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RESUMEN

Los lodos primarios procedentes del Camal Municipal de Ibarra son un
subproducto del faenamiento animal. La falta de una legislacion adecuada en el Ecuador
afecta la disposicion final de estos residuos, mismos que sin un tratamiento previo
pueden afectar paulatinamente el medio ambiente y la salud publica, debido a su
elevado porcentaje de materia organica putrescible, y microorganismos patdgenos. La
aplicacion de tratamientos bioldégicos y quimicos para la estabilizaciéon de lodos
residuales constituyen una alternativa para su aprovechamiento como materia prima en
la agricultura. En esta investigacion se obtuvo un fertilizante organico a partir del lodo
generado en la piscina de trampa de grasas de la empresa EPYPROCAI (Camal
Municipal Ibarra) y se  determind el efecto del fertilizante en el porcentaje de
germinacion de semillas de Hordeum vulgare (cebada). Se trataron las muestras del
lodo residual mediante digestion anaerobia a 30°C y 50°C variando las concentraciones
del inéculo de los diferentes tratamientos. Para la cuantificacion de patégenos se utilizd
el método de recuento en placa con los medios selectivos para E. coli, Salmonella,
Shigella y coliformes totales. Los parametros fisicos, macronutrientes y micronutrientes
se analizaron mediante ensayos fisicoguimicos; el potencial de produccion de metano
se cuantific6 mediante el principio de desplazamiento volumétrico utilizando una
solucion alcalina. Se evalu6 la influencia del lodo estabilizado en cebada mediante un
ensayo de fitotoxicidad en semillas e indice de germinacién en suelo. En los tratamientos
MK1T1 (lodo + inéculo 100 cc), MK2T2 (lodo + in6culo 130 cc), y MK3T3 (lodo + indculo
150 cc) a 50°C, se control6 de manera eficaz el crecimiento bacteriano de los patégenos
de interés, sin embargo, en el control de los microorganismos patégenos a 30°C se
evidencié que hubo una reduccion parcial de Salmonella y Shigella en los tratamientos
MK1T1y MK2T2, ademas, el tratamiento MK3T3 fue efectivo en la reduccion de E.coli,
cabe destacar que ninguno de los tratamientos fue eficiente en la eliminacién de
coliformes fecales. La mayor cantidad de metano producida durante la digestion
anaerobia pertenece al tratamiento MK3T3 a 50°C, los valores del contenido de materia
organicay la relacién C/N permanecieron altos al finalizar el proceso de degradacion de
la materia organica por lo que cumple con los niveles adecuados para un fertilizante de
buena calidad, en la evaluacion del fertilizante organico el ensayo de fitotoxicidad
MK2N1 obtuvo el mayor porcentaje de germinacion (96,67%) e indice de la tasa de
germinacion, mientras que el ensayo MK2N3 tuvo el menor indice de germinacién
(50%), y no se observd diferencias estadisticamente significativas del indice de
vigorosidad de las plantulas evaluadas. Se estudiaron caracteristicas morfolégicas

cuantitativas de las plantulas de cebada, las variables longitud de la raiz y altura de la

Xi



planta presentaron diferencias significativas siendo el tratamiento MK2T2L2 superior en

las variables mencionadas al resto de tratamientos.

Palabras clave: lodo residual, patégenos, digestibn anaerobia, fertilizante,

cebada.
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ABSTRACT

The primary sludge from the Ibarra Municipal Camal is a by-product of animal
slaughter. The lack of adequate legislation in Ecuador affects the final disposal of this
waste, which without prior treatment can gradually affect the environment and public
health, due to its high percentage of putrescible organic matter and pathogenic
microorganisms. The application of biological and chemical treatments for the
stabilization of residual sludge constitutes an alternative for its use as a raw material in
agriculture. In this investigation, an organic fertilizer was obtained from the sludge
generated in the grease trap pool of the company EPYPROCAI (Camal Municipal Ibarra)
and the effect of the fertilizer on the germination percentage of Hordeum vulgare (barley)
seeds was determined. The residual sludge samples were treated by anaerobic digestion
at 30°C and 50°C, varying the inoculum concentrations of the different treatments. For
the quantification of pathogens, the plate count method was used with selective media for
E. coli, Salmonella, Shigella and total coliforms. The physical parameters, macronutrients
and micronutrients were analyzed through physicochemical tests; methane production
potential was quantified by the principle of volumetric displacement using an alkaline
solution. The influence of the stabilized sludge on barley was evaluated through a
phytotoxicity test on seeds and germination index in soil. In the treatments MK1T1
(sludge + 100 cc inoculum), MK2T2 (sludge + 130 cc inoculum), and MK3T3 (sludge +
150 cc inoculum) at 50°C, the bacterial growth of the pathogens of interest was effectively
controlled, without However, in the control of pathogenic microorganisms at 30°C, it was
evidenced that there was a partial reduction of Salmonella and Shigella in the MK1T1
and MK2T2 treatments, in addition, the MK3T3 treatment was effective in reducing
E.coli, it should be noted that none of the treatments was efficient in the elimination of
fecal coliforms. The largest amount of methane produced during anaerobic digestion
belongs to the MK3T3 treatment at 50°C, the values of organic matter content and the
C/N ratio remained high at the end of the organic matter degradation process, so it meets
the requirements adequate levels for a good quality fertilizer, in the evaluation of organic
fertilizer the MK2N1 phytotoxicity test obtained the highest germination percentage
(96.67%) and germination rate index, while the MK2N3 trial had the lowest germination
index (50%), and no statistically significant differences were observed in the vigor index
of the evaluated seedlings. Quantitative morphological characteristics of the barley

seedlings were studied, the variables root length and height of the plant presented
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significant differences, the MK2T2L2 treatment being superior in the aforementioned

variables to the rest of the treatments.

Keywords: sewage sludge, pathogens, anaerobic digestion, fertilizer, barley.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La actividad a nivel industrial para la obtencién de productos carnicos produce
grandes cantidades de aguas residuales de mataderos, que estan clasificados como
uno de los efluentes mas perjudiciales para el medio ambiente, debido a la
contaminacién y desoxigenacion de fuentes de agua, estas aguas residuales generan
un impacto negativo debido a la alta concentracion de materia organica y patdgenos
acumulados por la cantidad de animales sacrificados (Achparaki et al., 2012).

De modo que, la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de los
mataderos, generan subproductos de valor durante los procesos de depuracién, dando
como resultado lodos residuales primarios y secundarios (Mufioz, 2000), estos efluentes
suelen contener altos niveles de materia organica constituidos principalmente de rumen,
heces, grasa, manteca de cerdo alimentos no digeridos, sangre, orina, carne disuelta y

proteinas solubles (Mutairi etal., 2004).

Por consiguiente, los métodos de tratamientos para aguas residuales de
matadero son comparables a los utilizados en los tratamientos de aguas residuales
municipales e incluyen tratamiento primario, secundario y terciario. Los principales
métodos se pueden dividir en cuatro categorias principales tratamiento fisicoquimico,
tratamiento bioldgico, AOP (procesos de oxidacién avanzados) y procesos combinados
(Achparaki et al., 2012).

Ademas, existen tratamientos modernos tales como la tecnologia de ésmosis
inversa, la flotacion por aire disuelto (DAF) y lodos activados de lecho fijo integrado
(IFAS) que se encuentran entre las tecnologias que pueden producir efluentes tratados
de alta calidad (Baker et al., 2021).

La Empresa Publica Municipal de Faenamiento y Productos Carnicos de la
ciudad de Ibarra brinda servicios en, prestacion de espacios fisicos para
comercializacién de ganado en pie, faenamiento de ganado mayor y menor, control
sanitario, y comercializacién de subproductos carnicos, contribuyendo a la salud y
seguridad alimentaria de la comunidad, con responsabilidad social y ambiental
(EPFYPROCAI, 2020).

De modo que, dentro de los procesos de faenamiento se producen aguas

residuales, que tienen un tratamiento bioldgico previo para remover los niveles de
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contaminantes, antes de su disposicion final al sistema de alcantarillado pablico. En este
proceso se da la formacion de lodos primarios en la piscina de trampa de grasas del
matadero, un tipo de residuo apto para la digestion anaerobia con potencial en la

produccién de metano (Abe et al., 2011).

Por otra parte, los lodos de depuradora, dado el elevado volumen que se genera
de ellos y su origen totalmente antropogénico, pueden ser considerados como un
subproducto de la actividad humana. Dependiendo del tipo de tratamiento que se haya
realizado en las aguas residuales de partida, es posible obtener lodos con propiedades
y caracteristicas distintas, o que aumenta la variabilidad de lodos existentes (Saghir &
Hajjar, 2022). Sin embargo, independientemente del origen de los lodos, todos se
caracterizan por unos elevados contenidos de agua, materia organica putrescible,

macro y micro nutrientes (Ciéslik et al., 2015).

En consecuencia, actualmente los lodos son utilizados como fertilizante para
cultivos después de someterse a procesos de estabilizacion (Oliveira et al., 2018). No
obstante, el contenido de materia organica actia como un acondicionador que mejora
la retencion e infiltracion del agua, mejorando las propiedades y la microbiota del suelo
(EPA, 2018). Sin embargo, dentro de los lodos residuales existe gran proliferacion de
diferentes tipos de microorganismos patégenos, siendo necesaria una depuracion

microbioldgica (Fransen et al., 1996).

Por consiguiente, la estabilizacién de lodos consiste en reducir la presencia de
patdgenas, eliminar malos olores y reducir o eliminar su potencial de putrefaccion, para
lo cual son utilizados tratamientos quimicos, biol6gicos o bioquimicos, como son los
procesos de hidrélisis enzimatica o los procesos fermentativos (Burgess & Pletschke,
2008). Una correcta gestion y estabilizacion es indispensable para que el uso de lodos

residuales sea una practica sostenible en la agricultura (Seleiman et al., 2020).

