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Resumen
Titulo: Determinacién de la Calidad del Digerido Proveniente de un Biodigestor Doméstico

Alimentado con Estiércol Bovino en la Finca Marcella®

Autores: Andrés Fabian Garcés Ortega, Gloria Alejandra Sta Velandia™

Palabras Claves: Digestion anaerobia, Digerido, Fase liquida, Fase solida, Caracterizacion.

Descripcion:

En Colombia se han instalado alrededor de 500 biodigestores tubulares de bajo costo de los cuales el
digerido, que es una mezcla de biomasa microbiana y material no degradado, es el producto principal
en términos de masa. El objetivo del trabajo fue determinar la calidad de un digerido anaerobio y de
sus fracciones sélida y liquida. Las muestras fueron recolectadas de un biodigestor rural alimentado
con estiércol bovino diluido. Para la separacion de fases, se llevé a cabo una operacién de filtracion
al vacio. Las caracterizaciones se hicieron con base en pruebas fisicoquimicas, bioguimicas y
microbioldgicas, asi como en términos del potencial de fitotoxicidad. Los resultados evidenciaron
que el potencial de biometanizacion residual fue relativamente alto en todas las fracciones: 0.058
m3CH, /kgSV para el digerido, 0.071 m3CH, /kgSV para la fraccion liquida y 0.109 m3CH, /kgSV
para la sélida. El contenido de macronutrientes en el digerido tuvo una distribucion tras la separacion,
siendo el licor rico en amonio y el s6lido en fosfatos. Ademas, el digerido mostré buenos resultados
en los indices de germinacion para todas las diluciones. No obstante, el contenido de patégenos fue
alto, lo podria suponer un riesgo en salud publica segun lo dispuesto por la Environmental Protection
Agency (EPA). Este estudio mostrd que es necesario implementar postratamientos de estabilizacion
al digerido para disminuir la presencia de patdgenos y las emisiones de gases de efecto invernadero
(GE).

* Trabajo de grado
* Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora Liliana Castro.
Codirector Humberto Escalante. Codirectora Laura Mantilla.
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Abstract
Title: Determination of the Quality of the Digestate Produced by a Domestic Biodigestor

Fed with Cow Manure from Marcella Farm”

Authors: Andrés Fabian Garcés Ortega, Gloria Alejandra Stia Velandia™

Key words: Anaerobic digestion, Digestate, Liquid phase, Solid phase, Characterization.

Description:

In Colombia, approximately 500 low-cost tubular digesters have been installed from which
digestate (a mixture of microbial biomass and non-degraded matter) is the main product in terms
of matter. The objective of this work was to determine the quality of an anaerobic digestate as
well as its fractional parts (solid and liquid). The samples were collected from a rural biodigester
fed with diluted cow manure. In order to separate the digestate samples, vacuum filtration was
carried out to obtain the liquid and solid fractions. The characterizations of the digestate and its
fractional parts were based on physico-chemical, biochemical and microbiological tests, as well
as a phytotoxicity bioassay. Results showed that the residual biochemical potential of methane
was high in all fractions: 0.058 m3CH4 /kgVS for the digestate, 0.071 m3CH4 /kgVS for the
liquid and 0.109 m3CH4 /kgVS for the solid. After separation of the content, it was found that
ammonium was concentrated mainly in the liquid, with phosphates in the solid fraction.
Furthermore, digestate showed good germination index results for all dilutions. However, the
pathogens content was substantial in digestate, which could pose a public health risk according
to the Environmental Protection Agency (EPA). This study showed that the digestate requires
post-treatments in order to decrease the pathogens content and greenhouse gas (GHG) emissions.

* Bachelor thesis
* Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora Liliana Castro.
Codirector Humberto Escalante. Codirectora Laura Mantilla.
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Introduccion

La produccion de biogas mediante digestion anaerobia es una alternativa de energia
renovable atractiva en zonas rurales de dificil acceso que no cuentan con suministro de gas
natural (Castro et al., 2017). Actualmente en Latinoamérica los sistemas mas utilizados para
Ilevar a cabo el proceso anaerobio son los digestores tubulares de bajo costo. Estos digestores
constan, basicamente, de una bolsa de plastico, con una entrada (alimentacion) y dos salidas
en tubo de PVC (descarga de digerido y salida de biogas). El gas producido se recolecta en
un reservorio disefiado también en plastico. Este tipo de digestores no incluyen sistemas de
agitacion ni calentamiento y suelen ser de facil instalacion y operacion. Los beneficios de
los digestores de bajo costo estan asociados a la estabilizacion de materia organica,
produccion de biogas como combustible renovable, reduccion de gases de efecto invernadero

(GEI) y uso agronomico del digerido (Garfi et al., 2019).

A nivel nacional se han instalado alrededor de 500 biodigestores de bajo costo
utilizando como sustrato estiércol bovino y porcino, principalmente (Castro et al., 2017;
Garfi etal., 2019). El gas producido en estas pequefias y medianas plantas de biogés es usado
para cocinar y como calefaccion para animales (Botero, 2011). El digerido es el producto
principal de la digestion en términos de masa, y es una mezcla de biomasa microbiana y

material no degradado durante la bioconversion.

El digerido estd compuesto por una fraccion liquida y una sélida. En la fraccién
liquida se encuentra, principalmente, nitrégeno y potasio; y en la fraccion sélida, fosforo y
fibras (Liedl et al., 2006). A nivel artesanal y precario, en el campo, el digerido se aplica
directamente a la tierra como enmienda de suelos (Castro et al., 2017). Sin embargo, la

produccion de digerido tiene algunas limitaciones que impiden su gestion eficiente: a) el
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digerido se produce a diario durante todo el afio, pero no puede ser usado inmediatamente
como acondicionador de suelos debido a las etapas de crecimiento de los cultivos, tipos de
suelo, niveles de estabilizacién y a la incertidumbre en términos de nutrientes del digerido
(Paavola & Rintala, 2008); b) en términos ambientales, su almacenamiento en tanques
destapados ocasiona pérdida de gases como NHz y otros GEI (CH4, CO2, y N2O) a la
atmosfera como consecuencia de la degradacion de materia organica contenida en el digerido
(Guilayn et al., 2019a; Monlau et al., 2015). Lo anterior se traduce en una pérdida de
eficiencia energética e impacto ambiental por las emisiones de los gases mencionados; ¢)
finalmente, en el aspecto social, aunque el proceso de digestion anaerobia alcanza
generalmente una alta remocién de microorganismos patégenos, en algunos casos es menos
eficiente representando un riesgo de salud publica. La mayoria de estos patdgenos podrian
causar una grave morbilidad o incluso la mortalidad de seres humanos al infligir en
enfermedades respiratorias, gastroenteritis e infecciones de la piel, entre otras (Ju et al.,

2016; Stiborova et al., 2015).

En Colombia, el decreto 1287 de 2014 [Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio],
establece los criterios para el uso de los digeridos a partir de los lodos generados en las
plantas de tratamiento de agua residuales, y recopila los niveles maximos permisibles para
su disposicion final. No obstante, el decreto en referencia carece de una normatividad
especifica que cuantifigue la calidad del digerido como fertilizante en términos
fisicoquimicos y bioguimicos. Por lo anterior, el uso del digerido en el sector rural es
principalmente la aplicacion directa a la tierra sin tratamiento previo, generando los

inconvenientes mencionados con anterioridad.
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Particularmente, la finca Marcella, ubicada en Giron - Santander, dispone de un
biodigestor tubular de bajo costo, alimentado con estiércol bovino. Este biodigestor produce
0,85 m®biogas/dia y 0,168 m®/dia de digerido. En la granja el biogas se utiliza en la coccion
de alimentos, y el digerido como enmienda de suelos para los cultivos de cacao. El digerido
se produce a diario durante todo el afo, pero no puede ser utilizado inmediatamente como
acondicionador de suelos debido a la frecuencia de los riegos, ocasionando emisiones de

GEIl y olores desagradables.

Por lo anterior, surgen las siguientes inquietudes referentes al uso del digerido en la
finca Marcella: i) ¢contiene la concentracion adecuada de nutrientes para los cultivos?; ii)
¢cuanta materia organica aun prevalece sin digerir y como se ve afectada su estabilidad?; iii)
¢contiene patégenos que conlleve un riesgo para los cultivos y consumidores?; y iv) ¢afecta
los procesos de germinacion como consecuencia de la inhibicion por fitotoxicidad? Estas
respuestas son necesarias para gestionar adecuadamente el digerido en la finca y evitar que
se produzcan problemas ambientales mayores de los que ocasiona el estiércol en su estado
natural. Asi las cosas, se evidencia responder la siguiente pregunta de investigacion: ¢cual
es la calidad del digerido proveniente del digestor tubular de bajo costo alimentado con

estiércol bovino en la granja Marcella?

