%

R-5q(adj) 93.5%

200 250

Concentracion de acido acético (+/- 16) mg/L

o/Aestandar = - 0.1221 +0.001236 Concentration de acido acetico

Figura 16. Curva de calibracion del acido acético con un rango de concentracion entre 200 mg/L

hasta 4000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C, presion
de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 6 %.
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Acido propanoico (200 - 500) mg/L
A dcido/ A estandar = - 0.1034 +0.001700 Concentracion dcido propanoico
ll —— Regression
~ 0.9000 4 ——  95%CI
= B%Pl
8 0.8000 |
S S 0036012 |
© 0.7000 - RSq %% |
“d | RSq(ad) 975 |
+ 0.6000-
%
T 0.5000 -
S 0.4000+
3
< 03000
e
0 0. |
% 0.2000
«® (.1000+
<
0.0001 -
00 B0 0 0 40 40 50
Concentracion acido propanoico (+/- 15) mg/L

Figura 17. Curva de calibracion del acido propanoico con un rango de concentracion entre 200 mg/L
hasta 500 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C, presion
de H2 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 5 %.
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Acido butirico (200 - 500) mg/L

Aacido/ A estandar = - 0.1105 +0.001923 Concentracion de acido butirico

1.2500 4
1.0000-
|
0.7500 -
0.5000 1

0.2500+

0.0001 -

Aacido/ A estandar (+ /- 0.0001)

—— Regression
- = 95%CI

95% PI
S 0.0756070
R-Sq %.0%
R-Sq(adj) 91.0%

00 250 300 350 400 450 500
Concentracion de acido butirico (+/- 15) mg/L

Figura 18. Curva de calibracion del acido butirico con un rango de concentracion entre 200 mg/L

hasta 500 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C, presion
de H2 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 10 %.
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Acido acético (3 000 - 10 000) mg/L
Adcio/A estandar = - 0.522 +0.002177 Concentracion acido acético

—— Regression
— - 95%CI
25 000- | 95% PI
|s 1.00375
R-Sq 98.3%
20.000 - R-Sq(adj)  97.7%

15.000

10.000

5,000+

Aacio/A estandar (+/- 0.001)

0.001 4

LB I 1 1 I

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000
Concentracion acido acético (+/- 246) mg/L

Figura 19. Curva de calibracion del acido acético con un rango de concentracion entre 3 000 mg/L
hasta 10 000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C,
presion de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con % CV de 6 %.
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Acido propanoico (3 000 - 10 000) mg/L

Aacido/A estandar = - 4.557 +0.003772 Concentracion acido propanoico

40.000-

30.000-

20.000-

10.000

Aacido/A estandar (+ /- 0.001)

0.001+

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentracion acido propanoico (+/- 233) mg/L

—— Regression

- 9%l
- 9% PI

s 0.882420

' RSq 9.5%

CR-Sq(adi)  993%

Figura 20. Curva de calibracién del acido propanoico con un rango de concentracion entre 3 000
mg/L hasta 10 000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C,
presion de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presion de N2 100 kPa, con un % CV de 5 %.
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Acido butirico (3 000 - 10 000) mg/L
Aacido/A estandar = - 1.734 +0.003578 Concentracion acido butirico
—— Regression

. 40.000- 7 ——  9%CI
a 95% PI
8_ S 220976
? R-Sq 9%.5%
-:. 30.000+4 RSq(adj)  95.4%
2
-
£ 20.000-
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;]
(1)
d
o 10.000-
b}
U
]
g

0.001+

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentracion acido butirico (+/- 225) mg/L

Figura 21. Curva de calibracion del acido butirico con un rango de concentracién entre 3 000 mg/L
hasta 10 000 mg/L, temperatura de inyector y detector 280 °C, temperatura del horno 200 °C,
presion de Hz 100 kPa, presion de aire 35 kPa y presién de N2 100 kPa, con un % CV de 10 %.
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= Precision instrumental: se determind como repetibilidad, pues se realizé en periodos de tiempo
cortos para las mismas condiciones. Se evalud |a repetibilidad de la inyeccion, para ello se inyectd
siete veces patrones de los AGV con concentraciones de 200 mg/L y 1100 mg/L, del método a dos
niveles de concentracién, con la medicién de siete patrones independientes con concentraciones
desde 600 mg/L hasta 3 700 mg/L; y de la extraccion para ello se midieron siete réplicas de una
muestra que fueron extraidas con éter. Se utilizo el promedio y las desviaciones de los resultados

para el analisis estadistico.5®

El Cuadro XV, muestra los resultados obtenidos para la evaluacion de la precision. Se utilizo el
coeficiente de variacion y el intervalo de confianza. El intervalo de confianza, se calculé con un t de

2,45, para 6 grados de libertad con un intervalo de confianza del 95 %. %8

Cuadro XV. Resultados de % CV e intervalo de confianza de la evaluacion de precision.

Inyeccion | Método ' Extraccion

: Patrones Muestra
Parametro . Patron( mg/L)  Patron( mg/L) | Muestra( mg/L)
Acidos  (mg/L) ( mg/L)

200 1100 700-2600 | 3200-3700 600-750 660-800

Acético

Propanoico = 2 2 1 5 1 4
Butirico 2 2 1 10 1 3
Acético | 5 | 26 | 35 | 186 | 24 [ 58
Propanoico @ 5 21 4 156 10 31
Butirico 11

24 10 340 8 20

El intervalo de confianza oscila entre el 3 % y 10 %, que fue el parametro de aceptacion

establecido. En determinaciones similares, Toledano (2003) obtuvo % CV menores al 4 %, en la
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determinacion de AGV en aguas residuales de la industria citricola, ademéas Raposo y colaboradores
(2013), reportan % CV entre 6 % y 8 %. Se reportan % CV superiores, hasta un 15 %, para métodos

que implican pasos de derivatizacion quimica, por lo tanto los resultados obtenidos se consideran

aceptables, 6768

= Limite de deteccion y cuantificacion: el limite de deteccion es la concentracion minima de analito
que puede detectarse, pero no se puede cuantificar con las condiciones del método. El limite de
cuantificacion es la menor concentracion que puede ser detectada y cuantificada con una precision y

veracidad aceptables. &°

Cuadro XVI. Limites de deteccion del método para la determinacion de AGV segun el rango de

trabajo, segln Miller y Miller, 2002.