Asimismo, existen varios métodos para estabilizar los desechos organicos
procedentes de los lodos residuales de las PTAR, los tratamientos de digestién aerobia,
digestion anaerobia, procesos fisicoquimicos, compostaje y vermicompostaje son los
procedimientos mas utilizados (Semblante et al.,, 2015). Ademas, los procesos de
incineracion, pirolisis y gasificacion son métodos influenciados por energia térmica para

reducir los grandes volimenes de estos desechos organicos (Chin et al., 2021).

De hecho, el tratamiento anaerobio de fangos, reporta una alta eficiencia basada
en la biodegradacion de la materia organica en ausencia de oxigeno molecular, que
transforma la mezcla de lodos primarios y secundarios, convirtiéndolos, principalmente

en biomasa reducida, metano (CH.) y diéxido de carbono (CO,) (Castillo et al., 2003).
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El tratamiento anaerobio da como resultado menor cantidad de lodos residuales, y la
energia se produce en forma de biogas, que puede utilizarse para calefaccién y

produccién de electricidad (Davidsson et al., 2008).

Ademds, dentro de las tecnologias comunmente utilizadas para la digestion
anaerobia se encuentra el reactor tipo batch (discontinuo), este sistema es utilizado para
procesos a escala de laboratorio. Este tipo de reactor crea las condiciones necesarias
para un proceso de fermentacion por lo que ha sido utilizado en la codigestion de lodos
de trampa de grasa y lodos de depuradora en reactores piloto de 2 litros (Davidsson et
al., 2008). Por otra parte, no posee entradas ni salidas ya que la cantidad a reaccionar
es cargada directamente al reactor y se espera un periodo determinado de tiempo
(Bonilla et al., 2017).

Por consiguiente, a través de los afios los lodos residuales se han empleado de
forma convencional como materia prima para la elaboracién de fertilizantes y
bioestimulantes organicos, debido a que la materia organica se compone principalmente

de proteinas, carbohidratos, grasas y nutrientes (Hidaka et al., 2015).

Por esta razon, la aplicacion agricola al suelo es la via principal para el uso
beneficioso del lodo mediante el reciclaje de nutrientes. Para este proceso de
estabilizacién la destruccion de sélidos volatiles (VS), la demanda quimica de oxigeno
(DQO), asi como la produccion de biogas, son los indicadores clave del rendimiento del

proceso de digestiéon de lodos (Tezel et al., 2011).

Por consiguiente, las practicas agricolas modernas han afectado gradualmente
la calidad del suelo en términos de estructura y equilibrio biolégico. De modo que, los
fertilizantes organicos son una alternativa menos invasiva para el medio ambiente que
permite aprovechar la materia organica originada como subproducto de los procesos de

faenamiento.

Asimismo, el propdésito del uso del lodo en la agricultura es la utilizacion de
nutrientes como el fésforo y el nitrégeno para fertilizar el suelo, la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (US EPA), estima que la mitad de los fangos o lodos
residuales producidos en Estados Unidos, es esparcida en los terrenos aplicado como

fertilizante (Carvajal & Carmona, 2015).

Por lo tanto, se debe garantizar la ejecucién de una normativa aplicable a la
gestiéon de lodos, que asegure la proteccion de la salud humana y el medio ambiente,
por otra parte en el Ecuador la gestion de lodos residuales provenientes de los procesos
fisicoquimicos y bioldgicos de las plantas de tratamiento de aguas residuales es escaso

(Hazra, 2016).
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1.2 Planteamiento del Problema

El incremento del uso de fertilizantes a nivel mundial ha incrementado afio tras
afo, las practicas agricolas modernas paulatinamente han causado impactos negativos
en el ambiente, como la degradacion de la fertilidad y el equilibrio biologico del suelo.
La aplicacion de fertilizantes quimicos tiene desventajas como lixiviacion, contaminacion
de recursos hidricos, destruccién de microorganismos benéficos, susceptibilidad de los
cultivos a enfermedades, ademas la degradacion de la estructura del suelo (Llive, 2016).

En el Ecuador los niveles de consumo de fertilizantes son de 313,6 kg/Ha de
tierra cultivable; lo cual es relativamente elevado a escala mundial si se compara con
paises colindantes, se observa que solo Colombia alcanza cifras superiores, para el afio
2018 el consumo asciende a 386,8 Kg/Ha (Banco Mundial, 2022). Ademas, Ecuador es
un pais netamente dependiente de la importacion de fertilizantes; para poder suplir la
demanda interna de macronutrientes como nitrogeno, fosforo y potasio (ICEX, 2017),
asimismo, la producciény distribucién de fertilizantes en el Ecuador esta limitada a
pequefas localidades o comunidades (Llive, 2016); todo esto genera un riesgo

potencial en un sector fundamental para la economia como es el agricola.

Existen alternativas ecoldgicas y sustentables como: bioles, biofertilizantes,
fertilizantes organicos verdes vy fertilizantes elaborados con lodos residuales
estabilizados (Vaneeckhaute et al., 2013). Sin embargo, en relacién a la implementacion
agricola de fertilizantes elaborados con lodos crudos o no estabilizados; se constituyen
como un foco de contaminaciobn ambiental (Hazra, 2016); debido a que, al
descomponerse sin un tratamiento previo, emanan malos olores, contaminan
ecosistemas de agua y suelo con metales pesados. Ademas, constituyen un vector de
enfermedades que ponen en riesgo la salud humana; debido a la alta carga de materia
organica que permite el desarrollo de microorganismos patégenos como virus, bacterias

y parasitos, siendo un factor de riesgo biolégico inminente (Savin et al., 2020).

En la actualidad en la PTAR del Camal Municipal de Ibarra (EP-FYPROCAI)
provincia de Imbabura, genera un volumen diario de agua residuales procedentes de las
actividades de faenamiento; la prolongada acumulacion de los biosoélidos de estos
efluentes produce altos volimenes de lodos residuales, que no son estabilizados por
ningan tratamiento quimico o biolégico; ademdas, no se han propuesto alternativas

viables para su disposicion final.
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Debido a los impactos de la contaminacion ambiental, es necesario que los lodos
residuales primarios del Camal Municipal de Ibarra (EP-FYPROCAI); reciban un
tratamiento previo, antes de su disposicion final; ya que constituyen un atractivo para
vectores como roedores, moscas, mosquitos etc. La estabilizacion de los lodos
residuales es importante para evitar problemas de salud en la poblacion circundante; ya
presentan un elevado contenido de virus adheridos a las particulas biosélidas,
procedentes de las heces de animales infectados; los lodos residuales crudos son un

factor de riesgo elevado (Hazra, 2016).

Asimismo, la aplicacion de estos desechos organicos sin tratamiento al suelo;
promueve la propagacion de virus entéricos, adenovirus y rotavirus (Gholipour et al.,
2022); por consiguiente, una ineficiente gestion de la disposicion final y descarga de los
lodos residuales; provoca una contaminacion masiva en ecosistemas terrestres y
superficies, ademas, infecta ecosistemas acuaticos como aguas superficiales y
subterraneas (Wear et al., 2021). Es por ello, que se requiere estudiar alternativas
sostenibles para el tratamiento de estos biosélidos.

1.3 Justificacion

Es fundamental la certificacion de la calidad de lodos residuales en relacion con:
los limites de contaminantes, nivel de reduccion de patégenos alcanzado, nivel de
reduccién de atraccion de vectores y concentraciones de nitrégeno. La liberacién de
compuestos nitrogenados en fertilizantes a base de lodos residuales, es menor que la
generada por fertilizantes quimicos, reduciendo el impacto ambiental de lixiviacién por
nitrégeno, por lo que representa una alternativa viable de reciclaje (Moreno et al., 2017).
El desarrollo de tecnologias destinadas a la produccién masiva de productos
alimenticios basadas en compuestos sintéticos conlleva a una agricultura insostenible

para las futuras generaciones (Laurin et al., 2006).

La elevada carga organica que poseen los lodos de matadero, constituyen la
materia prima adecuada para el desarrollo de fertilizantes orgénicos, estudios realizados
por Wevers, (2019), determinaron que es factible la elaboracion de fertilizantes
mediante un tratamiento biolégico anaerobio en un biorreactor, por lo tanto, la
reutilizacion de lodos para la produccién de abonos organicos, contribuyen con un
cambio en la matriz productiva del pais y la produccién agricola nacional, fomentando

una agricultura sostenible.
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Los productos de origen orgénico en la agricultura previenen el deterioro del
ambiente, causada por el uso de agroquimicos, también, mejora la calidad del suelo
manteniendo la  biodiversidad de  microorganismos benéficos, porosidad vy
reduce la erosién del suelo (Y. Jiang et al., 2022). Ademas, estos biosélidos
cuentan con nutrientes necesarios para el proceso de crecimiento de cultivos (Torres et
al., 2005). Por ello la aplicacion de los fertilizantes organicos es una opcion viable y
prometedora que tiene el fin de sustituir de manera parcial el uso de fertilizantes
quimicos, que en la actualidad han ganado popularidad entre los productores de

alimentos de primera necesidad (Armenta et al., 2010).

El reciclaje y aplicacion de lodos residuales en la agricultura, reincorpora los
nutrientes que fueron extraidos por los diferentes cultivos incrementado la materia
organica y la capacidad de intercambio catiénico del suelo (Seleiman et al., 2020). La
finalidad del presente estudio es la estabilizacion de los lodos primarios residuales
generados en el camal municipal de Ibarra mediante un tratamiento biolégico para la
generacion de un fertilizante. Un producto de valor agregado como una alternativa
ecoldgica, que pretende aumentar la calidad de productos agricolas, minimizar el tiempo
de cultivo y reducir costos.