A continuacion, se presenta la dindmica en el tiempo de los 140 documentos que han
sido publicados y estan relacionados con investigaciones sobre los digeridos de diferentes
tipos de estiércoles. En la figura 1 se observa dos intervalos de tiempo importantes: el primer
periodo (I) estd comprendido desde el 2009 hasta el 2015 y el segundo (Il) desde el 2015

hasta el 2020.
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Figura 1
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De acuerdo con los intervalos evidenciados por la revisién bibliogréfica, durante el
primer periodo se reportaron documentos relacionados al impacto ambiental producido por
el digerido y alternativas de uso. La implementacion de digestores de bajo costo en fincas
colombianas de pequefia escala contribuyé a reducir los impactos ambientales asociados con
el manejo del estiércol, el uso de combustible y fertilizantes (hasta en un 80%, dependiendo
de la categoria de impacto), debido a la reduccion del consumo de gases licuados de petréleo
(GLP) y fertilizantes sintéticos (Garfi et al., 2019). Con relacion a las alternativas de uso del
digerido, previos estudios hacen referencia a la recirculacién de la fase sélida como alimento
al digestor, en la cual se encontr6 una mejora en la produccion de metano del 4%. Sin
embargo, también se concluyd que recircular el digerido de manera continua por 120 dias

result6 en una disminucion en la produccion de metano (Dinuccio et al., 2013).

* La ecuacién de busqueda utilizada fue: "digestate" and "manure" or "slurry" and "anaerobic” and
"digestion". La busqueda se llevé a cabo el 13 de abril de 2020.
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Pabon-Pereira et al. (2014) evaluaron el contenido de nutrientes en las fases sélidas
y liquidas del digerido proveniente de la co-digestion del maiz y el estiércol; la investigacion
concluyd que la digestion anaerdbica favorecia la disponibilidad de nutrientes para las
plantas, y que los compuestos inorganicos estaban disponibles principalmente en la fase
liquida. Kathijotes (2015) desarroll6 un estudio con el objetivo de determinar el efecto del
digerido en el rendimiento de algunos cultivos; los resultados indicaron que el digerido como
biomasa es rico en macro y micronutrientes, y que se puede usar en la agricultura como
mejorador de suelos. Monlau et al. (2015) realizaron estudios sobre la valorizacion de
digeridos agricolas en los cuales se reportd que la recirculacion es un tratamiento factible
para lograr una recuperacion extra de energia; ademas, resaltaron alternativas termoquimicas

para convertir el digerido s6lido en energia.

En el sequndo periodo (I1), se han evaluado alternativas de mezclado de digeridos
con otros residuos para balancear el contenido de nutrientes y utilizarlos como fertilizantes
organicos en condiciones reales. Antosovsky et al. (2018) evaluaron el potencial de
diferentes tipos de fertilizantes organicos, entre ellos una mezcla de abono verde con
digerido, y abono verde con digerido y compost; de esta investigacion se puede resaltar que
son factores relevantes para la utilizacion del digerido como fertilizante tanto el tipo de
cultivo, como la cantidad de digerido y el tiempo de aplicacion. Guilayn et al. (2019)
categorizaron 91 tipos de digeridos, y 34 fracciones solidas y 25 liquidas; el estudio mostro
que, segun la regulacion sobre fertilizantes de la union europea, ninguno de los digeridos y

fracciones evaluadas cumple con las regulaciones establecidas.

Los digeridos, dependiendo del sustrato utilizado en la digestién anaerdbica, pueden

contener metales pesados, metaloides, compuestos organicos y patdégenos. Seleiman et al.
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(2020) encontré que, si las concentraciones no superan los valores maximos permitidos en
el suelo, la absorcion de metales y contaminantes organicos no causa un peligro significativo
para las plantas. Adicionalmente, los compuestos organicos perjudiciales para la salud
humana o el medio ambiente se descomponen o volatilizan en gran medida de la tierra tratada
con el digerido, lo que disminuye su lixiviacion en el medio ambiente. En conclusion, la

aplicacion de lodos en tierras de cultivo podria ser una practica de gestion sostenible.

En este marco de ideas, para obtener la denominada “calidad del digerido” se requiere
realizarle una caracterizacion fisicoquimica, bioquimica, microbioldgica y agrondmica. La
caracterizacion bioquimica incluye la actividad metanogénica especifica y el potencial de
biometanizacion residual. En cuanto a la calidad en términos fisicoquimicos se determina,
principalmente, sélidos volatiles (SV), pH, acidos grasos volatiles totales (AGVT), demanda
quimica de oxigeno (DQO), Fosfato (PO4>), Amonio (NH4"), Nitrogeno, Fdsforo (P20s),
Potasio (K20), Calcio (CaO), Magnesio (MgO), Azufre (SOs), Fe, Na, Zn y Cu. Las
caracteristicas microbioldgicas mas importantes son coliformes fecales y coliformes totales.
Finalmente, la caracterizacion agrondémica se determina con una prueba de germinacion que

permite estimar los niveles de fitotoxicidad del digerido.
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1. Objetivos
1.1  Objetivo General
Determinar la calidad del digerido anaerobio de estiércol bovino proveniente de un

biodigestor tubular de bajo costo operado a condiciones mesofilicas.

1.2 Objetivos Especificos
Establecer la calidad del digerido de estiércol bovino (fraccion liquida y sélida) en

términos fisicoquimicos, bioquimicos y condiciones higiénicas.

Evaluar la inhibicion del digerido en procesos de germinacion.

2. Metodologia

Este trabajo se desarroll6 en cinco etapas (ver figura 2). La primera involucro el
proceso de toma y transporte de muestras, desde la finca Marcella hasta las instalaciones del
laboratorio de biotecnologia en la universidad industrial de Santander. En la segunda etapa,
se efectud la separacion de fracciones para obtener tres muestras: digerido en estado natural,
la fase liquida y la fase sélida. Posteriormente (tercera etapa), se caracterizaron las muestras
en términos fisicoquimicos, bioquimicos e higiénicos, segun los protocolos reglamentarios.
En la cuarta etapa se hizo la caracterizacion agronémica del digerido mediante un bioensayo
de fitotoxicidad. En la etapa quinta, se llevo a cabo el analisis de los resultados obtenidos.
Finalmente, se organizaron los resultados junto con el andlisis para redactar el informe final.
Vale la pena resaltar que parte de los resultados de este trabajo fueron la contribucion en la
elaboracion de un documento, el cual contiene los protocolos requeridos para cuantificar la

calidad del digerido (Apéndice 3).

Figura 2
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Etapas del Desarrollo Metodoldgico de este Trabajo

DESCRIPCION
METODOLOGICA

Etapa 1. Recoleccion de
materia prima: digerido de
estiercol bovino.

!

Etapa 2. Separacion de fases

21

del digerido (solida y liquida).

!

Etapa 3. Caracterizacion del

Caracterizacion
Fisicoguimica.

digerido y sus fases .

l

Etapa 4. Caracterizacion Agronomica.

Caracterizacion
Bioguimica.

Etapa 5. Andlisis de la calidad del digerido

Etapa 6. Presentacion de resultados y redaccion de
informe final.

2.1  Origen del Digerido y Toma de Muestras

Evaluacion de las
condiciones higiénicas del
digerido

El desarrollo de este trabajo de investigacion se llevd a cabo en la finca Marcella, la

cual esté localizada en el municipio de Giron, Santander, a una altitud de 959 m s. n. m. 'y

una latitud de N 7°01° 0,07°> W 73°08°13,3”’. Esta region es tropical y la temperatura oscila

entre 23 y 32 °C. La finca dispone de tres cabezas de ganado bovino raza Normando, que

generan entre 34 y 50 kg/dia de estiércol y se alimentan a un digestor tubular de bajo costo

(dilucion 1:3 v/v). El digestor esta disefiado en polietileno y operaa 23 £5 °C. En la tabla 1

se resumen las caracteristicas de operacion del digestor (ver figura 3Figura 3). El digerido

se produce diariamente durante todo el afio, pero solo se aplica en dias especificos de la

semana, por lo que se acumula en tanques sin cubierta (figura 4).
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Figura 3

Biodigestor Escala Doméstico Ubicado en la Finca Marcella

AT e NG
- N ™
Biodigestor [ Mt e

Figura 4

Tanque de Recoleccion del Digerido

Tabla 1

Especificaciones del Digestor Tubular de Bajo Costo

Variable Unidades Valor
Volumen del digestor m3 9,5
Volumen de operacion m3 7.1
Carga organica kgSV/m3gigestord 0,7

Produccion de digerido L/d 136-200
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Caudal promedio de biogas m/d 0,85
Tiempo de operacion afnos 5
Tiempo de retencion hidraulica (T.R.H) dias 35

Con el propésito de obtener una muestra homogénea, cinco muestras fueron tomadas
del tanque de digerido (figura 4Figura 4), después de un proceso de mezclado manual y en
intervalos de quince dias. Esta muestra se denomind “digerido en estado natural”. Las
muestras fueron trasladadas al laboratorio de biotecnologia de la Universidad Industrial de
Santander y refrigeradas a 4 °C para su posterior analisis.