Ambito Concentracion Acético (mg/L) Propanoico (mg/L) Butirico (mg/L)
(mg/L)
LD LQ LD LQ LD LQ
200 - 500 56 £ 2 186 £ 6 47 £1 158 +5 24 +1 79+2
100 - 4000 LMzt | 135+4 | 32+¢1 | 105%#3 | 30x1 | 993
3000-10000  (97+03)102 (3,2+01)10° | (1,1£0,03)10° | (3,7£01)10° (1,12£01)10° (36 0,1)103

Los limites de deteccion, son similares a otros reportados en la literatura, Raposo et al.
(2013), reportaron limites de deteccion de 5 mg/L, para rangos de trabajo entre 0 mg/L hasta 400
mg/L, 50 mg/L hasta 600 mg/L y 10 mg/L hasta 650 mg/L y limites de cuantificacion entre 5 mg/L y
20 mg/L, para curvas entre 50 mg/L hasta 600 mg/L y de 20 mg/L para curvas entre 200 mg/L hasta
8 000 mg/L. Sin embargo, para el método validado, no fue posible obtener limites inferiores, es
importante destacar que la sensibilidad del método, y por tanto los valores de los limites de

deteccion y cuantificacion, estan directamente relacionados con el equipo y por tanto con la
sensibilidad del detector.
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. Efecto de la temperatura del inyector, detector y horno: el objetivo de este parametro es
determinar el efecto de pequefas variaciones en las condiciones de operacion del método sobre los
resultados obtenidos.

Cuadro XVII. Resultados de la evaluacion del efecto de la temperatura sobre el método para
determinacion de AGV.

Temperatura del horno -
Valor

Temperatura del detector e

Acético  Propanoico Butirico teodrico de

inyector
(C)

Valor de t de 150 - 200 2,73 2,06 4,47
student con 150 - 280 1,05 1,51 1,56 2,78
a= 0,05 170 - 280 5,49 357 1,52
Valor de Fss 150 - 200 2,57 2,40 16,77

a= 0,05 150-280 4,10-104 | 1,50-103 | 0,0015

Fyt

6,26

obtenido de
ANOVA

170 - 280 18,17 8,00 1,23

Con el estudio del efecto de la temperatura, se confirmo, que para las condiciones de 150 °C -
200°C y 170°C - 280 °C temperatura del horno y del inyector, respectivamente, los resultados son
significativamente diferentes a los obtenidos con las condiciones estandar de operacion; por lo tanto
se concluye que el método no robusto para la variacion de la temperatura de operacion que se

probaron para el metodo y que la temperatura debe ser la recomendada en este trabajo.
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4. Resultados de la medicion de las muestras de los
biodigestores

En el presente capitulo, se exponen los resultados de las mediciones de la concentracion de
acidos grasos volatiles y la composicion del biogas producido, para las seis condiciones de

operacion de los biodigestores.

La idea de probar varias opciones de composicién de sustrato y temperatura fue definir cual de
las condiciones es la mejor para la produccion de biogas, especialmente en términos de la

temperatura de operacion, pues implica un mayor costo.

Se correlacionaron los resultados de composicion de biogas con las concentraciones de AGV a

traves del periodo de operacion, y las caracteristicas quimicas de los diferentes sustratos utilizados.
4.1. Concentracion de AGV:

La concentracion de AGV, es un indicador de la estabilidad del proceso de degradacion
anaerobia.”® Las velocidades de reaccion son una combinacién de varias reacciones enzimaticas.
El modelo Michaelis- Menten, permite explicar el comportamiento de este tipo de procesos, pues
simplifica los procesos organizandolos como dos reacciones sucesivas: primero la formacién del
complejo enzima - sustrato (paso lento), y luego la formacién de los productos de reaccién, tal como

lo muestra la ecuacion (6)

E+SZLESZ2E+P (§)

Con el aumento de la concentracion de sustrato, la reaccion se desplaza hacia la formacion de
producto, por el principio de Le Chatelier, aumenta también la concentracion de la enzima; en este
punto la reaccion se hace de orden cero respecto a la concentracion de sustrato y enzima, la
velocidad se vuelve constante; en ese punto se observa que los biodigestores presentan un

comportamiento estable, tal como se puede observar con la ecuacion (7).

_ ka'lEo)ls)
L
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Donde E, es la concentracion total de la enzima, S es la concentracion del sustrato, k, es la

constante de la velocidad de formacion del producto y ke es la constante de Mchaelis Menten. 80

La Figura 22, muestra la concentracion del acido acético, propanoico y butanoico a través del
tiempo de operacidn de los biodigestores. En el caso de los acidos propanoico y butanoico, se
observan maximos de concentracion entre los dias 31 y 50, mientras que para el acido acético, el
maximo de concentracion, se dio entre los dias 51 y 61, lo cual concuerda con el hecho de que los
acidos propanoico y butanoico, reaccionan para formar ion acetato, tal como describen las

siguientes ecuaciones quimicas.’®80
2H,+ 4C0, » CH;,COOH + 2 H,0 (8)
CH,CH,COOH + 2 H,0 — CH3;COOH + C0, + 3 H, (9)
CH5(CH,),CO0H + 2 H,0 —= 2 CH;COOH + 2 H, (10)

Estas reacciones no son termodinamicamente favorables, es decir el A G° de reaccion es
positivo; sin embargo, las bacterias optimizan el medio para que se lieven a cabo, pues se

alimentan, de los productos formados, por eso en la Figura 22, se ve un crecimiento gradual de la

concentracion de los acidos. 70.79

Las concentracion maxima de acidos grasos volatiles, la presento el acido acético 14 461 mg/L
con un coeficiente de variacion de 6 %, seguido por el acido propanoico 13 623 mg/L con un
coeficiente de variacion de 5 % y por Ultimo el acido butanoico de 8 317 mg/L con un coeficiente de
variacion de 10 %. Un comportamiento similar reportaron Nuri y Sponza (2007), las concentraciones
maximas que obtuvieron oscilaron entre 15 000 mg/L y 23 000 mg /L, en los primeros 30 dias de

operacion de biodigestores alimentados con aguas residuales y desechos municipales.”