1.4 Preguntadirectriz

El tratamiento térmico y biolégico de los lodos del Camal optimizaran el proceso
de fermentacién anaerobia y disminuira los organismos patégenos presentes en el lodo

residual.

1.5 Objetivos de Investigacién

1.5.1 Objetivo General

Estabilizar los lodos residuales del camal municipal de Ibarra a través de un
proceso biolégico para reducir la carga microbiol6gica y su posterior aprovechamiento

como fertilizante organico.
1.5.2 Objetivos especificos

= Construir un reactor anaerobio tipo batch a escala de laboratorio para el
tratamiento de lodos residuales.

= Evaluar la reduccioén de la carga patogénica del lodo residual a través de un
tratamiento térmico y bioldgico.

= Determinar la influencia del fertilizante organico en plantulas de la familia

poaceae.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Faenamiento en camales municipales

Los camales municipales son instituciones administradas por los gobiernos
autonomos descentralizados (GAD) de cada provincia, son responsables de prestar
servicios en: prestacion de espacios fisicos para la comercializacion de ganado en pie,
comercializaciébn de subproductos cérnicos, y principalmente el faenamiento de

animales de consumo.

El faenamiento corresponde a un proceso ordenado sanitariamente para el
sacrificio de animales bovinos, caprinos, porcinos etc. Antes del proceso de
faenamiento, los animales son revisados y examinados mediante un examen
veterinario, con el objetivo de evaluar las condiciones de sanidad o enfermedad del
animal. Todo este proceso técnico ayuda a la obtencion de productos carnicos de
calidad en condiciones que aseguren la inocuidad alimentaria para el consumo humano
(EMRAQ-EP, 2020).

2.1.1 El camal municipal de Ibarra

La Empresa Publica de Faenamiento y Productos Carnicos de Ibarra (EP-
FYPROCAI) brinda servicios de faenamiento de bovinos, caprinos y porcinos,
actualmente el camal produce un volumen diario de 73m*® de aguas residuales
procedentes del proceso de faenamiento. Por tanto, se generan alrededor de 600 kilos
de lodos primarios al mes en la piscina de trampa de grasas, estos biosélidos no son

estabilizados ni se han propuesto alternativas para su reutilizacion o disposicion final.

Dichos residuos, son una fuente de gran cantidad de microorganismos patégenos
como virus bacterias y parasitos siendo un riesgo biolégico en el medio ambiente
(Fransen et al., 1996).

2.1.1.1 Aguas Residuales EPYPROCAI.

La empresa EPYPROCAI genera un caudal de agua residual aproximado de
73md/dia, con una demanda quimica de oxigeno de 4400 mg/L y una demanda biolégica
de oxigeno de 2200mg/L aproximadamente. Con la finalidad de dar un tratamiento al
agua fue instalado un sistema de lodos activados. La planta inicia con el ingreso del
agua mediante una bomba de 3 Hp, caudal que es dirigido hacia la criba, sistema
encargado de retirar los solidos del agua obteniendo una reduccién de la carga y

permitiendo la dosificacion de un floculante, esto permite el ingreso del agua a la piscina
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de trampa de grasas la cual permite la sedimentacion de los sélidos disueltos floculados
en forma de lodo (MINICONS, 2019).

2.1.1.2 Descripciéon de la PTAR.

La planta de tratamiento de la empresa EPFYPROCAI esta dividida en dos

etapas explicadas en la figura 1 y 2.
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Figura 1.Pretratamiento y tratamiento primario de la Planta de Tratamiento de la
empresa EPFYPROCAI. Procedente de: MINICONS, (2019).
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Figura 2.Tratamiento secundario de la PTAR de la empresa EPFYPROCAI. Procedente
de: MINICONS, (2019).
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2.2 Lodos Residuales

Los lodos residuales constituyen una mezcla sélida, semisélida o liquida
proveniente del tratamiento de efluentes que han sido afectados negativamente por
influencia antropogénica. Estan constituidos por microorganismos que remueven la
materia orgénica del agua residual que emplean como alimento (Andreoli et al., 2001).
Sin embargo, su composicion varia en funcion de las caracteristicas iniciales del agua
residual, la acumulacion de solidos en los lodos residuales conlleva la acumulaciéon de
compuestos organicos e inorganicos como metales, nutrientes, contaminantes

organicos y patdgenos (Fransen et al., 1996).
2.2.1 Tipos de Lodos Residuales

Existen diferentes clasificaciones de los lodos residuales, los grupos mas
conocidos son: lodos crudos, lodos primarios, lodos secundarios, lodos activados, lodos
digeridos y lodos mixtos. Se conoce como lodos crudos a aquellos que no son tratados
ni estabilizados, se obtienen directamente de la planta de aguas residuales; otro grupo
son los lodos primarios, se generan mediante un proceso de sedimentacién de los
afluentes, estdn compuestos principalmente por arena, grasas, soélidos inorganicos y

organicos.

Los lodos secundarios son aquellos restantes del tratamiento bioldgico,
producto del consumo de la biomasa en exceso, el contenido de estos lodos son
particulas no hidrolizables y biomasa del metabolismo celular; los lodos activados se da
como resultado de la interaccién de varios microorganismos, se presenta en forma de
floculos de biomasa durante el tratamiento biolégico, ademas, estan compuestos por
microorganismos aerébicos y anaerébicos como bacterias, arqueas, hongos y protistas
(Shchegolkova et al.,, 2016). Los lodos digeridos, son producto de la digestion
anaerobia, contienen grandes cantidades de gas, olor nulo o leve pero no desagradable,
el contenido de materia organica esta entre un 45%-60%; finalmente, los lodos mixtos
gue constituyen como la mezcla de lodos primarios y secundarios, presentan

caracteristicas de ambos tipos de lodos (Canziani & Spinosa, 2019).

Desde el punto de vista de su contenido microbiol6gico, se pueden clasificar a
los lodos en: clase A, que cumplen con los requerimientos de reduccion de atraccién de
vectores, no tienen concentraciones detectables de patdégenos, y en clase B que aun
presentan niveles detectables de patdgenos, tienen restriccion al publico (Fransen et al.,
1996).
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2.2.2 Composicion de los lodos residuales de Camales Municipales

Los lodos primarios producidos por el faenamiento de animales contienen una
gran cantidad de materia organica que se compone principalmente de proteinas
carbohidratos y grasas, debido a la aglomeracion de desechos como tejido animal,
sangre, estiércol y rumen. Los tratamientos efectuados en las PTAR afectan
directamente en las propiedades y viabilidad de los biosolidos (Amador et al., 2015).
Estos residuos son un recurso valioso, ya que puede estabilizarse y convertirse en
fertilizantes ricos en nutrientes (Oliveira et al., 2018). La descripcidén de las principales

caracteristicas fisicas que presentan los lodos residuales se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1.

Caracteristicas fisicas de los lodos residuales de acuerdo con su clasificacion.

Lodo Descripcion

_ _ Color gris, lodo grasiento, olor fétido, altamente
Lodo primario
fermentable.

_ Color marrén oscuro, olor inofensivo, parcialmente
Lodo secundario - . o
estabilizados, facil de digerir.

o Color marron oscuro o negro, olor a caucho
Lodo digerido . _
guemado o alquitran, contenido de gas.

Procedente de: Oropeza, (2006).

Por otro lado, el contenido de los principales componentes como
macromoléculas, macronutrientes, micronutrientes y patégenos en los lodos residuales
se describen en la Tabla 2.

Tabla 2.

Caracterizacion y composicion de lodos residuales.

Lodos Lodos

Parametros Primarios Secundarios Lodos Digeridos
(mezcla)

pH 5.5-6.5 6.5-7.5 6.8-7-6
Contenido de agua (%) 92-96 97.5-98 94-97
SSV (%SS) 70-80 80-90 55-65
Grasas (%SS) 12-14 3-5 4-12
Proteinas (%SS) 4-14 20-30 10-20
Carbohidratos (%SS) 8-10 6-8 5-8
Nitrégeno (%SS) 2-5 1-6 3-7

24



Fosforo (%SS) 0.5-1.5 1.5-2.5 0.5-1.5
Bacterias patégenas

(NMP/100ml) 103 -105 100-1000 10-100
Metales pesados (%SS) - - -
(Zn, Cu, Pb) 0.2-2 0.2-2 0.2-2

Procedente de: Oropeza,( 2006).

2.2.3 Microbiologia de los Lodos Residuales

El estudio de Temiotan et al., (2016), en la evaluacion del perfil bacteriano de
aguas residuales de matadero utilizando medios diferenciales y selectivos, muestra
resultados que identifican la presencia de Escherichia sp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter sp., Klebsiella sp., Staphylococcus sp., Salmonella sp., Streptococcus sp.
y Serratia sp. En la investigacion de Shchegolkova et al., (2016), se realiz6 la
secuenciacion del gen 16S rRNA de la biocenosis de microorganismos de aguas
residuales municipales, de mataderos y de refinerias, para lo cual cada planta de
tratamiento (PTAR) demostr6 un patron taxondémico Unico, la mayoria de los
microorganismos patégenos ( Streptococcus, Trichococcus, etc.) que estan
abundantemente representados en las aguas residuales, disminuyeron
significativamente en la biocenosis de todas las estaciones depuradoras de aguas

residuales (EDAR), a excepcion de las aguas residuales del matadero.

Se ha realizado la identificacion de bacterias filamentosas en EDAR industriales
siendo las Alphaproteobacterias las mas representativas (Rodriguez et al., 2008). Las
bacterias filamentosas consumen principalmente carbohidratos y secretan muchas
exoenzimas, como por ejemplo: Quitinasa, glucuronidasa y galactosidasa
(Shchegolkova et al., 2016).