2.2  Separacion de Fases del Digerido

A partir del digerido en estado natural se realiz6 la separacién de fases liquida y

solida mediante filtracion al vacio, utilizando un filtro de 0,5 mm de tamafio de poro y una

bomba de vacio, durante 25-30 minutos para un volumen de muestra de 250 ml.

2.3  Caracterizacion Fisicoquimica del Digerido en Estado Natural, Fase Liquida y
Fase Solida

Las muestras de digerido en estado natural y sus fases liquida y solida fueron
caracterizadas determinando concentracion de solidos totales (ST), solidos volatiles (SV) y
demanda quimica de oxigeno (DQO), segun los métodos estandares 2540 A, 2540 E y 5220
D, respectivamente, propuestos por la APHA (American Public Health Association) (Rice
et al., 1915). Asi mismo, se cuantifico la concentracion de acidos grasos volatiles totales
(AGVT) y la alcalinidad total (AT) por titulacion segun indica el protocolo propuesto por
Jobling y colaboradores (Jobling Purser et al., 2014). El grado de acidez de las muestras se
determind con un medidor de pH 691, Metrohm. La concentracion de nutrientes mayores y

menores se determind de acuerdo con los métodos analiticos presentados en la tabla 2.



CALIDAD DEL DIGERIDO BOVINO EN LA FINCA MARCELLA 24

Tabla 2

Métodos Analiticos para la Determinacion de Nutrientes Mayores y Menores del Digerido

Parametro Meétodo analitico Parametro Método Analitico
Conductividad eléctrica LBC 41 Potenciometria Fosforo NTC 234 Colorimetria
total

Fosfatos APHA 4500 P E Azufre NTC 154 Turbidimetria
Amonios APHA 4500-NHs SO4 NTC 1154 Turbidimetria
Nitrégeno total Suma de nitrégenos Cobre NTC 1369 Absorcion A.
Potasio total NTC 202 Emision Hierro NTC 1369 Absorcion A.
Calcio total NTC 1369 Absorcion A. Zinc NTC 1369 Absorcion A.
Magnesio total NTC 1369 Absorcién A. Sodio NTC 1146 Emisién
Magnesio soluble NTC 1369 Absorcién A. K20 total NTC 202 Emision
Fosforo total NTC 234 Colorimetria CaOtotal  NTC 1369 Absorcion A.

2.4  Caracterizacion Bioquimica del Digerido en Estado Natural, Fase Liquida y
Fase Solida
En términos biogquimicos se cuantifico la actividad metanogénica especifica

acetoclastica (AME) y el potencial de biometanizacion residual (PBMr).
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2.4.1 Determinacion de la Actividad Metanogénica Acetoclastica (AME)

La AME acetoclastica permite medir la cantidad de metano producido en el punto de
méaxima actividad por una muestra en condiciones Optimas de laboratorio, a partir de una
concentracion determinada de acetato de sodio. El ensayo de actividad se realizo6 a las 3 fases
(digerido en estado natural, fase liquida y fase solida), utilizando botellas de vidrio de 100
ml con un volumen de trabajo de 60 ml y una relacién indculo/sustrato en términos de SV
de 5 a una temperatura de 37 °C. Las botellas fueron selladas con tapones de butilo y agrafes
de aluminio, y luego se les inyectd un gas inerte que contenia N2/CO2 (80/20% v/v). EI
ensayo incluyé un blanco con el fin de terminar la produccion enddgena del indculo. La
variable de respuesta de la AME es la pendiente de la curva de produccion acumulada de
metano normalizado en funcién del tiempo. El volumen de metano producido se midi6 cada
24 horas por 5 dias, mediante el método de desplazamiento alcalino con una solucién 0,1N
de NaOH con pH 12y fenolftaleina como indicador. Los ensayos se realizaron por triplicado.
Las ecuaciones 1y 2 indican el volumen normalizado de metano y la determinacion de la

actividad metanogénica acetoclastica (Astals et al., 2015).

UNTP = v + 20— PV
= * —
Patm =T
(Ec. 1)
Donde:
VNTP= Volumen de gas a condiciones normales [mi]

de temperatura y presion

Po= Presion del CH4 a condiciones normales [mbar]
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V= Volumen de metano desplazado por la [mi]
muestra
T= Temperatura al momento de medir [K]
Pv = Presion de vapor de agua [mbar]
AME = P
~ FC*V =SSV
(Ec. 2)
Donde:

AME =Actividad Metanogénica Especifica Acetoclastica [g DQO/g SSV*dia]

P = Maxima pendiente de la cinética de produccién de metano [ml/d]
FC = Factor de Conversion de g DQO a 39 °C [430 mL CH4 /g DQQ]
V = Volumen del in6culo utilizado en el ensayo [L]

SSV = Concentracion de SSV en el indculo adicionado  [g/L]
2.4.2 Determinacion del Potencial de Biometanizacion Residual (PBMr)

El ensayo de PBMr permite evaluar la cantidad de metano adicional que produce un
efluente debido a un proceso incompleto de digestion de los afluentes. Esta prueba fue
llevada a cabo en botellas de 100 ml con un volumen de operacion de 60 ml segun lo
establece el protocolo (Fotidis et al., 2016). Las botellas fueron selladas con tapones de butilo
y agrafes de aluminio, y luego se les inyect6 un gas inerte que contenia N2/CO; (80/20%
v/v). El ensayo se realiz0 a las tres fracciones (digerido en estado natural, fase liquida y fase
solida) y fueron incubadas a condiciones mesofilicas (37°C). El volumen de metano
producido se midié cada 3 dias durante 80 dias, mediante el método de desplazamiento

alcalino con una solucién 0,1N de NaOH con pH 12 y fenolftaleina como indicador. Los
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ensayos se realizaron por triplicado. La informacion obtenida permite graficar una curva de

produccion acumulada de metano normalizado (Ec.1) en funcién del tiempo.

2.5  Evaluacion de las Condiciones Higiénicas del Digerido

Las condiciones higiénicas fueron determinadas para el digerido en estado natural y
en términos de UFC/g de coliformes fecales y totales utilizando el método analitico LBC-
234. Para llevar a cabo este método, inicialmente se prepararon diluciones seriadas para
disminuir la carga bacteriana. Posteriormente, las muestras diluidas se sometieron a un
proceso de filtracién al vacio. Luego de esto, el sélido retenido por los filtros se sembré en
placa profunda para ser incubadas (37 °C por 24 h) y asi permitir el crecimiento de las
colonias. Pasado el periodo de incubacion, se contaron las unidades formadoras de colonia
por cuadro (el filtro de papel cuenta con una cuadricula especial). Finalmente, los resultados

obtenidos se multiplicaron por los factores de dilucion correspondientes.

2.6 Caracterizacion Agrondémica del Digerido

La caracterizacion agronémica se realizé a la muestra de digerido en estado natural
mediante la evaluacion del proceso de germinacién con un bioensayo de fitotoxicidad. Para
llevar a cabo el bioensayo, se prepararon muestras por triplicado a concentraciones de 20,
50, 70 y 100 %v/v de digerido diluido con agua desionizada (Tiquia, 2010). Posteriormente,
se introdujeron 45 ml de cada solucion de digerido en tubos falcon de 50 ml y se
centrifugaron por 30 min a 5000 rpm. Con el objetivo de obtener los extractos de cada
dilucion, los sobrenadantes se separaron con filtros de papel marca Watman No. 41. Una vez
obtenidos los extractos, se humedecieron los filtros de papel con 5 ml de cada dilucion y se
ubicaron en cajas de Petri de 10 x 100 cm. Sobre la configuracion anterior (cajas Petri) se

ubicaron 10 semillas de lechuga (Lactuca sativa) de forma aleatoria y asegurando suficiente
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espacio entre ellas. Adicionalmente, se prepararon tres testigos (controls) de solo de agua
desionizada (5 ml) siguiendo la configuracion de las cajas de Petri preparadas anteriormente
(Di Maria et al., 2014). Por ultimo, las cajas de Petri fueron selladas con pelicula plastica

para evitar cualquier pérdida de humedad.

Las cajas de Petri se transfirieron a un invernadero para ser incubadas en la oscuridad
durante 5 dias (A. Alburquerque et al., 2012; Tiquia, 2010). Adicionalmente, se instal6 un
dispositivo dentro del invernadero para monitorear los cambios de temperatura. Después del
periodo de incubacion, se conto el nimero de semillas germinadas en cada placa, se midio
la longitud de las radiculas de las semillas germinadas con un calibrador o pie de rey digital,
y se calcul6 el indice de germinacién (IG) definido como un porcentaje relativo al testigo

(Tiquia, 2010):

Porcentaje de germinacion relativo (PGR):

N° de semillas germinadas en el extracto
PGR = , ; — % 100
N° de semillas germinadas en el testigo

(Ec. 3)
Crecimiento de radicula relativo (CRR):
Elongaci6n de las radiculas en el extracto
CRR = — - —x 100
Elongacion de las radiculas en el testigo
(Ec. 4)

indice de germinacion (1G):

PGR * CRR
G=—8M—

100
(Ec. 5)
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3. Resultados
3.1  Calidad Fisicoquimica del Digerido
El potencial de un digerido para convertirse en producto de valor agregado se basa
en su caracterizacion fisicoquimica y contenido de nutrientes. A continuacion, se presentan

los resultados de la caracterizacion fisicoquimica para el digerido y sus fases (tabla 3).