La etapa acidogénica antecede a la metanogénesis, por lo tanto cualquier factor que afecte o
mejore el desempefio de esta etapa condiciona la produccion de metano. Por otro lado, a pesar de
ser procesos liderados por enzimas, se establece equilibrios de potencial debido a los procesos de

reduccion-oxidacion que ocurren en el medio.
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A) Acético

(mg/L)

/\

Concentracion de aeido

1 mn 21 31 41 5 61 71 8 91 101
Dias del experimento

B) Propanoico

Concentracion de acido

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101
Dias del experimento

C) Butanoico

Concentracion de acido
(mg/L)
g

1121 3 4 5 61 MM 81 9 10

Dias del experimento
Figura 22. Gréficos de la concentracion de los AGV de interés y totales obtenidos durante el
desarrollo del experimento A) &cido acetico, B) acido propanoico y C) acido butanoico.---100 a 35
°C, ~-90:10a 35 °C, ---80:20 a 50°C ,—100 a 50 °C, —-90 :10 a 50°C y ---80:20 a 50°C, con % CV
entre 5%y 10 %.
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Los biodigestores se estabilizaron aproximadamente desde el dia 60 de operacion hasta el dia
120, cuando finalizé el experimento. En un estudio realizado por Molinuevo et al (2010), se obtuvo
maximos de produccion cercano al dia 10 de operacién, y la estabilizacion a partir del dia 40,
ademas concentraciones méaximas de aproximadamente 10 000 mg /L, con un sustrato a base de
estiercol de cerdo, es decir a pesar que los biodigestores presentaron comportamientos similares,
los periodos de estabilizacion dependerdn en cada caso de las condiciones de operacion
propiamente. Se observa también que cerca del dia 61, las concentraciones de &cido acético y
propanoico, se mantuvieron constantes, y la de butanoico decrecié hasta valores no detectables por

el método.

Las concentraciones altas de AGV, al inicio se deben principalmente a la degradacion de la
materia orgénica, la cual estad en mayor concentracion al inicio, conforme las macromoléculas se
degradan los precursores del metano son accesibles y la produccion de metano aumenta, se
estabilizan las reacciones enzimaticas responsables de la metanogenesis, tal como lo muestran las

ecuaciones desde la 11 hasta la 13. 7071
HiCCOO + H, 0 —> HCO3 + CHg (11)
HCOs +H*+4H,— 3H0+CHs (12)

3CO2+12H2—> 6H0+3CHs (13)

4.2. Composicion del biogas:

En general se observa un comportamiento complementario entre los AGV y la composicion del
biogas. En la clspide de la produccion de acido acético, es decir cerca del dia 61 aproximadamente,
es cuando se empieza a mantener constante la composicion de biogas, con un porcentaje de

metano cercano al 74 %.

Las concentraciones de metano en el biogas oscilaron entre 56 % hasta 74 %. Tal como se

muestra en la Figura 23, la concentracion de metano del biogas se mantuvo constante a partir del
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dia 60 aproximadamente, lo que concuerda con el aumento de la concentracion de acido acético y el
periodo de estabilizacion de las concentraciones de AGV. Los porcentajes de metano y diéxido de

carbono en el biogas concuerdan con otros reportados en la literatura, donde el porcentaje de
metano oscila entre un 60 % y 75% .29.72
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100 A) Metano
90
80
70
60

40
30
20
10

% de metano en & logas

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
Dias del experimento

B) Diéxido de carbono

—l

83888

% de dioxido de carbono en el biogas

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115

Dias del experimento

Figura 23. Composicion del biogas a lo largo de! desarrollo del experimento A) Metano, B) Diéxido
de carbono --~100 a 35 °C, ---90 :10 a 35 °C, ---80:20 a 35°C 100 a 50 °C, ~-90:10 a 50°C y —
80:20 a 50°C, conun % CV de 0. 6 % y 0,9 % respectivamente.
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Dado que los biodigestores se alimentaron con las mismas mezclas, y el pH se controld
diariamente, las unicas diferencias que se esperaria tuvieran influencia en los resuitados,
constituyen la composicion del sustrato y la temperatura de operacion, el Cuadro XVI, resume las
caracteristicas promedio de los sustratos en términos de composicién, asi como los valores totales

para cada proporcion de sustrato.

Los resultados del Cuadro XVIII, muestra valores promedio de contenido de nitrégeno y carbono,
similares, en las mezclas utilizadas como sustratos, se observa que el contenido de carbono es
mayor para la proporcion con mayor porcentaje de residuos de comida.

Los porcentajes de carbono organico son ligeramente diferentes para el porcentaje de glucano,
xilano y lignina. El glucano y xilano son polisacaridos lineales (ver estructuras en anexo 8), mientras
que la lignina es un polimero con una estructura mas compleja, por esta razén se considera que
sustratos con mayor contenido de lignina, son mas dificiles de degradar, |a fuerza de los enlaces y el

tamafio de las moléculas lo dificulta.”

Cuadro XVIII. Caracterizacion de los sustratos utilizados para el establecimiento de los reactores al

inicio del ensayo. =

Frutas y Alientos Total en las mezclas

vegetales preparados 100 90:10  80:20

Parametro Bofiiga Gallinaza

Contenido C (%)* 36,9 38,9 385 407
Contenido N (%)* 2.3 39 26 3.3 31 3,1 3.2
Relacion C/N* 15,8 9,9 16,2 13,8 129 | 131 13,1
Solidos totales (%ST) 13,2 85,0 8,3 33,6 491 463 | 455
Glucano equivalente (%ST) 14,7 25,3 18,6 55,9 200 | 21,7 | 252
Xilano equivalente (%ST) 12,6 9.4 78 29 110 104 8,2
Lignina (%ST) 213 6,79 21,8 114 170 170 14,3

*Promedio de dos lotes de sustratos diferentes.
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Cabe esperar que el sustrato cuya composicion era de 80 % estiércol y 20 % residuos de
comida, sea el que genere metano mas rapidamente, pues su contenido de C es mas alto y el
porcentaje de lignina es el menor, lo cual concuerda con lo observado en la Figura 23, en esta se
evidencia que para las dos condiciones de temperatura, la proporcion 80:20 tiene los picos mas
altos de porcentaje de metano, después del periodo de estabilizacion, seguido por la composicion de
80:10, la cual presentd tendencias ligeramente por debajo de las de los biodigestores de 80:20.
Finalmente, los biodigestores que funcionaban con 100 % estiércol, presentaron % de CHs

ligeramente menores que las otras condiciones.”