Un estudio realizado por Shchegolkova et al., (2016) durante un periodo de dos
afos, refleja que género Acinetobacter es el mas abundante en tres tipos de aguas
residuales: aguas domésticas, de matadero y de una refineria. Ademas, se encontraron
otros géneros predominantes como: Acidaminococcus, Cloacibacterim y Megasphaera.
En aguas residuales de mataderos, el lodo activado de la PTAR demostré un aumento
de 30 a 100 veces en el contenido relativo de Flavobacteriaceae, asimismo, se reflejé
una disminucion de 50 a 500 veces en las familias bacterianas Caldilineaceae,
Nitrospiraceae y Planctomycetaceae , en comparacion con la PTAR de aguas

domésticas y de refineria.
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2.2.3.1 Microorganismos Patdgenos.
2.2.3.1.1 Coliformes Fecales.

Son un conjunto de microorganismos coliformes procedentes de materia fecal,
estos patdégenos pueden causar enfermedades en el tracto gastrointestinal, las
coliformes fecales se denominan termo tolerantes por su capacidad de desarrollarse en
temperaturas de 40 a 45°C, los ambientes con una alta carga organica como lodos

residuales son aptos para su proliferacion (Méndez ., 2008).

2.2.3.1.2 Escherichia coli.

E.coli, es una bacteria perteneciente a la familia Enterobactereaceae, es un
patdégeno que se transmite por el consumo de alimentos y agua contaminados, puede
causar infecciones de forma extraintestinal como gastrointestinal (Maza et al., 2020).
Acorde a varios analisis este patdgeno esta presente en aguas y lodos residuales de

origen organico (Straub et al., 2020).

2.2.3.1.3 Salmonella.

La Salmonella, es un bacilo gramnegativo, pertenece a la familia de las
Enterobactereaceae, es uno de principales patégenos causantes de infecciones en
humanos y animales, ocupa el segundo lugar en lugar en enfermedades transmitidas
por alimentos contaminados (Maza et al., 2020). La presencia de este patdgeno esta

evidenciada en los lodos residuales de origen organico (Straub et al., 2020).

2.2.3.1.4 Shigella.

Es una bacteria gram negativa que es causante de infecciones, es muy parecida
a E.coli con la diferencia que este patdgeno puede infectar el epitelio intestinal (Maza et
al., 2020). Este microorganismo se puede desarrollar en los lodos residuales de origen

organico (Straub et al., 2020).

2.2.3.1.5 Huevos de Helmintos.

Se ha corroborado la presencia de huevos de helmintos viables tanto en las
aguas residuales como en los lodos residuales, en valores superiores a 1 huevo de
helminto viable/L de agua y mayor a 1 en 2g/ST en muestras de lodos o biosdlidos, lo
gue se considera como riesgo potencial para la salud publica por la OMS y alerta sobre
la posible presencia de estos huevos de helmintos en los alimentos que han sido
regados con estas aguas o que han estado en contacto con los lodos provenientes de

las plantas de tratamiento (Ortiz et al., 2012).
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2.2.4 Bacterias Anaerobias

Las bacterias anaerobias metabolizan materia organica y la transforman en
metano y didxido de carbono. Producen su propia energia digiriendo sustancias que
carecen de oxigeno, generalmente emplean la ruta de la fermentacion de particulas
organicas, pero también usan reacciones quimicas en compuestos inorganicos
(Corrales et al., 2015).

2.2.4.1 Bacterias Hidroliticas Fermentativas.

La hidrdlisis es el paso que limita la velocidad en la digestion anaerdbica de
sustratos solidos, estas bacterias degradan las sustancias organicas complejas
(carbohidratos, proteinas y grasas) transformandolas en acidos organicos (acético,
propidnico y butirico), hidrégeno y diéxido de carbono (Y. Li et al., 2010). El proceso
ocurre principalmente a través de la actividad de las enzimas extracelulares secretadas
por bacterias hidroliticas unidas a sustratos poliméricos, sin embargo, las bacterias
hidroliticas no obtienen ninguna energia de esta reaccion. Por tanto, los mismos
organismos realizan las siguientes etapas de la acidogénesis, absorbiendo y

fermentando los productos hidrolizados (Strauber ., 2012).

2.2.4.2 Bacterias Metanogénicas.

Son sensibles a las variaciones de temperatura, pueden desarrollarse en el
rango mesofilico (15-40°C) o bien en el rango termofilico (55-65°C). Son capaces de
transformar los productos de otros anaerobios (CO;, Hz, acetato y formiato) en metano
y CO: (Y. Li et al., 2010). Existen dos tipos, las bacterias metanogénicas acetoclasticas
gue usan acido acético para la produccion de biogas (Strauber et al., 2012; Torres et al.,
2007) y las bacterias metanogénicas hidrogenotréficas que utilizan el hidrdgeno como
donante de electrones y el dioxido de carbono como aceptor para formar metano
(Conrad, 2018). Se ha encontrado en diferentes estudios realizados en aguas residuales
de mataderos porcinos y avicolas, que gran cantidad de biogas/ metano generado se
observé en familias bacterianas como: Porphyromonadaceae , Tissierellaceae,

Methanospirillum y Methanobacteriaceae (Granada ., 2018).

2.2.4.3 Bacterias Nitrato-Reductoras.

Es este proceso metabdlico, las bacterias utilizan el nitrato como aceptor final de
electrones en condiciones anaerobias, generando como producto final nitrégeno
molecular N2 (Wannapawn ., 2018). Los principales géneros de bacterias desnitrificantes

en lodos de matadero son Pseudomonas y Alcaligenes (Kundu ., 2011).

27



2.2.4.4 Bacterias Sulfato Reductoras.

Producen sulfuros, se encuentran en compuestos organicos ricos en azufre,
compiten por el hidrégeno y acetatos con las bacterias metanogénicas produciendo
acido sulfhidrico (H2S) (Dai ., 2017). Los microorganismos mas comunes que efectdan
la reduccién de compuestos sulfurados presentes en lodos residuales de mataderos son

los géneros Desulfomicrobium y Desulforibrio (Yan ., 2018).

2.3 Tratamientos Biolo6gicos para la Estabilizacién de los Lodos Primarios

Residuales

Estos procedimientos utilizan diferentes tipos de microorganismos, que emplean
una serie de reacciones metabodlicas capaces de degradar los residuos organicos,
reduciendo el volumen de los efluentes. Es importante destacar que, para la
estabilizacion de lodos residuales los tratamientos bioldgicos son los mas eficaces en la
remocién de nutrientes, ademas, fomentan la disminucion de patégenos dafiinos para
la salud humana (Arthurson, 2008). El objetivo principal de estos tratamientos consiste
generalmente en la coagulacion de los sélidos suspendidos para lograr la estabilizacion

de la materia organica (Alam et al., 2007).

2.3.1 Compostaje

Se basa en la estabilizacion de la materia organica mediante la biodegradacién a
temperaturas entre 50 a 70°C, obteniendo como resultado un producto final tipo humus
libre de microrganismos patdgenos, las condiciones de este proceso pueden ser
aerobias y anaerobias, el 20 o 30% de los sélidos volatiles se transforman en CO. y
agua, el compostaje en hileras abiertas es la tecnologia convencional utilizada para la
produccion de compost. Dado que la generacion de compuestos olorosos es inevitable,
dichas instalaciones deben construirse a grandes distancias de las propiedades vecinas

y considerar los vientos predominantes en la zona. (Torres et al., 2007).

2.3.2 Digestién Aerobia Termofilica

Consiste en acortar los tiempos de eliminacion de la materia organica
biodegradable por lo general este proceso se lleva a cabo en un periodo de tiempo de
tres a cuatro dias, es una mejora al sistema aerobio convencional mediante aplicacion
externa de temperatura y la autorregulacién térmica proporcionada por el calor
desprendido en la oxidacién microbiana, los reactores utilizados en la digestion
anaerobia terméfila pueden mantenerse en temperaturas de 55 hasta 65°C (Metcalf &
Eddy, 2016).
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2.3.3 Digestién Aerobia

Es un proceso realizado en presencia de oxigeno, los microrganismos
empleados en este proceso consumen todos los nutrientes disponibles en los lodos
hasta entrar en fase enddgena metabolizando su propio protoplasma. Este mecanismo
es afectado por condiciones ambientales externas que influyen directamente sobre el
rendimiento y consiste en la oxidacién de la materia organica biodegradable en diéxido

de carbono, agua y amoniaco (Metcalf & Eddy, 2016).

2.3.4 Digestién Anaerobia Termofilica

Estudios previos han sefialado la importancia de la implementacion de métodos
de estabilizacién de lodos que reduzcan significativamente los niveles de patégenos,
este tipo de digestiébn anaerobia se lleva a cabo gracias a la accién de bacterias
terméfilas que actdan en un rango de temperatura comprendido de 49 a 57°C, la
velocidad de reaccion se eleva con la temperatura hasta llegar a un limite, por otro lado,
ofrece una mayor produccién de metano, un rendimiento mas rapido y una mejor

inactivacion de patégenos (Appels et al., 2008).

2.3.5 Digestién Anaerobia Mesofila

Los microorganismos comunmente usados son las bacterias mesdfitas que actian en
un intervalo de 30 hasta 42°C (Tezel ., 2011). La mayoria de los digestores de alta

velocidad se operan en el rango mesofilico (Cheunbarn & Pagilla, 2000).