Tabla 3

Caracterizacion Fisicoquimica del Digerido y sus Fases

Pardmetro  Unidad  Fase Natural Fase Liquida Fase Solida

pH - 7,120,27 6,940,6 7,30,0
ST % 2,120,4 0,75£0,07  20,23%1,08
SV % 1,4+0,2 0,54+0,05  15,58+0,61
SVIST % 66,66 NA NA
DQO mg/L 170001250 8450£50,0  855020,0
AGVT mg/L 6000,0 36020,0 NA

Nota. NA (no aplica) debido a que no se cuenta con el protocolo para cuantificar la calidad
del parametro.

Un proceso anaerobio operando adecuadamente presenta un pH entre 6,8y 7,2 en el
digerido (Alburquerque et al., 2014). En este estudio, el pH del digerido en su fase natural
es ligeramente alcalino (>7,0). Este valor de pH indica que el proceso en el digestor se esta
desarrollando de forma adecuada. Ademas, si el digerido es utilizado en la agricultura, su
pH no deberia alterar significativamente el pH natural del suelo, dado que es compatible con
las medidas de acidez comunes reportadas para suelos agricolas (Solé-Bundo et al., 2017).
El pH de la fase s6lida es mas alcalino que el de la fase liquida como consecuencia de que

la fase s6lida concentra la mayor parte de cationes basicos como Ca," y K*, entre otros. Estos
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cationes incrementan el valor de pH debido a que alteran la neutralidad en la carga de la
solucion, lo que desplaza el equilibrio de forma que disminuye la concentracion de iones H+

como respuesta (Moller & Miller, 2012).

Como resultado de la separacion de fases se determind que tan solo el 23% P/P del
digerido anaerobio corresponde a la fase solida, por lo que puede considerarse como un
producto liquido. EI pardmetro SV/ST indica el porcentaje de materia biodegradable. En
procesos anaerobios operados a 37°C + 2°C, la relacion SV/ST debe estar entre 40% y 50%
(Castro, 2017; Garfi et al., 2011; Lansing et al., 2008). Los resultados de este estudio
mostraron que la relacion SV/ST fue de 66,66%; indicando que el digerido presenta baja
estabilidad por su alta concentracion de materia biodegradable. De acuerdo con la literatura,
el porcentaje de biodegradabilidad para digestores rurales alimentados con estiércol bovino
se encuentra entre 43% Yy 66%, operando el digestor a condiciones mesofilicas (Castro, 2017;
Garfi et al., 2011; Lansing et al., 2008; Marti-Herrero et al., 2015). Este amplio intervalo
puede deberse a las variaciones de carga organica alimentadas al digestor, lo cual altera las
temperaturas de operacion, que suelen estar entre los 20°C y los 30°C, y los tiempos de

retencion. Por lo anterior, se requiere un postratamiento para estabilizar el digerido.

La estabilidad de un digerido también es cuantificada por su concentracion de DQO.
En la tabla 3 se observa que el digerido bajo estudio presenta una concentracion de
17000+125 mg/L, lo que indica que la matriz tiene una alta concentracion de materia
organica disponible para ser degradada. Adicionalmente, este aspecto se corrobora con los
resultados obtenidos para la relacion SV/ST. De acuerdo con lo anterior, el digerido
estudiado no es estable. Debowski et al. (2017), reportaron una concentracion de DQO de

6200 mg/L, para un digerido de estiércol bovino. Sin embargo, vale la pena resaltar que los
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resultados sobre las concentraciones de DQO varian en funcién de las caracteristicas del
alimento y su dilucion, las condiciones de operacion, los procesos de sedimentacidn dentro

del digestor y del rendimiento del proceso de la DA (Garfi et al., 2016).

Con respecto a la fase liquida del digerido, se obtuvo una concentracion de DQO de
8450+50,0 mg/L, lo que significa que esta fraccién concentra aproximadamente el 50% del
contenido organico del digerido, ain después de la operacion de filtracion al vacio. Este
resultado indica que es posible utilizar la fraccion liquida del digerido para recircularla en el

digestor y la fraccion sélida puede ser Gtil en procesos de compostaje.

Los &cidos grasos volatiles totales (AGVT) representan materia organica soluble
facilmente degradable. La importancia de la cuantificacion de los AGVT en los digeridos
radica en que éstos compuestos pueden ser toxicos para el suelo y generar asfixia radicular,
lo que influye negativamente en las funciones fisioldgicas de las plantas en caso de que el
digerido tenga usos agricolas (Alburquerque et al., 2014). En la tabla 3 se presenta una
concentracion de AGVT de 600 mg/L para el digerido en su fase natural, y 360 mg/L para
la fraccién liquida de digerido. Las concentraciones de acidos obtenidas corroboran los
resultados expuestos anteriormente, los cuales muestran que la alta presencia de materia
organica es indicativa de un digerido no estabilizado. En términos generales la literatura
reporta concentraciones de AGVT para digerido entre 170 mg/L y 580 mg/L (Risberg et al.,
2017); mientras que la concentracion de AGVT del digerido del presente estudio es
ligeramente superior (600 mg/L). Asi mismo, Risberg et al. (2017) refieren que valores
superiores a 500 mg/L pueden tener efectos inhibitorios en el suelo. Por lo anterior, en caso
de utilizar el digerido de la finca Marcella para fines agricolas, debe ser estabilizado previo

a su aplicacion.
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3.1.1 Contenido de Macronutrientes del Digerido y sus Fases

El contenido de nutrientes y su degradabilidad determinan el potencial fertilizante de
un digerido. Es importante resaltar que la valorizacion de un digerido como fertilizante se
debe a la presencia de nitrégeno amoniacal, principalmente, junto con otros nutrientes
deseables como fdsforo y potasio (Alburquerque et al., 2014). Por lo tanto, el digerido puede
ser una fuente util de nutrientes vegetales, efectivos para plantas de cultivo. Asi mismo, las
fracciones organicas del digerido pueden contribuir a la renovacion de la materia organica
del suelo, influyendo en las caracteristicas bioldgicas, quimicas y fisicas de este (Makadi et

al., 2012). En la tabla 4, se presenta la composicion de macronutrientes y micronutrientes

existentes en el digerido, desarrollado en esta investigacion.

Tabla 4

Composicion de Macronutrientes y Micronutrientes del Digerido y sus Fases

Parametro Unidad NZ?jfal L:’:(.‘4atjS i?ja sI(:’)?iS;a
Nitrogeno total %P/P 0,036 0,04 0,029
Potasio total %P/P 0,06 0,06 0,06
Calcio total %P/P 0,06 0,06 0,1
Magnesio total %P/P 0,02 0,02 0,05
Magnesio soluble %P/P 0,01 0,01 0,005
Fosforo total %P/P 0,013 0,007 0,04
Azufre %P/P 0,025 0,013 0,03
SO4 %P/P 0,075 0,039 0,08
Cobre %P/P 0,00049  0,00059 0,001
Hierro %P/P 0,01 0,01 0,04
Zinc %P/P 0,013 0,015 0,004
Sodio %P/P 0,03 0,01 0,004
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K20 total %P/P 0,07 0,07 0,07
CaO total %P/P 0,08 0,08 0,14
MgO total %P/P 0,03 0,03 0,08
MgO soluble %P/P 0,017 0,017 0,009
P20s %P/P 0,03 0,016 0,09

En la finca Marcella, el digerido es usado como fertilizante en un cultivo de Cacao
Theobroma cacao L (Clones: ICS-1, ICS-39, ICS-60, CCN-51, CAP-34, IMS-67, TSH-565)
y en forraje para ganado (Brachiaria brizantha). El potasio (K) es el nutriente mas absorbido
por el cacao, seguido por el nitrégeno (N), fosforo (P), calcio (Ca) y magnesio (Mg) (Lopez
et al., 2015). Ademas, para fertilizar cacao y forrajes se requiere otros nutrientes en menor
medida como Azufre (S), Manganeso (Mn), Boro (B), Hierro (Fe), Zinc (Zn), cobre (Cu) y
Aluminio (Al) (Robinson et al., 2009; Snoeck et al., 2016). En la tabla 4 se observa que el
digerido contiene en su mayoria los nutrientes requeridos por los cultivos de cacao y, aunque
se encuentran en bajas concentraciones comparado con fertilizantes inorganicos y organicos

certificados, si alcanza a realizar un reciclaje de nutrientes.

ElI N es muy soluble y por tanto aplicaciones excesivas de digerido pueden provocar
altas concentraciones de nitratos en el suelo que exceden las necesarias para el crecimiento
vegetal y puede suponer riesgo de lixiviacién y contaminacion de acuiferos (Alburquerque
et al., 2014). La concentracion de N en el digerido es de 0,036%, que es un aporte
significativo al suelo teniendo en cuenta que la concentracion minima de N que requiere un

cultivo de cacao es de 0,06% (Fernandez Lizarazo et al., 2016).