Las tendencias observadas en la Figura 23, no solo concuerdan con que a mayor porcentaje de
lignina menor % de CHa, sino que permite correlacionar que a mayor porcentaje de carbono mayor
% CHg en el biogas. En la Figura 24, se observa que la productividad de biogas diaria es mayor para
las proporciones de sustrato con mayor contenido de residuos de comida en los sustratos, tal como

se describio en los parrafos anteriores.

350.0 -
g 3000 -
2 2500
5 200'0 100:0
5 90:10
E 1500 -
= = 80:20
z 1000 -
2 500 -

0.0

Proporcion

Figura 24.Productividad diaria de los sistemas en relacion a la composicion de los sustratos.”
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En la Figura 25, se muestra la produccion de biogas en funcion de la temperatura de operacion, y
evidencia que para la temperatura de operacion de 50°C la proporcion de biogas es mayor; este
comportamiento se debe a varias razones, la primera es que al aumentar la temperatura de 35 °C a
50 °C, la solubilidad de algunos componentes de los sustratos aumenta ligeramente, y los
organismos responsables de la primera fase de hidrolisis son diferentes para cada temperatura de

operacion.

Dado que los biodigestores, a pesar de depender de las actividades de los microorganismos, se
pueden considerar sistemas en si mismos, y el efecto de la temperatura sobre el crecimiento

bacteriano se puede describir por medio de la ecuacion de Arrhenius:
Ky = KZ(}OCB(T_ e (14)

Kr y K 20¢ son las velocidades del metabolismo a la temperatura T y a 20 °C, es una constante,
por lo tanto se espera que las bacterias termofilicas presenten una tasa de crecimiento mayor que
las mesofilicas, lo cual influye directamente en la cantidad de enzimas responsables de los procesos
metanogénicos, generando un impacto directo sobre la estabilizacion de los sistemas y la

concentracion de los productos.”
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%
< 350.0 -
2 3000 -
[ 3]
X 2500
= O
£% 2000 -
g 1500 - 35°C m50°C
g
3 1000 A
a 50.0 A
0.0 -

Temperatura

Figura 25.Productividad diaria de los sistemas en relacion a la temperatura.’

Ademas se determind la presencia de diferentes tipos de microorganismos en los biodigestores
segun las condiciones de operacidn, lo cual explica la diferencia de productividad entre las
condiciones termofilicas y mesofilicas. Yu et al, (2014), llegaron a la misma conclusion, los
microorganismos termofilicos tienen una mayor capacidad para procesar la materia organica, que

obedece a |a diferencia entre las enzimas segregadas por cada tipo de microorganismos.”>
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4.3 Comparacion de condiciones mesofilicas, termofilicas y los diferentes sustratos:

Para ser utilizado como fuente de energia, el gas que funciona como combustible es el metano y
aunque un sistema genere gran cantidad de biogas, la proporcion CHa/CO2, es la que regira cual

sistema es mas rentable en téerminos de energia.

Al ver las tendencias de la Figura 23, se infiere que las condiciones que generaron mayor
porcentaje de metano fueron las que poseian como composicion de sustrato 80 % estiércol y 20 %
residuos de comida a 35 °C, seguido por las condiciones de 80:20 a 50 °C, estas ultimas
condiciones de operacion se considerarian como la mejor tomando en cuenta la informacion

desplegada en la Figura 25, pues a 50 °C |a productividad de biogas fue mayor.

(80:20)% a 35°C

B00%a50°C| P | (90:10%a%0°C

64 % 62 %

Figura 26. Condiciones en |as cuales se obtuvieron el mayor porcentaje de metano en el biogas.

La Figura 26, solo muestra porcentajes maximos; lo cual es puntual y no permite la comparacion
objetiva de los resultados a través del tiempo, es preciso hacer un analisis estadistico de los datos a
través de todo el periodo de funcionamiento de los biodigestores para elegir una condicion sobre la

otra.

Para decidir que prueba estadistica utilizar es preciso conocer |a naturaleza de la distribucion de

los datos, es decir si poseen una distribucion normal o no. En caso que la distribucion de los datos
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sea normal, se puede aplicar una prueba de ANOVA, en el caso de que los datos no presenten una
distribucion normal, se debe recurrir a pruebas de comparacion estadistica no paramétricas como la
de Kruskal Wallis o la de Friedman, que son homélogas a la prueba de ANOVA para distribuciones
no parametricas. Para hacer el andlisis de estadistico de los datos, se utilizé el programa Minitab 15
Espaiiol.’s

La Figura 27, se construy6 con los datos de los seis biodigestores, durante el periodo de
estabilizacion, es decir, a partir de la semana 9; y muestra que la distribucion de los datos no es
normal, pues el valor de p normalidad es menor a 0,05. (Ver Anexo 6 para revisar las distribuciones

de los datos individuales para cada condicion de operacion).