2.3.6 Digestién Anaerobia

Proceso que se realiza en ausencia de oxigeno, consiste en la descomposiciéon
de la materia organica presente en lodos residuales, transformando biol6égicamente el
contenido organico en metano y diéxido de carbono. La digestiébn anaerobia es uno de
los procesos de estabilizacibon mas extendidos, la eficiencia en el proceso de
degradacion anaerodbica depende de: pH, temperatura, concentracion y disponibilidad
de sustrato o nutrientes, métodos de alimentacion del sustrato, y sedimentacion (Appels
et al., 2008).

El proceso de fermentacion involucra una serie de reacciones metabolicas para
el proceso de degradacion anaerobia (Figura 2.), estos procesos metabdlicos se dividen
en varias etapas hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Corrales et
al., 2015).
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Figura 3. Esquema General del Proceso Bioquimico de la Digestion Anaerobia
Adaptado de: Achinas & Willem, ( 2016).

2.3.6.1.1 Hidrodlisis.

La hidrdlisis es la primera etapa de la digestion anaerobia, involucra enzimas
para la transformacion de materiales organicos solubles y componentes mas grandes
de masa molecular como lipidos, polisacéaridos, proteinas, grasas, y acidos nucleicos
(Parra, 2015). El procesado de lodos mediante hidrélisis enzimética conduce a la
disminucion del tamafio molecular del componente proteico soluble, tanto los péptidos
como los aminoécidos libres son mucho mas biodisponibles para los microorganismos
gue las proteinas de partida, favoreciendo su crecimiento y actividad. El tratamiento
térmico tiene como efecto la solubilizacion de parte de la materia organica y la
desnaturalizacion de las proteinas al facilitar la digestién del componente proteico de los

lodos por parte de las enzimas proteoliticas (Tejada et al., 2018).

La hidrolisis de carbohidratos puede provocarse con un acido mineral diluido o
ser catalizado por una enzima. Los &cidos grasos de cadena larga, en altas
concentraciones provenientes de la hidrélisis de lipidos pueden inhibir los procesos de
acetogénesis y metanogénesis. Sin embargo, debido al alto contenido energético, este

tipo de residuos es adecuado para la digestién anaerdbica (Méndez et al., 2017).

2.3.6.1.2 Acidogénesis.

En esta etapa diferentes microorganismos fermentan las moléculas orgénicas
solubles producidas en fase de hidrolisis en compuestos que pueden ser utilizados
directamente por las bacterias metanogénicas como &cido acético, acido férmico e Ho,
también, en compuestos organicos méas reducidos como &cido lactico, etanol, &cido
propidnico, acido butirico y acido valerato que pueden ser oxidados directamente por
bacterias acetogénicas a substratos que puedan utilizar las metanogénicas (Buenrostro

., 2000). La fermentacion acidogénica facilita y determina las velocidades y el
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rendimiento de los pasos metabdlicos posteriores, es decir, acetogénesis y

metanogénesis (Corrales et al., 2015).
2.3.6.1.3 Acetogénesis.

La fase acetogénica se caracteriza por degradacién bacteriana de compuestos
como el &cido valerato, butirato, propionato y algunos aminoacidos (Tabla 3), que
necesitan ser transformados en productos mas sencillos para el metabolismo de

bacterias metanogénicas como son el acetato e hidrogeno (Stams, 1994).

Tabla 3.

Reacciones del metabolismo de las bacterias acetogénicas.

Reacciones para la obtencion de acetato AGP° (kJ)

Etanol y lactico

Etanol+ H,O—Acetato? + H" +2H; +9.6
Lactato+ 2H,O— Acetato + H* +2H, + HCOg3 +4.2
Acidos grasos

Acetatol+ 4H,O0— H* +4H, + 2HCO3 +104.6
Propianato+ 3H,O— Acetato!+ H* +3H, + HCO3’ +76.1
Butirato*+ 2H,O— 2Acetato® + H* +2H, +48.1
Valerato'+ 3H,O0—3Acetato? + 2H" +4H, +96.2
Aminoacidos

Alanina*+ 3H,O— Acetato+ HCOgz + NHs" + H* +2H, +7.5
Aspartato+ 4H,O— Acetato+ HCO3 + NHs* + H" +2H, -14.0
Leucina+ 3H,O— Isovalerato + HCO3 + NH4* + H* +2H; +4.2
Glutamato*+ 4H,0— Propianato™® + 2HCO3 + NHs" + H" +2H; -5.8
Glutamato*+ 7H,O— Acetato+ HCOj3 + NH,* + 3H* +5H; +70.3

Procedente de: Stams, (1994).
2.3.6.1.4 Metanogénesis.

El resultado final del ciclo de la digestion anaerobia es biogas que se compone
principalmente de metano, diéxido de carbono y otros componentes, los
microorganismos metanogénicos pueden ser considerados como los mas importantes
dentro del consorcio de microorganismos anaerobios, ya que son los responsables de
la formacién de metano y de la eliminacién de los compuestos metabolizados por los
anteriores grupos de bacterias (Strauber et al., 2012). Si se conoce la composicion

quimica elemental de la materia organica de entrada (Tabla 4) se puede estimar la
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cantidad de metano producido en la estequiometria de la reaccién a través del modelo
de Buswell, las variables calculadas estan definidas por la ecuacién 1, que representa
una reaccion redox balanceada en la cual los productos de la digestién anaerobia son

metano, dioxido de carbono y amoniaco Crespo ., (2016).

€0, + dNH;

4a-b-2c+3d 4a+b-2c-3d
b Gy (L

(4a—b+2(+3d)
4

qum+(
(1)

Donde a, b, ¢ y d son los coeficientes estequiométricos de las moléculas
biodegradables. En este andlisis se asume que todos los electrones donados son
exclusivamente empleados para la energia metabdlica, por lo que la sintesis celular no

se toma en cuenta.

Tabla 4.

Produccion de metano a partir de diferentes sustratos.

Sustrato Reaccion

Carbohidratos CsH1206 — 3CO2 + 3CH4

Grasas C12H2406 + 3H20 — 5.4CO2 + 5.7CHg4

Proteinas C13H2507N3S+6H20—6.5C0O2+6.5CHs+3NH3+H2S
Acetato Acetato + HO—CH4 + HCO3 + H*

Procedente de: Stams, (1994).
2.3.6.2 Factores que Influyen en el Proceso de Digestion Anaerobia.

Para llevar a cabo procesos biolégicos, es preciso mantener las condiciones
Optimas para el progreso de las reacciones metabolicas correspondientes, para mejorar
las condiciones de desarrollo de los microorganismos encargados de interactuar con la
materia organica para la biodegradacion de esta es necesario controlar parametros
fisico s y quimicos. Los principales pardmetros para efectuar el proceso de digestion
anaerobia son: la temperatura del sistema, el grado de acides (pH) y a relacién C/N de

los residuos organicos (Acosta & Obaya, 2005).
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2.3.6.2.1 pH.

La velocidad de crecimiento de las bacterias anaerobias esta estrictamente
regulada por los cambios de pH ya que regulariza las proporciones de sustancias
inhibidoras. Niveles de pH entre 7 y 8 permiten una mayor reduccién de DQO, altos
contenidos de sustancias organicas forman acidos grasos volatiles que reducen el pH
del medio y por ende la actividad metanogénica, ademas el pH regula el comportamiento
del nitrégeno amoniacal, pues en medios alcalinos la forma ionizada cambia y libera
amoniaco o su forma no ionizada resultando en inhibicion de bacterias metanogénicas
(Acosta & Obaya, 2005).

2.3.6.2.2 Temperatura.

La temperatura es un factor fundamental que determina la eficiencia del proceso,
un aumento de la temperatura bajo los estandares Optimos de crecimiento de los
microorganismos en un sistema anaerobio causa un aumento considerable en la
velocidad de reaccién con la que se lleva a cabo el proceso biolégico, un incremento
gue sobrepase los valores 6ptimos o los limites de tolerancia trae como consecuencia
la disminucion de la eficiencia de la digestion anaerobia o muerte de los

microorganismos presentes en el proceso (Acosta & Obaya, 2005).

2.3.6.2.3 Relacién C/N.

En todo proceso de tratamiento bioldgico se requiere que los microorganismos
reciban los elementos necesarios para su alimentacion y reproduccion, la cantidad y la
calidad del metano generado dependera de la composicion de la materia prima, una
relacion C/N superior a 35:1 retrasara el proceso de fermentacién debido al bajo
desarrollo de los microorganismos por la falta de nitr6geno, si el nitrégeno contenido en
el lodo esta en exceso puede producirse mucho amoniaco lo cual puede inhibir el
proceso fermentativo, una relacion C/N éptima de los componentes de la materia

organica para el proceso anaerobio es de 30:1 hasta 20:1 (FAO, 2011).

2.4 Inéculo

Son un conjunto de microorganismos puros o combinados en un estado de
latencia, las cepas que conforman los indculos son seleccionadas y aisladas. Su
aplicacion y uso esta expandido en actividades agricolas, industria de alimentos y
control biolégico (Mould et al., 2005). La elaboracion de los inéculos microbianos
comienza con el aislamiento de los microorganismos de interés, estos son trasladados

a un medio nutritivo de mayor volumen he incubados durante un periodo de tiempo. Se
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siguen varios parametros que cumplan las necesidades nutricionales y ambientales

Optimas para la proliferacion de la cepa (Mould et al., 2005).
2.4.1 Inoculantes Bacterianos

Es una formulacién que contiene una o mas cepas bacterianas beneficiosas, los
efectos deseados del inoculante sobre el crecimiento de las plantas pueden incluir la
fijacion de nitrégeno en las leguminosas, el biocontrol de principalmente enfermedades
transmitidas por el suelo, la mejora de la absorcién de minerales, la meteorizacion de

los minerales del suelo y efectos nutricionales u hormonales (Bashan, 1998).