Tambone et al. (2010) reportan contenidos de P y K de 0,0029% y 0,002%,

respectivamente, para compost de estiércol bovino. El digerido de este estudio presenta
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contenidos de P de 0,013% y de K de 0,06%; lo cual indica que es mejor que el compost

como suplemento de estos macronutrientes escasos en el suelo.

La concentracidon de macronutrientes del digerido de este estudio es baja comparado
con la ficha técnica del producto Biol Terrazonet, certificado por el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), que report6 valores de: 1,13 % N; 0,083 % K y 0,45 % P.Os. La
diferencia se debe a que este ultimo es un digerido proveniente de un sustrato de origen
porcino. Por su parte, en cuanto al contenido de micronutrientes, Terrazonet obtuvo: 0,048
% Catotal; 0,00871 % Mg total y 0,00398 % Zn. Estos valores son similares a los reportados
en este estudio, lo que indica que el contenido de micronutrientes y elementos menores es

aprovechable para suelos y cultivos.

No se cuenta con una normatividad colombiana que relacione la composicion de los
digeridos para el uso como fertilizante. Adicional a esto, cada cultivo, dependiendo de la
calidad del suelo, tiene sus propios requerimientos nutricionales. Segun lo mencionado
anteriormente, el digerido no puede ser considerado producto fertilizante. Sin embargo,
segun su contenido en nutrientes, debe tenerse en cuenta para su gestion agricola debido que

permite el reciclaje de la mayoria de los nutrientes requeridos por la finca caso de estudio.

La proporcion de NH4" es generalmente més alta en el digerido que en el sustrato
orgénico que entra en el proceso de digestion anaerobia (Arthurson, 2009). El digerido de
este estudio contiene 114 mg NH4*/L. Esta cantidad de amonio es de gran importancia en un
fertilizante, ya que estd inmediatamente disponible para la planta. La distribucion de
fertilizantes organicos en tierras de cultivo generalmente tiene efectos positivos sobre las

propiedades quimicas del suelo (Doran, 2002) y puede aumentar el contenido de materia
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organica del suelo, que es muy importante para mantener o mejorar la calidad del suelo

(Nkoa, 2014).

El P es esencial para el crecimiento de microorganismos. Las formas habituales de P
en los efluentes de ganado de los digestores anaerobios son polifosfatos inorganicos y
fosfatos organicos (Castro et al., 2017). Los resultados obtenidos en esta investigacion sobre
fosfatos (tabla 5) indican que se puede hacer un reciclaje de nutrientes al suelo. De acuerdo
con la literatura y los resultados obtenidos en este estudio, la fase liquida del digerido se
caracteriza por bajos contenidos de P y altos contenidos de N y K (Mdller & Miiller, 2012).
Ademas, la fase sdlida contiene mas cantidad de fosfatos que la fase liquida y se ha propuesto

para su uso como una enmienda fosférica (Provenzano et al., 2014; Tambone et al., 2010).

Tabla s

Concentracion de los lones Amonio y Fosfato del Digerido y su Fase Liquida

Parametro Unidad Fase Natural Fase Liquida Fase Solida
PO/ mg PO47/L 7620 2444 NA
NH4* mg NH4*/L 114+6 144422 NA

Nota. NA (no aplica) debido a que no se cuenta con el protocolo para cuantificar la calidad
del parametro.
3.2  Caracterizacion Bioquimica del Digerido en Estado Natural, Fase Liquida y
Fase Solida
3.2.1 Actividad Metanogénica Especifica (AME)

La AME es un parametro significativo que permite cuantificar la maxima capacidad
de produccion de metano por el grupo de microorganismos presentes en el digerido. Esta

presenta un comportamiento que se acerca a la linealidad en la produccion de CHa,
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demostrando una actividad constante de los microorganismos (apéndice A). A partir de la

zona lineal se obtienen los valores de AME (ver tabla 6).

Los datos obtenidos indican que la fase liquida del digerido tiene una mayor actividad
de los consorcios microbianos para la produccion de metano. Ademas, los resultados
muestran que el digerido tiene un consorcio microbiano adecuado para el arranque de otros
digestores; no obstante, este puede traer problemas en su uso agronémico debido a que puede
causar incluso la degradacion de la materia orgéanica nativa o propia del suelo (Alburquerque

et al., 2014).

Tabla 6

Ame y PBMr en el Digerido y sus Fases

Parametro Unidad Fase Natural Fase Liquida Fase Solida
AME gDQO/gSV*d 0,050+0,0 0,075+0,0 0,016+0,0
PBMr m3CH4/kgSV ~ 0,058+0,009 0,071+0,014 0,109+0,005

3.2.2 Evaluacion del Potencial de Biometanizacion Residual (PBMr) del Digerido

La importancia del potencial de biometanizacién residual estd asociada al impacto
ambiental que genera el digerido al ser inestable. Cuando se almacena un material digerido
no estable en un contenedor, las caracteristicas del sistema hacen posible que se establezca
una condicion de anaerobiosis que permite que la actividad microbiolédgica continte. Por lo
anterior, se generan olores desagradables y produccion de gases de efecto invernadero por
cuenta de la descomposicion del contenido de materia degradable (Alburquerque et al., 2012;
Raposo et al., 2009). Por lo tanto, un digerido no estable debe ser tratado sin importar cual
sea la alternativa final de gestion seleccionada y de esta manera disminuir el impacto

ambiental negativo que puede generar.
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Thygesen et al. (2014) reportaron PBMr de 0,156 y 0,240 m® CH4 /kg SV para
digeridos provenientes de estiércol bovino y porcino en condiciones mesofilicas y un tiempo
de retencion hidraulico (TRH) de 16-25 dias. En comparacidn con este estudio, los resultados
obtenidos (tabla 6) son bajos representando una menor produccion de metano en el digerido,

debida principalmente a que el tiempo de retencion en este estudio es mayor (35 dias).

Menardo et al. (2011), por su parte, obtuvieron potenciales de 0,037 — 0,002 m*CHa/
kgSV para digestores alimentados con estiércoles y cultivos energéticos en diferentes
proporciones. Estos resultados comparados con los obtenidos en este estudio son
significativamente bajos por lo que conviene resaltar que los digestores en cuestion son

operados con TRH de 100-105 dias a 41 °C.

Con base en lo anterior, es posible concluir que el digerido aun contiene materia
organica disponible para su degradacion (tabla.6). Ante este panorama, se sugiere
implementar un proceso adicional de desgasificacion. La desgasificacion permite recuperar
energia extra en forma de biogas, evita la emision de olores desagradables, asi como de gases

de efecto invernadero (Castro et al., 2017).

3.3  Evaluacion de las Condiciones Higiénicas del Digerido

Debido a que los materiales digeridos provienen de un sustrato de origen fecal, estos
estan asociados con contenidos de organismos patdgenos, parasitos y virus, siendo una via
de transmision de enfermedades para las plantas, animales y el hombre (Alburquerque et al.,
2014). EIl andlisis microbioldgico realizado permitié conocer que las unidades formadoras
de colonias (UFC/g) son 1x10° y 1,4x10° para Coliformes Fecales y Coliformes totales,
respectivamente. Desde el punto de vista higiénico-sanitario, los requerimientos que un

material digerido debe cumplir son muy estrictos de acuerdo con la legislacion de la EPA
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(Environmental Protection Agency), la cual indica que el digerido se encuentra en la
clasificacion By, por tanto, es conveniente realizar un postratamiento antes de su gestion

agricola (Agency, 2003).

Segln la EPA, las tecnologias faciles de implementar en las zonas rurales para
reducir significativamente el contendido de patdgenos de un digerido de categoria B son:
digestion aerobia, digestion anaerobia, compostaje y estabilizacion con cal (Agency, 2003).
Sin embargo, Jiang et al. (2020) & Lépez et al., (2020) concluyeron que la digestion (aerobia
o anaerobia) mesofilica no es una tecnologia adecuada si el interés es reducir la carga

microbiana de lodos efluentes.

Por otro lado, el compostaje es una alternativa que incrementa el potencial fertilizante
del digerido, inactiva microorganismos patdgenos y elimina compuestos fitotoxicos. Esta
alternativa precisa de una operacion de separacion solido-liquido (Alburquerque et al., 2014)
y de la disposicion de un sistema de aireacion a presion o de volteado mecanico, asi como
del terreno suficiente hasta alcanzar la maduracion del compost (4-6 semanas) (Mahamud et
al., 1996). Finalmente, la estabilizacion alcalina con cal es eficiente en la reduccion de
patdgenos. Para llevar a cabo este proceso, es necesario elevar el pH del digerido entre 11-
12 unidades para lograr reducir la densidad bacteriana y viral de manera efectiva (Torres et
al., 2005). No obstante, el lodo final debe aplicarse preferiblemente a suelos acidos como
consecuencia del tratamiento alcalino y los costos varian en funcién del volumen de digerido

generado (Mahamud et al., 1996).