Para aplicar pruebas estadisticas de significancias, es preciso establecer una hipétesis, en este
caso la hipétesis nula es que no existe diferencia significativa entre los resultados de porcentaje de
metano para los seis tratamientos estudiados y la hipétesis alternativa es que si existe diferencia

significativa entre los resultados.
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Resumen para Metano todos los datos estables

Hadlie

Madas

/'-J

Prueha de normalidad de A nderson-Daring
Aoadad 084
Yalor P 0.028
Meda 56,659
Desv.Est. 5.503
Yaranes 30.280
Sesp D019
Kurcss 213252
N 4
Wirimo 41.000
terceznl 55,000
Medans 57.000
lercaml 60500
Mo 74,000

[rag vk e omtianez de 95% parz & mediz

54,922

56.39%

Inervak 2z oorfiangz 08 95% parz s mediena

55,000

Intervaby o8 confisngs oe 95% parz ks desviscion estancar

4518

55181

7041

Tnbervalns de comfioza de 55%
| & |
I - I
|
% . .
= = 1) =

Figura 27. Distribucion de todos los datos de porcentaje de CHa a partir de la semana 9 hasta la

semana 15.
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S=1.00 DF=2 P =0.607
5=2.00 DF=2 P=0.368

(adjusted fcr ties)

Friedman Test: % CH4 versus Composiciones de sustrato blocked by Temperatura |

Sum cf
Cerpoaicicnes de sustrate N Est Median Ranks
100 § estiercsl 2 55.500 4.0
80 § estierccl 20 % residuca de ccmida 2 58.500 5.0
90 § estierccl 10 § reaiducs de comida 2 54,500 3.0
Grand median = 56,167
Kruskal-Wallis Teat on % Metano
% Estiercol-Temperatura N Median Ave Rank Z
100 & - 35 7 57.00 15.9 -1.33
100 ¥ - 50 7 58.00 26.1 1.10
80 £ - 35 T 57.00 23.8 0.54
g0 % - 50 T 58.00 26.1 1.08
| 90 § - 35 7 51.00 11.6¢ -2.35
90 % - S0 7 58.00 25.6 0.96
COverall 42 215
H=9.05 DF =5 P = 0.107
H=9.14 DF =5 P = 0.104 (adjusted for ties)

Figura 28. Resultados de la prueba de Friedman y Kruskal-Wallis para el porcentaje de metano de

los seis tratamientos diferentes de operacion.
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Como muestra la Figura 28, el valor obtenido de p es de 0,607 para la prueba de Friedman y de
0,107 para la de Kruskal-Wallis; en ambos casos es superior a 0,05; por lo tanto se retiene la
hipotesis nula y se considera que los seis tratamientos generan porcentajes de metano sin diferencia
significativa. En la Figura 29, se observa el mismo comportamiento, graficamente se puede llegar a
la conclusion de que las diferencias no son significativas pues se puede trazar una linea recta que
interseca a todos los subgrupos.

Grafica de caja de Porcentaje CH4

75 1

*

70 4

65 4

60 -

55 1

50 4

Porcentaja G4

45 -

40 -

351

Porcentaje de estiercol 80 9% 100 80 100

Temperatura 35

8 8-

Figura 29. Grafico de barras de los resultados del anlisis estadistico para la composicion de

metano de los seis tratamientos estudiados.
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De la representacion gréfica de la Figura 29, se puede concluir también, que la variabilidad de los
datos fue mayor para los biodigestores que operaron a 35 °C, respecto de los que operaron a 50 °C,
por lo tanto estos Ultimos se consideran menos variables, lo cual es mucho mas favorable para
controlar un proceso. Incluso los valores de porcentaje de metano promedio de los biodigestores

que operaron a 50 °C, fueron mas altos que los que operaron a 35 °C.

El gréfico revela que los porcentajes promedio de metano en el caso de los biodigestores que
operaron a 50 ° C, es decir en condiciones termofilicas son practicamente constantes,
independientemente de la composicién del sustrato, y que la variabilidad entre los biodigestores de
composicion de sustrato 90 % estiércol y 10 % residuos de comida y los de 80% estiércol y 20 %
residuos de comida es muy similar. Para el caso de los biodigestores que operaron a 35 °C los

resultados promedio son diferentes.

Los datos con mayor variabilidad fueron los obtenidos para el biodigestor que operd a 35 °C con
una proporcion de sustrato de 90 % estiércol y 10 % residuos de comida, mientras que el que obtuvo
resultados con menor variabilidad fue el que oper6 a 50 °C con una composicion de sustrato de 100

% estiércol.

Al analizar los resultados de forma global, es claro que trabajar en condiciones termofilicas, para
este caso a 50 °C, permite alcanzar un sistema menos variable y que ademas rinde porcentajes de
metano mayores que a 35 °C, si a esto se adiciona el hecho de que los sustratos con mayor
porcentaje de comida, presentaron mayor productividad de biogas, la eleccion de las condiciones de
operacion mas favorables son claras: 80 % estiércol 20 % residuos de comida y 50 °C como

temperatura de operacion.
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5. Conclusiones y recomendaciones

- Con el andlisis de los datos, se concluye que no existe diferencia significativa entre los
resultados obtenidos con las seis condiciones de operacion, sin embargo la mayor productividad de
biogas se obtuvo con el biodigestor que oper6é a 50 °C con la composicion de sustrato de 20 %
residuos de comida y 80 % estiércol.

Los biodigestores se comportaron de la forma esperada, es decir con un aumento de la
concentracion de AGV en las primeras etapas de degradacion de materia organica, hasta
estabilizarse cerca de la semana nueve, y posteriormente un aumento del porcentaje del metano en
el biogas que también se mantuvo constante, y una disminucién de la concentracion de AGV, que
son los principales precursores del biogas. El comportamiento de la concentracion de los AGV,
presentd congruencia con la evolucién de la composicion de biogas a lo largo del periodo de
operacion de los biodigestores. A menor concentracion de AGV, mayor proporcion de metano en el
biogas.

- Se observd que los sustratos con mayor porcentaje de residuos de comida fueron mas
productivos que los que presentaron mayor porcentaje de estiércol, debido a que estos presentaban
mayores porcentaje de carbono y menor porcentaje de xilano y lignina, polimeros que son mas

dificiles de digerir.

= Se cumplieron los valores meta establecidos para las figuras de mérito de los parametros de
desempefio, tanto para la cuantificacion de AGV como para la determinacion de la composicion de
biogas.

Los biodigestores que operaron a 50 °C, presentaron porcentajes promedio de metano mas

altos que los que operaron a 35 °C, asi como resultados con menor variabilidad.

Los errores de exactitud presentes en los resultados de la cuantificacion de AGV se deben

a los porcentajes de recuperacion ligeramente bajos obtenidos de las extracciones con éter etilico .
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- En la determinacion de la composicion de biogas se utilizo como gas de arrastre helio,
debido a que el nitrogeno puede desplegar sefiales negativas para gases que tengan una
conductividad mayor, razon por la cual la sensibilidad de los analitos varia, mientras que el helio

aumenta la sensibilidad de la respuesta de los analitos.