2.4.2 Inoculantes Fungicos

Los microorganismos aplicados a las plantas pueden tener una doble funcién de
agente de biocontrol y de bioestimulante, y el efecto agricola pretendido sera
fundamental en su categorizaciéon regulatoria, los productos a base de hongos que se
aplican a las plantas para promover la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés, el
rendimiento de los cultivos y la calidad del producto se incluyen en el concepto de
bioestimulantes. Las principales limitaciones para su uso son la dificultad técnica para
propagar AMF (hongos micorrizicos arbusculares) a gran escala, debido a su caracter
biotrofico, y mas fundamentalmente, la falta de comprension de los determinantes de
las especificidades del huésped y la dinamica poblacional de comunidades de micorrizas
en agroecosistemas, distintas de las especies de micorrizas, pueden vivir al menos parte
de su ciclo de vida lejos de la planta, colonizar raices y, como se demostro
recientemente, transferir nutrientes a sus anfitriones, utilizando mecanismos poco
conocidos (Du Jardin, 2015).

2.4.3 Inoculantes Mixtos

Es una tecnologia con creciente aplicacion, con el objetivo de promover el
crecimiento de las plantas mediante la combinacién de distintos mecanismos de
diferentes microorganismos, en la actualidad, el uso de inoculantes microbianos en la
agricultura esta extendido a nivel mundial para diferentes cultivos y con diferentes
microorganismos, los desafios se basan en la produccion de inoculantes microbianos
para una gama mas amplia de cultivos y la expansion del area inoculada en todo el
mundo, ademas de la busqueda de soluciones microbianas innovadoras en areas

sujetas a episodios crecientes de estrés ambiental (Santos et al., 2019).

2.4.3.1 Soil Bacter.

Soil bacter es un inoculante comercial mixto de la marca Bioagropec compuesto

de bacterias acido lacticas, bacterias fototréficas, levaduras, hongos de fermentacién y
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Bacillus subtilis especializados en el proceso de biodegradacion de residuos de origen
organico, como carbohidratos, proteinas y grasas incrementando la velocidad de
descomposicién de la materia organica sin causar influencias negativas en dicha
descomposicion. Este producto tiene una concentracion de 1x10° UFC del consorcio

microbiano por cada ml de producto.

2.5 Biorreactores

Dentro de la rama de la biotecnologia, se aplica el concepto de biorreactores o
fermentadores, son contenedores que simulan las condiciones ambientales propicias
para el desarrollo de hongos o bacterias, cuyo modo de operacion varia dependiendo
de los requerimientos de propagacion de cada microorganismo, los principales modos
de operacion son: por lotes (Batch), por lotes alimentados (fed-batch) y continuo. Todo
esto con el objetivo de obtener un producto de interés, desarrollado a partir de

reacciones metabdlicas, (Rosales, 2019).

Por lotes, es el modo de operacion mas simple del biorreactor, se caracteriza por
tener un flujo nulo de entrada y salida durante el periodo de ejecucion, de modo que se
agregan los elementos requeridos para la totalidad del proceso al comienzo de la
fermentacion (Worstell, 2015). Por lotes alimentados, es una version modificada de un
modo por lotes, el proceso comienza como una fase por lotes, donde la cantidad de
nutrientes disponibles baja a medida que la biomasa aumenta, cuando el nivel del
sustrato se convierte en un factor limitante, se suministra un flujo de nutrientes que
prolonga el tiempo de fermentacién, esto determina la tasa del crecimiento del

microorganismo (Worstell, 2015).

Finalmente, el modo de operacion continuo se caracteriza por tener un flujo de
entrada y de salida simultaneos. El sustrato se suministra continuamente al sistema, los
nutrientes no consumidos junto con la biomasa generada salen del sistema a una
velocidad constante, este proceso de alimentacion y salida constante en un momento

determinado alcanza un estado estacionario (Kresnowati & Chen, 2011).

2.5.1 Reactor Batch Agitado

El reactor tipo batch, es un contenedor donde ocurren una serie de reacciones y
procesos quimicos o bioldgicos, no tiene entradas, ni salidas, en este tipo de reactor se
suministra el sustrato al inicio y se espera hasta que la reaccién finalice durante un
periodo de tiempo, ademas, el sistema trabaja en un estado no estacionario donde la

composicion cambia con el tiempo (abil & Amro, 2016). Usualmente se emplean en
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operaciones a pequefa escala, ya que su construccion tiene un grado de complejidad

menor en comparacion con otros tipos de reactores (Nabil & Amro, 2016).

En este tipo de reactores, un mayor tiempo de retencion de sélidos (SRT), refleja
una remocién superior de sélidos volatiles (Hidaka et al., 2015). El tiempo de retencién
hidraulica y de sélidos es un pardmetro fundamental en el disefio de reactores, ya que

tiene influencia directa sobre la eficiencia del tratamiento (Benedetti ., 2011).

El funcionamiento del reactor depende del disefio y de los procesos bioldgicos,
asi como también, los mecanismos de agitacion son parte fundamental en la eficiencia
del sistema. La homogenizacién es una parte vital en los procesos de degradacién de
la materia organica, una correcta distribucion de los microorganismos reduce la cantidad
de espacios muertos y el tiempo de retencion de sélidos dentro del reactor. Ademas, es
importante la intensidad con la cual se realiza la mezcla de los sustratos, factor que

depende de la viscosidad de la naturaleza del fluido (Quinchia ., 2015).

Para llevar a cabo la homogenizacion de la mezcla de un reactor se pueden
emplear componentes mecanicos para la agitacion de los sustratos tales como turbinas,
hélices, paletas, mezcladores estéaticos etc. El uso de estos mecanismos depende de
las condiciones de operacion del reactor y las especificaciones de la herramienta

mecanica proporcionadas por el fabricante (Metcalf & Eddy, 2016).

2.6 Biofertilizantes

Los biofertilizantes son compuestos que contienen microorganismos benéficos,
mismos que participan en la degradacién de la materia organica y la disponibilidad de
los macronutrientes principales como nitrogeno, fosforo y azufre (N, P, S). Facilitan la
expansion del sistema de raices y una mejor germinacion de las semillas promoviendo
el aumento de la produccion de los cultivos (Chen, 2006). Mejoran la productividad por
area en un tiempo relativamente corto, contribuyen a mitigar la contaminacion del suelo
y el agua, aumentan la fertilidad del suelo y promueven el antagonismo y el control

biol6gico de los organismos fitopatdégenos (Chirinos ., 2006).

2.6.1 Tipos de Biofertilizantes
2.6.1.1 Biofertilizantes Microbianos.

Los grupos de microbios utilizados en la preparacion de biofertilizantes
microbianos son bacterias hongos y cianobacterias la mayoria de las cuales tienen una
relacion simbiética con las plantas, los tipos importantes de fertilizantes microbianos,

basados en su naturaleza y funcion, son las que aportan nitrégeno y fosforo (Thomas &
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Singh, 2019). El Trichoderma spp. es un ejemplo de este tipo de biofertilizantes
(Grageda ., 2012).

2.6.1.2 Biofertilizantes Micorricicos.

Son biofertilizantes movilizadores de fésforo o absorbentes de fosfato. Los
hongos micorrizicos forman simbiosis mutualistas funcionales obligatorias o facultativas
con mas que el 80% de todas las plantas terrestres, en las que el hongo depende del
huésped para la fotosintesis y la energia , a cambio, proporciona una gran cantidad de
beneficios a su huésped, Ademas, se sabe que los hongos micorricicos mejoran la
calidad del suelo, la aireacion del suelo, el agua dinamica y tolerancia a metales pesados
y sequia de las plantas y hacer que las plantas sean menos susceptibles a patégenos

de raices o herbivoros (Restrepo ., 2017).

2.6.1.3 Biofertilizante de Compost

El compost es un material turbio, quebradizo y en descomposicién que forma una
red alimenticia simbidtica dentro del suelo, que contiene alrededor del 2 % (p/p) de
nitrégeno, fésforo y potasio, junto con microorganismos, lombrices de tierra y
escarabajos coprofagos. Otro tipo de compost (vermicompost), contiene capullos de
lombrices, excrementos, microorganismos (como bacterias, actinomicetos, hongos) y
diferentes materias organicas, que aportan nitrégeno, fésforo, potasio y varios
micronutrientes, y recicla eficientemente desechos animales, residuos agricolas e
industriales (Thomas & Singh, 2019).

2.6.2 Fitotoxicidad de los biofertilizantes

La fitotoxicidad es considerada como una influencia negativa, que altera la
germinacion de las semillas o produce inhibicién del crecimiento vegetal, todo esto
causado por sustancias especificas de origen quimico u organico, que afectan
directamente el ambiente de desarrollo de las plantas (Blok et al., 2008). La aplicacién
de un producto de origen organico inestable conlleva una serie de problemas, es decir,
el efecto adverso de este tipo de productos es la proliferacion de microorganismos
patégenos y dificultades con la absorcién de nutrientes disponibles en el suelo, los
bioensayos con plantas sensibles son una alternativa para determinar los efectos de un
compuesto, mediante la observacion de la inhibicion, retardo en la germinacion y la

longitud de la radicula (Rivero ., 2015).

Los ensayos de fitotoxicidad permiten analizar el porcentaje de toxicidad de
sustancias a través del uso de semillas, ademés, se han adaptado para el analisis de
compuestos organicos, biosolidos, efluentes y agua, con la finalidad de garantizar de
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evitar efectos negativos en el medio ambiente, esta técnica es econémicamente viable
y facil de realizar, asimismo, refleja resultados confiables y veridicos (Mendes et al.,
2021).