3.4  Caracterizacion Agronémica del Digerido
El téermino digerido debe ir asociado siempre a madurez, lo que se relaciona con la

transformacion del material organico en un producto final y estable y la ausencia de efectos
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fitotdxicos (Alburquerque et al., 2014). Los resultados encontrados en esta investigacion son
positivos comparados con el 50 % de IG sugerido en la literatura como valor limite de
fitotoxicidad (Paredes et al., 2001). Con relacion al digerido puro (100%v/v), este respondio
positivamente a la prueba, contrario a lo reportado por Alburquerque y colaboradores (2012)
donde no se detecté germinacién alguna para un digerido de estiércol bovino con glicerina.
Esta ausencia de germinacion podria deberse a su alta concentracion de nitrégeno amoniacal

(Alburquerque et al., 2012).

La fitotoxicidad puede ser consecuencia de numerosas razones: actividad microbiana
alta, la acumulacién de compuestos toxicos como acidos organicos, altas concentraciones de
amonio o la presencia de metales pesados y sales minerales, entre otras. Muchas veces mas
de una de ellas influye simultdneamente con otras, lo que dificulta determinar cual parametro
ejerce la influencia mayor (Tiquia, 2010). No obstante, la fitotoxicidad con frecuencia se
asocia con el alto contenido de amonio y sales solubles en la muestra (J. A. Alburquerque et
al., 2012; Di Maria et al., 2014; Solé-Bundo et al., 2017). Los resultados de CE en la fase
natural, el licor y la fase solida son 0,03, 0,003, 0,93 dS/m, respectivamente. La CE mide la
concentracion de iones libres o el grado de salinidad de la solucidon. Por lo tanto, esta debe
ser considerada cuando el digerido se emplee como fertilizante, por el hecho de que un alto
grado de salinidad puede afectar las propiedades eléctricas del suelo (Coelho et al., 2018).
Sin embargo, la literatura reporta valores muy variables de CE para digeridos anaerobios
liquidos. Dado que la fase natural exhibe un CE cercano al reportado por VVoelkner et al.
(2015), este podria considerarse como bajo e inofensivo en el proceso de germinacion de las
plantas. Asi mismo, la CE reportada por la compafia Terrazonet S.A.S. (certificada por el

ICA) es 0,95 dS/m. Por lo tanto, el grado de salinidad de la fase natural es practicamente
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despreciable y no deberia alterar significativamente la conductividad de los suelos agricolas

tras su aplicacion.

En concordancia con lo anterior, la figura 5 muestra una tendencia de incremento en
el IG conforme aumenta la concentracién de digerido. Este bioensayo evidencia que el
digerido puede ser aplicado directamente sobre los suelos agricolas sin correr el riesgo de
inhibicién en la germinacion por fitotoxicidad como consecuencia de un exceso de amoniaco

0 concentracion de sales disueltas.

Figura 5
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3.5  Matriz de Calidad del Digerido
A continuacion, se presenta un resumen de los pardmetros evaluados para definir la calidad del digerido caso de estudio.
Tabla 7

Matriz de Calidad del Digerido

Rango

Variable Unidad Valor Comentarios Evaluacion
Recomendado
SVIST % 66,66 43-66 El digerido tiene alto
Fisicoquimicas DQO mg/L  17000+125,0 <500 contgn!do de INEHEHTE Desfavorable
organica. Requiere
Estabilidad AGVT mg/L 600+0,0 <500 estabilizacion
.. Coliformes 5 El digerido se clasifica
Co_an!c[ones totalesy  UFC/g 1'4X1O5 < 1x10° de clase B. Requiere un  Desfavorable
higiénicas 1x10 .
fecales postratamiento
N: 0,360
Macronutrie )
ntes (NPK) %P/P P: 0,130
K: 0,6
Conte_nido _ _ _ Mg: 0,2
de nutrientes Nutrientes ~ Micronutrien
del digerido tes %P/P Ca: 0,6
(Mg,Cas) S: 0,250 El digerido no puede ser
NA considerado producto

mg
Amonio NH4*/ 114+6
L

fertilizante. Sin Favorable
embargo, su contenido
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mg
Fosfato POLIL
Callgac_j Fitotoxicidad [€] -
agronémica
gDQO/
Valorizacion AME gsSvd
energética Bioguimica
del digerido
m3
PBMr CHs
/kgSV

42
en nutrientes puede
760 tenerse en cuenta para su
uso agricola.
El digerido no presenta
161,53 >50 riesgo de inhibicién si se

aplica sin dilucion.
Adecuado como in6culo

en otros digestores.
Para su uso en cultivos

0,050+0,0 0,02 -0,04 .
agricolas puede causar
degradacion en los
suelos.
Por emision de GEI. Se
0,058+0,009 NA recomienda una etapa de

valorizacion energética.

Favorable

Favorable

Desfavorable

Desfavorable

Nota. NA (no aplica) debido a que no se cuenta con una normatividad que exija valores maximos o minimos de este parametro.
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4. Conclusiones

Los parametros de estabilidad, reciclaje de nutrientes y valorizacidén energética,
mostraron que el digerido aun contiene materia organica por degradar, lo que evidencia que
es inestable. Su densidad nutricional permite su gestion como enmienda de suelos, gracias a
gue concentra macronutrientes importantes como NPK. La AME confirma la buena calidad
del digerido como in6culo, pero su uso en actividades agricolas podria representar un riesgo
para las propiedades nativas del suelo. Las condiciones higiénicas del digerido demostraron
gue es necesario implementar un postratamiento que disminuya la presencia de

microorganismos patdgenos.

El bioensayo de fitotoxicidad mostré6 que el digerido cuenta con un indice de
germinacion de 161,53%, lo que indica que su potencial agronémico es alto sin dilucion
previa. Adicionalmente, se comprobé que el pH de 7,1 es consistente con los valores de

acidez reportados en la literatura para suelos agricolas.
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5. Recomendaciones
Se determino que el 23% P/P del digerido anaerobio estudiado corresponde a la fase
solida, por lo que puede considerarse como un producto liquido. Las propiedades
nutricionales del digerido se ven modificadas tras la separacién de fases, lo que es
desfavorable para su aprovechamiento, segun los intereses del usuario. Por lo tanto, no es

necesario separar el digerido para su gestion.

Se sugiere implementar una etapa adicional de digestion anaerobia con el fin de

estabilizar el contenido de materia organica y valorizar el biogas extra del digerido.

Realizar un analisis de suelo en la finca Marcella para poder elaborar un plan de

fertilizacion basado en los nutrientes del digerido.
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Apéndices
Apéndice A Curvas de Produccion de Metano Acumulada del Ensayo de AME para
las Fases Solida y Natural

Figura 1

Curva de Produccion de Metano Acumulada del Ensayo de AME para la Fase Natural
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Figura 2

Curva de Produccion de Metano Acumulada del Ensayo de AME para la Fase S6lida

Fase Sdlida
0,0200
[e]
Q _
S — ¥
0 >
=%
S~
5 S h
8 A
S &
2 o
o
a.
0,0000
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Tiempo [dia]

Figura 3

Curva de Produccion de Metano Acumulada del Ensayo de AME para la Fase Liquida
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Apéndice B Curvas de Potencial de Biometanizacion Residual del Digerido y sus
Fases.

Figura 1

Potencial de Biometanizacion de la Fase Natural
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Potencial de Biometanizacion de la Fase Liquida
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Apéndice C Manual de Caracterizacion de Digeridos

Determinacion de Sélidos Totales (ST)

Los solidos totales constituyen los sélidos suspendidos y disueltos de una muestra.
Estos pueden ser obtenidos mediante operaciones de evaporacion y secado de la muestra a
una temperatura determinada. Para su calculo, seguir el procedimiento descrito a
continuacion:

e Llevar al horno dos crisoles por cada muestra a procesar y dejarlos a 103-105°C
durante dos horas. Dejarlos enfriar en el desecador y pesarlos (A).

e Depositar en cada crisol una alicuota bien homogenizada de la muestra a analizar y
pesarlos (B).

e Llevarlos al horno a 103-105°C hasta que la muestra esté seca. Dejar enfriar en el
desecador y pesarlos. Llevar nuevamente los crisoles al horno y dejarlos una hora
mas, enfriar y pesar nuevamente. Repetir el ciclo hasta peso constante (C) o hasta
que la diferencia con el peso anterior sea menor al 4%.

e Procesar los datos con la ecuacion:

_(C—A)*lOOO

ST
B—-A

Donde:
e ST son los sélidos totales en mg/kg.
e Aesel peso del crisol vacio en mg.
e B es el peso del crisol méas la muestra himeda en mg.
e Cesel peso del crisol mas la muestra seca en mg.

e B -—Aesel pesoinicial de la muestra en mg.
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Determinacion de Sdélidos Volatiles (SV)