+  Para andlisis de AGV, la literatura y los resultados demostraron que la cromatografia de GC
con detector de FID es de una de las técnicas mas utilizadas, sin embargo es de las técnicas que
presentan mayores limites de deteccion. En el caso en estudio, los resultados se consideran

aceptables para la evaluacion de las concentraciones de muestras como las generadas.

- Es recomendable para garantizar la representatividad de los datos que las mediciones de
biogas se realicen en linea, y a lo largo del dia, pues las variaciones de presion del espaciado de
cabeza, y la solubilidad de los gases, varia la composicion del biogés a lo largo del tiempo. Incluso
la toma de la muestra de gas en si genera desequilibrios en ta presion del sistema, pues se extrae el
gas que forma parte del espaciado de cabeza, lo que altera el equilibrio presente en el biodigestor.

- Para contrarrestar estas alteraciones se deberia optimizar un sistema que recoja el biogas
generado y monitoree al menos una vez cada hora las diferencias de presion, una vez alcanza cierta
presion limite se tomara ta muestra y se analizara, para evitar hacer vacio con la bomba para la
toma de muestras.

- El proceso de extraccion con disolventes organicos, no es la mejor opcion debido a que la
eficiencia de la extraccion no es alta y no es un método robusto. Ademéas presenta un costo
ambiental pues se generan desechos. Es recomendable utilizar técnicas de extraccion en fase sdlida
como el headspace (espaceado de cabeza), las cuales también automatizan los procesos de
extraccion, disminuyendo el tiempo de preparacion de muestra. En el caso del analisis de AGY, la

reproducibilidad de las muestras es un factor dificil de controlar, al tratarse de sistema muy variable.

+  Dentro de los parametros de validacion que se pueden incluir en una validacion méas
extensa, pruebas de selectividad de los analitos de interés, sin embargo la complejidad de la matriz,
podria hacer engorrosas las pruebas. Para ello se pueden comparar los resultados de materiales de

referencia y muestras entre dos métodos diferentes, como la valoracion o la destilacion.
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- Para la evaluacion de la precision en validacion se consideran la repetibilidad y la
reproducibilidad; en el caso del método para la determinaciéon de la composicién de biogas, se
evalué la precision a corto plazo o repetibilidad, no fue posible evaluar la precisién intermedia, para
la cual se recomienda analizar al menos siete muestras independientes iguales, en el caso del
experimento solo se contd con dos réplicas y dado la naturaleza del experimento asegurar que a lo

largo del tiempo las muestras eran exactamente iguales no fue posible.

- Aunque los resultados fueron adecuados en la determinacion de AGV, si se quiere conocer
con mayor exhaustividad la robustez de este método, se recomienda para presentar una evaluacion
de precision mas completa correr pruebas de reproducibilidad, al menos incluyendo como variable el
analista, ya que este método es utilizado por diferentes operadores, o al menos correr el método con
equipos diferentes para una misma muestra. No se evalu6 la reproducibilidad, pues no se pudo
tener una muestra estable en el tiempo suficiente como para que se pudiera analizar por otro
laboratorio o en otro equipo. Se podria evaluar la precisién del método de forma mas completa si se
trabajara con mas réplicas de los tratamientos, incluso una vez elegidas las condiciones de
operacion, se podria establecer 6 reactores en igualdad de condiciones y hacer un estudio de

reproducibilidad.

Se recomienda para hacer una determinacion de la robustez mas completa por medio de un
analisis de las principales factores que pueden afectar la determinacion del analito o valor de interés,

y posteriormente construir un disefio de experimentos que contemple las principales variables.

La prueba de Youden es internacionalmente aceptada como método de evaluacién de los
factores influyentes en las determinaciones de los métodos. Se recomienda la evaluacion de siete
factores por cada uno evaluado en los valores extremos, es decir uno alto y otro bajo. Los Cuadro
XIX'y Cuadro XX, son modelos de disefios de experimentos propuestos para el analisis de las AGV
y la composicion de biogas. Ademas hubiera sido ideal correr una validacion paralela del método de

extraccion de AGV, que incluyera un estudio de robustez aparte.
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Cuadro XIX. Disefio de experimento propuesto para la evaluacion de la robustez del método para la
evaluacion de la composicion de biogas.

Analisis de la composicion de biogas
Temperatura Velocidad Diade Temperatura Temperatura Flujo del Gas de Temperatura

inicial rampa de la analisis  delinyector  del detector  gasde arrastre  inicial rampa

(°C) rampa (fCj (°C) arrastre (°C)
1°C/min (mL/ min)

95 12 1 205 230 5 Nitrégeno 95
95 17 2 185 225 5 Nitrogeno 95
105 17 1 205 225 3 Nitrogeno 1056
105 12 1 195 225 5 Helio 105
95 12 2 205 225 3 Helio 95
g5 17 1 195 230 3 Helio 95
105 17 2 205 230 5 Helio 105
105 12 2 195 230 3 Nitrbgeno 105

Cuadro XX. Disefio de experimento propuesto para la evaluacion de la robustez del método para
la cuantificacion de AGV.

Andlisis de la concentracion de AGV

Temperatura Temperaturadel Diade Volumen PN P H> Paire Temperatura
del horno  inyector/detector analisis de (kPa) (kPa) (kPa) del horno
(°C) (°C) inyeccion (°C)
(uL)

195 285 1 05 | 105 | 95 | 40 | 195
196 275 1 45 0 105 | 105 | 30 | 195
205 _ 285 L% | 35 ¢ B 1 B 1 & | 205
206 | 225 | 2 | 05 | 106 | 98 | 30 | 205
205 275 1 05 | 95 | 105 | 40 | 205
195 275 2 .9 | 95 9% | 40 | 195
195 285 2 05 | 95 105 | 0 | 195
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ANEXO 1. Areas de los cromatogramas obtenidos para la determinacion de la composicion de biogas.