2.7 Cultivos de Importancia Socio Econdmicay Social en el Ecuador

2.7.1 Generalidades

La actividad agricola es uno de los principales motores de la economia
ecuatoriana, la superficie cultivable destinada para el sector agrario del pais supera las
5,3 millones de hectareas (INEC, 2019), los cultivos mas representativos son la cafia de
azucar, el banano y palma africana con hectareas plantadas superiores al millén, no
obstante los cultivos de arroz, papas, maiz, otros granos y plantaciones de ciclo corto
que forman parte del consumo nacional cuenta con menos de un millén de hectareas
cultivadas (MAG, 2019).

En cuanto a las principales problematicas que actualmente enfrentan los
agricultores a nivel local y nacional, se destacan los altos costos de importacion de
insumos agricolas y maquinaria, ademas, la fertilizacion deficiente de los cultivos,
debido a una distribucion excesiva o escasa de fertilizantes, sin realizar un analisis
previo de los componentes del suelo y los requerimientos nutricionales del grano, esto
refleja un aumento de la contaminacion ambiental por un mal uso de fertilizantes (Lema
., 2016).

Ademas, el nitrdgeno es la principal limitante en la produccion de cebada, ya que
facilita la asimilacion de otros nutrientes como el potasio y aporta un incremento de la
biomasa vegetal que es un factor indispensable para la calidad del grano y la produccion

por hectarea (Orcellet et al., 2015).

2.7.2 Cultivo de cebada

La cebada (Hordeum vulgare) es uno de los cultivos mas emblematicos de la
sierra ecuatoriana entre los 2500 a 3000 msnm, este grano cuenta con 48,000 hectareas
cultivadas a nivel nacional, la provincia de Chimborazo tiene la mayor cantidad de
superficie con plantaciones de cebada seguida de la provincia de Cotopaxi (Falconi .,
2010).

El principal uso de este cereal es el consumo interno en la dieta diaria de los
ciudadanos, asimismo, para la industria cervecera local y nacional, el Ministerio del
Ambiente y Ganaderia (MAG) y Cerveceria Nacional (CN) tienen un plan en conjunto

con pequefios y medianos agricultores de diferentes provincias de la sierra ecuatoriana

38



con el fin de mejorar la calidad y produccién de cebada, respaldando una participacion
directa de la comercializacion de este cultivo con la comunidad agricola y la industria
local (MAG, 2009).
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3 METODOLOGIA

3.1 Descripcion del Area de Estudio

El desarrollo del presente estudio se realizé en las instalaciones de la Empresa
Puablica Municipal de Faenamiento y Productos Carnicos de la ciudad de Ibarra (EP-
FYPROCAI). El &rea se encuentra ubicada en la provincia de Imbabura, canton Ibarra,
parroquia Priorato, calle Obispo Jesus Yerovi y Luis Ulpiano de la Torre, a 609 metros
del Colegio Universitario, como se detalla en la Figura 4.

3.2 Ubicacion geografica del area de estudio

MAPA DE UBICACION - AREA DE ESTUDIO: EP-FYPROCAI
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Figura 4. Ubicacion geogréfica del area de estudio.

3.3 Estructura general de la fase experimental

La presente investigacion se desarrollé en cuatro fases consecutivas: disefio y
construccion de los reactores, analisis del lodo primario de la trampa de grasas,
estabilizacion del lodo residual y evaluacion del fertilizante organico como se detalla en
la figura 5. La construccion de los reactores se realiz6 tomando en cuenta un sistema

hermético, térmico y automatico, para establecer las condiciones que favorezcan el
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proceso de degradacion de la materia organica; el andlisis del lodo primario sin
tratamiento (inicial), que contemplé el muestreo, analisis microbioldgicos vy
caracterizacién de las propiedades fisicoquimicas de los lodos obtenidos de la piscina
de trampa de grasas; la estabilizacién de los lodos a través de un tratamiento biol4gico,
mediante un proceso de fermentacion anaerobia en un reactor tipo Bach bajo

condiciones controladas de temperatura y homogenizacion.

Finalmente, los estudios de fitotoxicidad y ensayos del lodo estabilizado aplicados en
suelo abarcan el impacto en la germinacion y desarrollo vegetal de Hordeum vulgare
(cebada).

Lodos residuales de la piscina de la trampa de
grasa del camal municipal de Ibarra

Disefio y — Reactor térmico MKT.
construccion de
E Ao b Reactores anaerobios MK1, MK2 y MK3.
l " Muesireo de lodos residuales.
Analisis del lodo
primario de la Andlisis microbiolbgicos iniciales.
trampa de grasas
l Andlisis fisicoguimicos iniciales.
—— Pretratamiento t&rmico.
Estabilizacién del - Tratamientos de digestidn anaerobia.
lodo residual
— Analisis microbiologicos finales.
l —_— Analisis fisicoguimicos finales.
— Analisis fisicoguimico de suelo.
Evaluacion del - ) - 3
fertilizante Evaluacion de fltoto;ur;dad en semillas de
organico cebada.
Evaluacion del fertilizante en la germinacion

de plantas de cebada.

Figura 5. Diagrama del procedimiento de las fases experimentales.

3.4 Disefio y Construcciéon de los Reactores

3.4.1 Reactor MKT

El reactor denominado MKT, se construy0 a escala experimental, como

pretratamiento para disminuir la poblacién de los patégenos de estudio, presentes en el
41



lodo residual. Ademas, para promover el proceso de hidrélisis de la materia organica, el
reactor trabajé bajo un modo de operacion tipo batch. El reactor es de aluminio, ya que
es un material con gran resistencia a la corrosion frente al ambiente y un buen conductor
de calor, es de forma cilindrica para evitar puntos muertos en los cuales no existe un
adecuado contacto entre fases, asimismo, favorece la velocidad de reacciéon que se

efectla dentro del sistema.

El reactor consta de una tapa hermética que evita la pérdida de calor, la
temperatura dentro del sistema se obtuvo a través de una niquelina eléctrica en la base
del reactor, regulado mediante un controlador digital para mantener una temperatura
constante de 60°C (Wang et al., 2014), ademas, este se encuentra conectado a una
termocupla que se adaptd en un capuchdén elaborado de cobre, el cual fue instalado en
la tapa del reactor. Asimismo, se instal6 un mandmetro para verificar la presion
generada por la evaporacion de liquidos; una llave de paso que se conecta a un filtro de

carbon activado, con el objetivo de evitar los malos olores de la salida de gases.

Se escogié un volumen total de 11 litros, ya que para el disefio de plantas
experimentales se usan reactores con una capacidad de 5 a 20 litros. Para el volumen
atil del reactor se tom6 en cuenta un volumen extra de seguridad, que consiste en
aumentar un 20% al volumen total del reactor (plot3, tabla 5), la altura total del reactor

se calculd utilizando las férmulas descritas en la Tabla 5.

Tabla 5.

Especificaciones del Rector Térmico MKT.

) _ Valor
Parametros Formulas Variables
es
Volumen del - Vr: volumen del reactor 11L
reactor
4 x Vi Lci = longitud inicial del cilindro
Altura inicial . — X7 Vci = volumen del cilindro (11 L) 35cm
del reactor 7 x Di? Di = Didmetro del cilindro (18 cm)
Vr: volumen del reactor
Volumen de Vs = 0.2 x Vr Vs: volumen de seguridad 2oL
seguridad
Lcs = longitud de seguridad del
cilindro
Altura de Les = 4xVes Vcs = volumen de seguridad del
seguridad s Di? ilindro (2.2 4cm
del reactor T x Di ' _ cilindro ( L)
Di = Diametro del cilindro (18 cm)
Volumen (til _
del reactor VU=Vr-Vs Vr: volumen del reactor 8.8L
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Vs: volumen de seguridad

Adaptado de: API, (2020).

3.4.2 Descripcion de los Reactores Anaerobios.

Los reactores denominados MK1, MK2 y MK3, son reactores anaerobios tipo
batch a escala experimental, se disefiaron como tratamiento para la degradacion de la
materia organica del lodo residual, asimismo, para disminuir de manera eficiente la
poblacion de los patégenos de interés. Ademas, son de material de aluminio, con forma
cilindrica, tapa hermética, con una capacidad total de 6 litros, volumen util de 4.8 litros
y un volumen de seguridad de 1.2 litros. Los reactores cuentan con un sistema de
calentamiento automético, regulado por un controlador digital de temperatura tal como
se describi6é en el reactor MKT, las especificaciones se detallan en la Tabla 6. Los
reactores mantuvieron una temperatura constante de 55°C durante 37 dias de digestién

anaerobia, y 30°C por 21 dias ambos ensayos se realizaron por duplicado.

Tabla 6.

Especificaciones de los reactores anaerobios MK1, MK2 y MK3.

Parametros Formulas Variables Valores
éﬂggren del - Vr: volumen del reactor 6L
4 x Vi Lci = longitud inicial del cilindro
Altura inicial del ~ j .; — 2 X7 Vci = volumen del cilindro (6 L) 22cm
reactor 7 x Di? Di = Didmetro del cilindro (17 cm)
Volumen de Vr: volumen del reactor (6L)
seguridad Vs =0.2xVr Vs: volumen de seguridad 1.2L
Lcs = longitud de seguridad del cilindro
(17)
Altura de 4xVes  Ves = volumen de seguridad del cilindro
seguridad del Lcs = pIE (121) 4cm
mwx Dl .
reactor Di = Didmetro del cilindro (17 cm)
L Lct: longitud total del cilindro del reactor
ﬁgjcr%:otal del Let [CIQC' * Lci = longitud del cilindro (22cm) 26cm
Lcs = longitud del cilindro (4cm)
Volumen util del Vu=Vr-Vs Vr: volumen del reactor 4.8L

reactor :
Vs: volumen de seguridad

Adaptada de: API, (2020).