Los SV son la fraccion de materia que Se volatiliza de la muestra cuando ésta es
sometida a un proceso de calcinacion. El siguiente procedimiento permite calcular los
solidos volatiles mediante el método gravimétrico:

e Una vez separados los solidos totales de las muestras, los crisoles se llevan a una
mufla a 550°C durante una hora.

e Apagar y dejar que baje la temperatura. Sacar los crisoles y pasarlos al desecador.

e Pesarlosy repetir el ciclo de calcinar, enfriar y pesar hasta peso constante (D) o hasta

que la diferencia con el peso anterior sea menor al 4%.

e Parael calculo se los SV, se recomienda utilizar la siguiente expresion:

_ (€ —D) %1000

SV
B—-A

Donde:
e SV representa la masa de solidos volatiles en mg/g.
e Aces el peso del crisol vacio en mg.
e B es lasuma del peso del crisol mas el peso de la muestra himeda en mg.
e Ceslasuma del peso del crisol mas el peso de la muestra seca en mg.
e D es lasuma del peso del crisol més el peso de la muestra calcinada.
e B - Aeselpesoinicial de la muestra en mg.
Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
La DQO es una medida de la cantidad de oxigeno necesaria para la oxidacion de los
compuestos organicos de una muestra en presencia de una solucion acida de dicromato. El

siguiente procedimiento permite determinar la DQO mediante el método colorimétrico:
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Descontaminar los tubos de ensayo de 16 x 100 mm con tapa rosca con &cido
sulfarico al 20% y luego llevarlos a la mufla a 500°C por una hora.

Medir 2.5 ml de muestra en un tubo de ensayo y adicionar 1.5 ml de solucion
digestora més 3.5 ml de solucién catalitica. Esta tltima verterla con cuidado por las
paredes del tubo. Preparar un blanco remplazando la muestra por agua destilada -
AD-. Analizar las muestras por duplicado.

Cerrar herméticamente los tubos, agitarlos cuidadosamente (se producird una
reaccidn exotérmica) y llevarlos al digestor a 150°C por 2 horas.

Posteriormente, se deben extraer los tubos, agitarlos y dejarlos enfriar. Preparar el
equipo de espectrofotometria y registrar las lecturas 600 nm para valores de DQO
altos y a 420 nm para valores bajos.

Para el calculo de la DQO, la siguiente expresion puede ser usada:

mg de oxigeno en volumen final * 1000

DQO =
¢ mL de muestra

Preparacion de los Reactivos

Para la solucién digestora, adicionar a temperatura ambiente 5.1 g de dicromato de potasio,

84 ml de acido sulfarico concentrado y 16.7 g de sulfato de mercurio a 250 ml de agua

destilada. Luego, dejar enfriar la muestra y completar 500 ml.

Para la solucion catalitica, adicionar 22 g de sulfato de plata a una botella de 4.09
kg de acido sulfurico concentrado. Agitar hasta disolver.

Si existe nitritos en la muestra, adicionar 10 mg de acido sulfamico por cada mg de
NO2--N presente en el volumen de muestra usado. Agregar la misma cantidad al

blanco de agua destilada.
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e Hidrogenoftalato de potasio o biftalato acido de potasio (KHP): Disolver 0.425 g de
KHP en 400 ml de agua destilada y llevar a 500 ml. Preparar bajo condiciones
estériles y mantener en refrigeracion. Este debe ser preparado semanalmente. Nota:
el DQO teorico del KHP es 1.176 mg O2/mg. 1 ml= 1mg DQO.

Determinacion de Acidos Grasos Volatiles Totales (AGVT) y Alcalinidad Total (AT)

Los AGV son acidos organicos de bajo peso molecular que se obtienen durante la
fase acidogénica de la digestion anaerobia como producto de la fermentacion de las
macromoléculas presentes. Los AGV concentran, principalmente: acetato, acido propioénico,
butirico y lactico.

Por otro lado, la alcalinidad es una medida de la capacidad de una muestra de
neutralizar &cidos. Los compuestos que mas contribuyen a la AT son los carbonatos y
bicarbonatos, que son producto de la reaccion de CO2 con la materia organica.

Para el célculo de los AGVs de una muestra y la determinacion de su alcalinidad, se
recomienda el siguiente protocolo:

e Centrifugar entre 7 y 20 ml de muestra a 5000 rpm por 30 minutos en un tubo Falcon
de 50 ml. El volumen de la muestra depende de los sélidos en la muestra.

e Obtener el sobrenadante y verterlo en un tubo o vaso de precipitado y medir el pH
inicial.

e A 5 ml de la muestra, adicionar 25 ml de agua destilada y llevar a la plancha de
agitacion usando agitador magnético (perla) en vaso de 50 ml.

e Medir nuevamente el pH. Si es mayor que 6.5, agregar solucion de HCI al 0.1N hasta
bajar el pH a 6.5. Luego, iniciar la titulacién con HCI 0.1N hasta pH 3.0. Registrar

el volumen utilizado (A).
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e Pasar la muestra a un balén de destilacion, conectar al equipo de calentamiento y
suministrar calor por 2 min después de observar una ligera ebullicion.

e Desmontar el balon del destilador e introducirlo en hielo para provocar un choque
térmico.

e Pasar la muestra al vaso y llevarla nuevamente a agitacion con la perla mientras se
mide el pH y se adiciona NaOH 0.1N hasta pH 6.5. Anotar el volumen gastado (B).

e Parael calculo de los AGVs Yy la AT, utilizar las siguientes expresiones:

AxNHCI
AT = * 50 000
Volumen de la muestra

Donde:

e Acesel volumen de HCI utilizado.

e NHCI=0.1

e Volumen de la muestra=5 ml

e 50000 = —>2mycacos

meq+1000 mL/L
B * N NaOH
AGV = x 60 000
Volumen de la muestra

Donde:

e B esel volumen de NaOH utilizado

e NNaOH=0.1

e Volumen de la muestra =5 ml

60 mg acido acético

e 60000 =

*1000mL/L

meq
Determinacion de pH
El potencial de hidrogeno pH, es una medida de la acidez o alcalinidad de una

muestra. Este indicador depende de la concentracion de iones de hidrégeno.



CALIDAD DEL DIGERIDO ANAEROBIO DE ESTIERCOL BOVINO EN LA FINCA MARCELLA 62

El pH puede ser medido mediante el método potenciométrico, que se fundamenta en
la diferencia de potencial generada entre un electrodo indicador y otro de referencia
sumergidos en la muestra. Esta diferencia es procesada por un sistema que devuelve el
resultado en unidades de pH. Para la determinacion del pH seguir el siguiente protocolo:

e Introducir el electrodo en la muestra a analizar y esperar hasta que el valor aparezca
en la pantalla y se estabilice para registrar la medicién.
e Extraer el electrodo, enjuagarlo con agua destilada, secarlo y dejarlo en la solucion
que esta en el recipiente de almacenamiento junto al equipo. Apagar y desconectar.
Determinacion de Amonio

Para determinar la concentracion del ion amonio, seguir el procedimiento detallado
a continuacion:

e Tomar un volumen suficiente de muestra y centrifugarla a 5000 rpm durante 30
minutos.

e Recuperar solo el sobrenadante y pasarlo por papel filtro No. 41.

e Corroborar que el pH de las muestras esté entre 4 y 13, de ser necesario ajustarlo con
solucion de hidroxido de sodio o con &cido sulfarico.

e Pipetear 5 ml de muestra en un tubo de ensayo y afiadir 0,6 ml de reactivo NH4 con
pipeta y agitar.

e Afadir 1 microcuchara azul rasa de NHs?y agitar vigorosamente hasta que el
reactivo se haya disuelto completamente.

e Dejar en reposo por 5 minutos (tiempo de reaccion).

e Afiadir 4 gotas de reactivo NH43y agitar.

e Dejar en reposo 5 minutos y luego pasar la muestra por espectrofotometria.
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Determinacion Fosfatos

El fésforo es esencial para el crecimiento de los organismos y puede ser el nutriente
limitante de la productividad primaria. El fésforo organico es la fraccion de fosfato que es
convertida a ortofosfato solo mediante destruccion oxidativa de la materia organica. Se
presenta en forma suspendida o disuelta. Para la determinacion de ortofosfatos de una
muestra mediante el método colorimétrico de &cido ascérbico, seguir el protocolo a
continuacion:

e Descontaminar los tubos de 16 mm necesarios mediante el enjuague del material de
vidrio con detergentes exentos de fosfato o dejarlo llenado con &cido clorhidrico
(aprox. 10%) durante varias horas.

e Elvalor de PH debe encontrarse en el rango de 0 -10. De no ser asi, ajustar con acido
sulfarico.

e Filtrar las muestras turbias en vasos de precipitado.

e Adicionar 100 pL de la muestra a los tubos tapa rosca.

e Adicionar 4900 uL de agua destilada a los tubos tapa rosca.

e Afadir 5 gotas del reactivo PO4™ en los tubos y mezclar.

Afiadir 1 microcucharada azul rasa del reactivo PO en los tubos y agitar

vigorosamente hasta que el reactivo se haya disuelto completamente.