Semana Replica

2 A 2343617 34,33078 26,2602 67,2320 4554029 | 506287 ND 2924926 | 14954149 ND 43,1532 1357858  ND 5691121
B ND 32019 503337 ND ) 23,6857 ND ) 12,4683 546704 4094798 4130297 | 5672036 ND 37,0634 51,9812 ND 6069087
4 A ND 193,26932 3017487 ND 173,16843 2172027 ND 360485 145337 ND 40,22572 6,78278 ND 14594826 24,3699 ND 57,55810 11,69902
B ND 290.85172 63.04087 1,14048 37,28915 434438 ND 1297751 281724 ND 201,5477 19,55437 B8.25283 ND 1,70362 6,08459 ND 1,10605
5 ND 28212718 29944645 ND B5173845  18,849625 ND 126591275 37 556695 ND 58,03082 1532626 ND 3393280 9,13856 ND 42126805 10,8703
ND 467,597685 4544683 ND 9464927 14,76289 ND B2,776095 2312778 ND 82538005 1035472 ND 158,251545 18,36335 ND 37,102545 11,22504
6 ND 143,04317 54 74449 ND 766071 6,401 ND 19,56625 1343239 ND 23225789 1988907 ND 103,60011 27,548 ND 99,13788 21,80931
B ND 80,2735 231153 ND 28,5305 15,8281 ND 14,6837 11,382 ND 47051242 4769649 ND 182,59653 13,93983 KD 470,51242 47 69649
7 A ND 187,08035 2341369 ND 977455 453442 ND 4879140 17.48051 ND 14497826 1406207 ND 71,71360 1519735 ND 61,94575 1584518
B ND 8891799 164128 ND 338712 60.74451 ND 16,30212 389047 ND 15567718 1987740 ND 817261 097226 ND 87,52537 2349260
8 A ND 0,000000 0,000000 ND 65,296230 8,355890 ND 23755360 1,860230 ND 3372970 1.026090 ND 11,497250 1716260 ND 24160890 2,145300
B ND 5,289640 1,703930 ND 18,706440 5113750 ND 34776130 9,294180 ND 42445060  5,019600 ND 58488530 7,003970 ND 96671750 8,829280
9 A ND 37238354 5529736 ND 12174434 2515787 ND 43342535 43,6585 ND 36558435 3851869 ND 443,04571 49,39489 ND 489,72357 5242368
B ND 464,95886 60,72902 ND 34193303 6937257 ND 479,57678 77.56953 ND 33547162 3820855 ND 43165115 48,04174 ND 75831744 69,0174
10 A ND 567 36896 5855671 ND 383,515 40,72729 ND 34915735 34,75935 ND 47739081 5078249 ND 577,22906 61,88694 ND 28197333 25 84555
ND 62008215 61,86896 ND 61709747 5920414 ND 672,995 63,5117 ND 616,87042 64 46874 ND 506,93402 5251929 ND 652,09473 63.97393
" ND 455,50857 68,35201 ND 11161862 16,3233 ND 176309 16,71926 ND 4405989 5480686 ND 34332034 4145372 ND 457,39029 58,23115
ND 12110497 58,9864 ND 506,60443 60,42463 ND 502 54602 84 45031 ND 51357452 6497823 ND 299,443 3961224 ND 12273165 1559752
12 A ND 112,60471 14,21054 ND 23,2569 336721 ND 362567628 6771703 ND 4611633 4411788 ND 511,486 47,7638 ND 269,694 22,053
ND 255,352 FIRTAE] ND 534,348 60,33257 ND 507,74719 55,1282 NI 23289418 2371838 NO 469,55807 4553889 ND 6691546 60,33257
13 A ND 61.16122 10,02706 WL 16,51887 3.58458 609782 5.4567 ND 50,45597 62352 ND 1383,13696  174,45796 ND 1860,35291 20763852
B ND 94,00444 15,25932 ND 6146524 86721 ND 9864012 1515273 ND 60,9782 54567 ND 101934 12311448 ND 177 66446 229449
14 ND 32517212 3490089 ND 7.64084 173527 ND 38015179 36,39056 ND 430,4166 45693874 ND 43543988 458542 ND 38435541 376147
B ND 2317534 296507 ] ND aamz 31362 ND 28541351 28,09959 ND 4509178 50,85632 ND 21,65879 185165 ND 42582474 45,14351
15 f ND 302,259 36,28731 l ND 101.62977 16,82757 ND 38758948 47,72746 ND 2718512 31,29489 ND 134,95895 1542351 ND 278,39005 38,30818
ND 191,5477 2165185 l ND 31724341 35,27754 ND 34463943 44068005 ND 24240411 2841164 ND 265,30804 AT l ND 29182458 37,78857




ANEXO 2. Composicion de biogas para cada condicién de operacion de los biodigestores durante el experimento.

2 91 g 100 0 95 0 92 7 8 0 % 0
4 54 45 47 53 b 34 46 54 78 24 78 2
5 40 60 55 53 65 35 54 46 53 47 65 35
6 71 2 81 45 83 17 38 62 48 52 49 51
7 45 55 64 19 65 35 42 58 51 49 63 37
8 34 16 55 3% 49 51 55 45 47 53 7 63
9 48 52 57 45 45 55 42 58 Iy, 58 39 51
10 40 80 39 43 39 61 4 59 41 59 38 62
" 63 37 48 61 50 50 25 55 45 55 45 55
12 43 57 43 52 % 74 39 61 38 62 36 64
13 52 48 53 57 43 57 41 50 45 55 44 56
14 43 57 49 47 51 42 58 38 62 42 58
15 43 57 47 51 45 55 43 57 44 56 47 53




ANEXO3 Tablas con resultados de las concentraciones de AGV de las muestras

Teipstatia d8 OperaCion C) Dia 4 5 9 " 28 36 42 50 58 66 74 80 88 101
Composicién de sustrato
35 100 2771 1362 0 2236 5791 4256 486 8581 1746 2580 1090 1354 2490 2015
35 90:10 2977 1417 0 3453 4763 2572 501 4205 3331 2187 2594 1547 1883 2413
35 80:20 3204 1824 0 4185 2692 2617 9262 3019 6449 2351 1387 1221 1833 2165
50 100 3415 1362 3970 3931 7787 9918 458 10080 9847 2337 1653 1572 1597 1410
50 90:10 6088 1417 3229 2262 5833 4205 3085 3470 14461 2306 1103 1296 1422 1405
50 80:20 2198 1824 3166 3442 3395 3206 438 4296 4070 2406 1183 2063 1494 2016