Tapar los tubos tapa rosca después de afiadir el reactivo 2.

Dejar en reposo 5min (tiempo de reaccion), luego introducir la muestra de medicién
en la cubeta y medir en el espectro.
Nota: Los ensayos de medicidn se deben realizar por duplicado. Para las muestras

con més de 5 mg/l de POs-P, es necesario que sean diluidas con agua destilada antes de la
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disgregacion. Durante la adicidn de los reactivos, el frasco de debe mantener vertical en todo
momento. Analizar las muestras inmediatamente después de la toma de muestras.

Tabla 1l

Intervalo de Medida y Ndmero de Determinaciones

Numero de
Cubeta Intervalo de Medida Determinaciones
mg/l de  mg/l de
(mm) mg/l de POs-P  POs* P20s
100 0,0025-0,5000 0,0077-  0,0057-
1,5331 1,1457
50 0,005-1,000 0,015- 0,011-
3,066 2,291 220 0420
20 0,03-2,50 0,09- 0,07-
7,67 5,73
10 0,05-5,00 0,2-15,3 0,11-
11,46

Potencial de Biometanizacion Residual (PBMr)

Este ensayo permite evaluar la cantidad de metano adicional que puede producir el
digerido en condiciones anaerdbicas. El procedimiento es:

e Medir 60 ml de digerido y pasar la muestra a una botella de vidrio de 100 ml.

e Sellar las botellas con un tapén de goma y fijarlas con un agrafe.

e Inyectar un gas inerte en el espacio libre superior de la botella (99.99% N2, 80/20%
N2/C0O2, 99.99% He).

e Llevar las muestras a una incubadora a condiciones mesofilicas (37°).

e Para medir el volumen de metano, se debe disponer una botella con solucién alcalina
en posicion invertida y se debe sujetar a un soporte metalico. En el tapdn de butilo
que tiene la botella, introducir la aguja de la manguera corta y ubicar una probeta

para la recepcion del liquido.
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e Introducir una aguja de la manguera larga en el tapon de la botella con NaOH,
asegurandose previamente que el regulador de flujo esté cerrando el paso del aire. La
aguja del otro extremo se introduce en el tapdn del recipiente que contiene a la
muestra.

e Deslizar el regulador de flujo de la manguera larga, para permitir el paso del biogas
del biorreactor hacia la botella con solucién alcalina.

e Registrar el volumen desplazado en ml.

e Medir el volumen de metano diariamente hasta que se registre una produccion de 0
ml durante 8 mediciones consecutivas.

e Esnecesario llevar el volumen de biogas a condiciones normalizadas (Vner). Esto se

puede hacer mediante la siguiente ecuacion:

PO — Pv

VNPT =V % ———
*Patm*T

Donde:

e Vnpres el volumen de gas en condiciones normales de temperatura y presion
en ml.
e Pges la presion del CH4en condiciones normales en mbar.
e Vesel volumen de gas generado en ml.
e Patm es la presion atmosférica.
e T es latemperatura al momento de medir en K.
e Pves lapresion de vapor de agua mbar.
Actividad Metanogénica Especifica (AME)
La AME (Acetoclastica) permite cuantificar la cantidad de metano producido en el

punto de méaxima actividad por una muestra en condiciones 6ptimas de laboratorio, a partir
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de una concentracién determinada de acetato. Para medir la AME, se sugiere seguir

protocolo a continuacion:

Pesar 99.0 + 0.1 g de inoculo diluido (10 g VS L™) en una botella de vidrio de 100
mL.

Agregar 1 mL de solucion de acetato de sodio.

Agitar y medir el pH del contenido de la botella.

Inyectar un gas inerte en el espacio libre superior de la botella (99.99% N2, 80/20%
N2/C0O2, 99.99% He).

Sellar las botellas con un tapon de goma y fijarlas con un agrafe.

Llevar las muestras a una incubadora a condiciones mesofilicas.

Medir la produccion de metano 0.5, 1.0, y 1.5 dias después de iniciado el ensayo.
Nota: A pesar de que los intervalos de tiempo anteriores son aplicables a la mayoria
de las muestras, estos pueden ser més cortos (0.25, 0.5 y 1 dia) para muestras muy

activas o extenderse (1, 2 'y 3 dias) para muestras poco activas.

Figural
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Graficar la produccion especifica acumulada de metano en gDQO.gSV? contra
tiempo. Recuerde que 350 mL de metano a condiciones estandar (0 °C, 1 bar) es igual
a 1 gramo de DQO.

Determinar la pendiente y la incertidumbre de la zona lineal de la grafica.

Determinacién de Metano Soluble

Esta prueba permite evaluar la cantidad de biogas que se mantiene solubilizado en el

efluente del digestor (digerido). Aunque el metano es poco soluble en agua éste junto a otros

gases (dioxido de carbono y sulfuro de hidrogeno) ain permanecen disueltos en la fase

liquida del digerido final:

Tomar cuidadosamente 25 mL de muestra en matraces esterilizados de 60 mL,
evitando cualquier turbulencia. Los frascos se deben cerrar inmediatamente con
tapones de goma y sellado con agrafes.

Llevar las muestras a una nevera y mantenerlas bajo refrigeracion hasta el momento
del analisis.

Después de extraerlos de refrigeracion, transferir los matraces a una incubadora
(temperatura controlada de 25 °C) durante al menos 50 minutos. Mezclar durante 10
min con agitadores magnéticos para establecer el equilibrio entre las fases liquida y
gaseosa.

Tomar una muestra del espacio superior del matraz e inyectar 0,5 ml de gas en un
cromatdgrafo de gases.

Después de los andlisis anteriores, pesar los matraces y determinar el peso neto. Con

el peso neto es posible calcular el volumen de liquido si se considera una masa
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especifica de 1.0 g*mL. Evaluar el volumen de la fase gaseosa considerando la
diferencia en relacion con el volumen total del matraz (60 mL).

e Célculos: La concentracion de metano disuelto se determina mediante la siguiente
ecuacion:

([%CH4] gas

ks >*[d*Vgas+(PT—PV)*KH*VL]

[CH4]dis = VL

Donde:
e [CHa]ais: es la concentracion de metano disuelto en mg*L-.
e [CHa4]gas: €s la concentracion de metano en la fase gaseosa contenida en el
matraz.
e des la densidad del metano: 595,4 mgL™* a 0,91 atm y 25 °C 0 608,6 a 0,93
atmy 25 °C.
e Vgs: volumen de la fase gaseosa en el matraz en mL.
e Preslapresion atmoférica.
e Pves lapresion de vapor del agua: 0,032 atm a 25 °C.
e Ku: constante de Henry para el metano: 21,5 mgL-latm-1a 25 °C
e V.. volumen de la fase liquida en el matraz en mL.
Determinacion de la Fitotoxicidad
La fitotoxicidad permite describir el grado de efecto téxico producido por un
compuesto sobre el crecimiento de las plantas. Las condiciones de temperatura y
luminosidad durante el periodo de germinacion dependen del tipo de semilla a evaluar. Esta
prueba se llevara a cabo con semillas de berro (Lepidium sativum "Alenois") y lechuga

(Lactuca sativa "Bionda degli Ortelani*). El protocolo es:
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e Preparar diferentes muestras a diferentes concentraciones de digerido (100%, 70%,
50% 20% y 10%) de fraccion en volumen diluidas con agua desionizada.

e Centrifugar las muestras a 5000 rpm por 30 minutos, extraer los sobrenadantes y
filtrar con filtros Watman No. 41.

e Ubicar papel de filtro en las placas de Petri de 8,5 cm de didmetro y humedecerlos
con 5 ml de la muestra. Repetir el proceso para cada muestra de digerido.

e Sembrar diez semillas de lechuga Lactuca Sativa por placa y replicar cada
experimento de 3 a 5 veces e introducirlas en una pelicula pléastica.

Figura 2

Filtracion de las Muestras a Diferentes Concentraciones

Figura 3

Placa de Petri con las Semillas de Lechuga (Lactuca Sativa
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e Transferir las placas a una cdmara de germinacion bajo condiciones controladas de
temperatura (17 °C para las semillas de lechuga) y luminosidad (5 dias de oscuridad
para las semillas de lechuga).

Figura 4

Placas con Semillas a Diferentes Concentraciones de Digerido

-

3
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e Después de este periodo, realizar el conteo de las semillas germinadas, medir la

longitud radical de los véstagos y calcular el indice de germinacion (1G).
Figura 5

Medicion de la Longitud Radicular

Figura 6

Partes de la Semilla Germinada
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— Hipocotilo

Radicula

o_ Semilla

e Procesar la informacion con las expresiones:

N° de semillas germinadas en el extracto
PGR = , _ —x 100
N° de semillas germinadas en el testigo

Elongacion de las radiculas en el extracto
= *

CRR = 100
Elongacién de las radiculas en el testigo
G PGR * CRR
~ 100

Donde:
e PGR: Porcentaje de germinacion relativo.
e CRR: Crecimiento de radicula relativo.

e |IG: indice de germinacion.
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