S ——— | ”nia 4 5 9 1 28 % 2 50 58 66 74 80 88 101
Composicion de sustrato
35 100 793 609 ND 1155 4941 13629 110 8386 1119 1240 282 602 1414 847
35 90:10 1297 727 ND 1433 1827 2806 279 3457 4158 1737 556 1298 676 574
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Composicion de sustrato
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50 80:20 3295 362 1122 2538 993 8317 0 0 1081 0 0




ANEXO 4. Distribucion de probabilidad de los datos de % de CHs y % CO; de los diferentes experimentos entre la semana 9 hasta la 15.
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ANEXO 4. Distribucién de probabilidad de los datos de % de CH, y CO, de los diferentes experimentos entre la semana 9 hasta la 15.
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ANEXO 4, Distribucion de probabilidad de los datos de % de CHs y CO; de los diferentes experimentos entre la semana 9 hasta la 15.
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ANEXO 5. Graficos de residuales y de distribucion de los datos por temperatura y composicion de sustrato para el andlisis de las diferencias en
el % de CHs
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ANEXO 6. Estructuras quimicas del glucano, xilano y lignina

0
OH
J | OH
n
| OH R
1,3 B-16
Figura 30. Estructura molecular del glucano.
™ H H OH "
H @)
H 0-/0n H\}
OH H H =1,
H H o
H OH H
i —in

Figura 31, Estructura del xilano. Figura 32. Estructura de Ia lignina.



ANEXO 7. Cromatogramas de las muestras de biogas analizadas.
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ANEXO 7. Cromatogramas de las muestras de biogas analizadas.
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ANEXO 8. Gréficos de residuales para las curvas de regresion lineal.

Acido butirico (200-500) mg/L J

Acido aético (200-500) mg/L
Normal Probabiity Plot Versus fits Nomal Probability Piot Versus Fits
L) — ra— — L] —— - — —
- w{ . [ . |
i _ " -
5 y n@ { 2
- _ ! r .
i . o aon [ E SB-[ . i oo
10 i @l o, wi = o
. . 0.5 '
1 -~ — -0.04 ] = aas - — - — =
ST T 000 0o am at [¥] a3 04 00 s 02 a4 06 [T
Residual Fitted Value fResidual Fitted Value
Histogram Versus Order Histogram Versus Order |
T e il A 20{ pe— ; Y —1
o7s 002 - L34 as
E [ g [ - E 10, i om > < —r1
05 o, 0s: | ‘ | " J
005
o ' -004 = 0.0' - 1 = L
004 002 000 002 004 1 i 3 0050 -005 0000 0025 00 0075 i 2 3 a
Obsarvation Order Resbdupl Obwervation Order
Acido propanocico (200 - 500) mg/L Acido acético (3 000 - 10 000) mg/L
MNormal Probability Plot Versus FAts Normal Probability Plot Versus fits
90— 0.04 — — % =
L ] () l lﬁj |
Y oo » *
[ . ; o
§* . 000 — B - a0
- L i } .
10 o . 10 e 05
e e ' mJ .
0050 -0.025 0000 0G5 000 03 04 05 0§ OF = 9 T T 5 t 5 e =
Fitted Val ?
Aunsidual alue
Histogram Versus Order
o — - — - 5 Histogram Versus Order
) | \ 1.00 10 [
. 0021
E 0. ooz ox @ 7
050 >
§ ) — , Ew ] . :
0.5 i r \ i 05 05 "
O™ 0.0 501 G0 05 0% 083 0.04 1 2 3 . o -L0- .
' Residual Observation Order 40 05 00 08 10 1 2 3 5 2
Residual Obsarvastion Order

Xl



ANEXO 8. Graficos de residuales para las curvas de regresion lineal.

wy

Acido propancico (3 000 - 10 000) mg/L
Normal Probability Plot Versus Fits
% ey 1.0 s
% — I 0s .
§ o = SPrss i 00 »
@ e 05
10 -
i 10 B
' 2 i 0 i 3 W ©B_ % B B
‘ Residus! Fitted Value
Histogram Versus Order
‘ g _—| 10
w15 - B3 X
! o ’ i & e 4
os i -5 o
] 1.0 =
| 0.0 -
‘10 05 00 05 10 1 ? 3
I Residual Obsorvation Order
Acido acetico (100-4 000) mg/L
Mormal Probability Plot Versus Fts
» = 1 04
90 _/’f/ . -
. - 0.2
g 0 . ’ >
-" < 00—
1] .."‘ ~ -w
! ; -0.2 .
04 62 0.0 (¥ n4 it 1 2 3 i
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
5 (L e—
b
2 B g
g é :
g 0.0 o "
e 1 | o ol ' ~ar”
u.zi \
02 01 00 o1 02 03 v. 2 3 % & f 8
Resicual Observation Order

C.q e

Normal Probability Plot Versus RAts
£ S =
- - x
% . J
= 0=
50 >
10 " 2
14 - - —_— ——e — -
-50 43 0.0 25 50 ] 20 x
Rasidual Fittad Value
Histogram Versus Order
— ] — e
EN] 1 w1 -
1LY -
g-=
i
= us l 2
J -
{151}
1 4 I 4] 1 2 i 2 3 4
Residual Obsarvation Order
Acido propanoico (100-4 000) mg/L
normal Probability Plot Versus Fts
- — -
A 0.4
w o -
§ . " 0.2
. " M
! 0 ’._,-"/ 001 % =
% "
10 o -0.2
| S i 04
-5 0.5 000 025 %0 0.0 15 io 45
Residusi Fittad Valua
Histogram Versus Order
20 — . I "
n« A"
5 oz
1.04 s, - i -
- - - -
* 08 0z
0o ns .
0y 00 0.2 [ Y] i i 3 L] 5 6 7
Rewidual Obearvation Order

XIlI



	Sin título