El sistema de agitacion de los reactores consta de dos componentes
fundamentales, el motor de agitacion y el rodete (o impulsor), estos se encuentran

sujetos a la tapa del reactor, la paleta de homogenizacién se encuentra centrada
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mediante tornillos, para que el eje no se atasque con la tapa del reactor. Dicho motor
esta controlado por un dispositivo (arduino), el cual mantiene la homogenizacién de la
mezcla de forma intermitente, con eventos o ciclos de operacion de 15 minutos prendido

y 30 minutos apagado a 3rpm.

Para la agitacion del sistema, se buscdé minimizar puntos muertos dentro del
reactor, es decir, puntos en los cuales ciertas partes del lodo no se pongan en contacto
con el resto, para la seleccion del tipo de impulsor, se tomo en cuenta que la altura del
liquido del recipiente, que debe ser de magnitud aproximada del diametro del mismo.
Ademas, un factor fundamental en el disefio de un recipiente agitado es la potencia
requerida para mover el agitador, donde el consumo de potencia esta en funcién del

Reynolds particular del sistema y del nimero de potencia (Bridgeman, 2012).

Los reactores incluyen una manguera conectada desde la tapa del reactor hacia
un recipiente tipo mariotte, con hidroxido de sodio al 5% para la salida de gases,
ademas, este recipiente esta conectado a una probeta para medir el desplazamiento de
la solucion, y asi obtener la medida de la producciéon de metano. Finalmente, en los
reactores se instalé una llave soldada en la parte inferior del reactor, para la toma de

muestras que evita el ingreso de sustancias extrafias o contaminantes al reactor.

3.5 Muestreo y Obtencién de la Muestra

Se procedi6 a realizar un muestreo aleatorio, dividiendo la piscina de la trampa
de grasa del camal municipal en ocho cuadrantes, a continuacion, se seleccionaron 5
cuadrantes al azar y se recolectaron 3 muestras puntuales (un litro de cada muestra)
procedentes de los cuadrantes mencionados a diferentes profundidades: superficial (4
cm de profundidad), intermedio (20 cm de profundidad), inferior (50 cm de profundidad).
Posteriormente se homogenizo las submuestras para obtener una muestra compuesta
(Zagal, 2007).

3.6 Estabilizacion de los lodos

3.6.1 Pretratamiento Térmico

Para fomentar la hidrdlisis de la materia organica presente en el lodo residual del camal
municipal y mejorar el proceso de digestion anaerobia se empled un pretratamiento
térmico, se colocaron 8,8 litros del lodo primario en el reactor MKT a 60°C, durante un

tiempo de retencién de sélidos (SRT) de una hora.
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1.1.1 Digestion Anaerobia

Para la estabilizacién del lodo primario se implementaron tres tratamientos, se afladieron
4,8 Litros del lodo primario en cada uno de los reactores anaerobios, adicionando un

in6culo comercial en las concentraciones que se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7.

Descripcion de los tratamientos empleados en el proceso de digestion anaerobia de los
lodos primarios.

Tratamiento  Reactor Concentracién Temperatura SRT
MK1T1 MK1 100 cc + 4.8L lodo primario
MK2T2 MK2 130 cc+4.8L lodo primario 30°C 21d
MK3T3 MK3 150 cc+4.8L lodo primario
MK1T1 MK1 100 cc + 4.8L lodo primario
MK2T2 MK2 130 cc+4.8L lodo primario 55°C 37d
MK3T3 MK3 150 cc+4.8L lodo primario

3.7 Analisis del Lodo primario de latrampa de grasas.

3.7.1 Anadlisis Microbioldgicos del Lodo Residual

Se realizaron los analisis microbiologicos al inicio y final del pretratamiento
térmico (60°C) y del tratamiento bioldgico (30 y 55°C) respectivamente, para esto se
procedi6 a recolectar dos submuestras procedentes de la mezcla homogénea, estas se
recolectaron en frascos estériles, se etiquetaron y trasladaron para realizar los analisis
microbiol6gicos de Salmonella, Shigella, E. coli, y Coliformes totales en medios
selectivos. Asimismo, se utilizé el método de recuento en placas para determinar el
numero de UFC/g del lodo en estudio, partiendo desde las diluciones seriadas hasta la
siembra en placas de agar mediante la técnica de extension superficial como se muestra

en la Figura 6.
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Figura 6.Grafica de diluciones seriadas para la cuantificacion de Salmonella/Shigella
(A), Coliformes fecales (B) y E. coli (C).

3.7.1.1 Cuantificacion de carga microbiana de Coliformes totales, Salmonella,

Shigellay E. coli.

Se usaron los siguientes medios de cultivo para evidenciar la presencia de los
patdgenos de interés: EMB Agar con eosina y azul de metileno, Agar MacConkey y SS
Agar especificos para E. coli, coliformes totales, Salmonella y Shigella respectivamente.
Se dispensaron 0.25ml de cada una de las siguientes concentraciones por caja:
coliformes fecales 10°, Salmonella y Shigella 102, E. coli 10”7. Seguido se extendi6 el
contenido uniformemente empleando la técnica de extension superficial con un asa de
Digralsky. Posteriormente se incubaron a 35°C durante un periodo de 48h, finalmente,
se procedio a realizar la cuantificacién de los patdgenos mediante la técnica de conteo

en placa.

3.8 Analisis Fisicoquimicos

Para los andlisis fisicoquimicos, se enviaron 500g de las muestras de los lodos
primarios y digeridos, tomadas en condiciones estériles, al laboratorio AgarProjekt
ubicado en la ciudad de Quito. Los analisis realizados fueron; carbono, materia organica,
relacion C/N, nitrégeno total, nitratos, amonio, fosforo, potasio, magnesio, calcio, sodio,

hierro, manganeso, cobre, zinc, boro.

Ademas, se realizaron varios andlisis fisicoquimicos de humedad, lipidos,

fosfatos, proteina, nitritos, nitratos, amonio y potasio, para determinar la composicion de
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los lodos residuales pertenecientes a la piscina de trampa de grasas del camal municipal

de Ibarra. Los procedimientos para cada andlisis realizado se describen a continuacion.

3.8.1 Ensayos de las Propiedades Fisicoquimicas del Lodo Residual

3.8.1.1 Humedad.

Para la determinacion de la humedad del lodo residual, se realiz6 un pesaje
inicial de la muestra, posteriormente se realiz6 un secado en la estufa a 105°C hasta
obtener un pesado constante. La fraccion remanente corresponde al contenido de
sélidos totales y la fraccion que se evapora al contenido de agua (Gémez & Arcos, 2007).
Para el célculo se utilizé la siguiente ecuacion:

Pi-Pf

%H=—— x 100 @)

Pi = peso inicial de la muestra
Pf = peso final de la muestra
3.8.1.2 Lipidos.

Se aplicé un método de gravimetria, inicialmente se colocé 200 ml de muestra
fresca en el embudo de separaciéon, seguido se utilizé 50 ml de hexano un solvente
organico que extrae la grasa, seguido se agité el embudo de separacién y se dejo
reposar 10 minutos. Se crearon dos fases, después se procedioé a extraer en un vaso
precipitado la fase de hexano y grasa, posteriormente se llevd a bafio Maria hasta la
evaporacion del hexano, luego se realiz6 una desecacion durante 10 minutos, la
diferencia entre el peso final y el peso inicial del vaso precipitado representa la cantidad
de grasa en la muestra. Ademas, se realiz6 el mismo procedimiento con 5g de muestra

seca en 100 ml de agua destilada (Y. Garcia et al., 2016).
3.8.1.3 Determinacion de Proteina.

El método utilizado para este parametro fue el de KJHELDAL, para el proceso
de digestion se utilizdé 2g de lodo pulverizado, se colocaron las muestras en tubos de
ensayo con una pastilla catalizadora, se adicion6 12 ml de acido sulfarico y 3,3 ml de
peroxido de hidrogeno. Posteriormente se llevo al digestor el nitrégeno organico total,
mediante esta digestion la muestra se convierte en sulfato de amonio. Seguido se dejo
enfriar la mezcla digerida, luego se introdujeron 50ml de agua destilada y 50ml de
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hidréxido de sodio al 35%. Para el proceso de destilacion se colocé el matraz erlenmeyer
en posicién para recolectar con 50 ml de acido borico al 4% y 10 gotas de indicador rojo
tashiro. Una vez terminado se procedid a titular con 0,02% N HCL hasta que haya un
ligero cambio de coloracién (Rubio et al., 2002). Las variables calculadas en la tabla

estan definidas por las siguientes ecuaciones:

G.N.0,014

%N=( ) 100

%P= % N*6,25

3.8.1.4 Nitritos.

Para la determinacion de este componente se utilizé el test de cuantificacion de
nitritos, perteneciente a la casa comercial Spectroquant, primero se pesé 10g de lodo
residual, posteriormente se filtr6 la muestra en 200ml de agua destilada y se
homogenizé en el agitador magnético, la técnica consiste en pipetear en un tubo de
ensayo 5 ml de la muestra preparada, acto seguido se afiade una micro cucharada del
reactivo NO.?!, se agita vigorosamente hasta que el reactivo se haya disuelto
completamente. Después se deja en reposo 10 minutos ya que es el tiempo de reaccion,

finalmente se introduce la muestra en la cubeta de reacciéon y se mide en el fotbmetro.
3.8.1.5 Nitratos.

Para la determinacién de este componente, se utilizé el test de cuantificacion de
nitratos de la casa comercial Spectroquant, inicialmente se pesé 10g de lodo luego se
filtr6 la muestra en 200ml de agua destilada y se homogenizé en el agitador magnético,
la técnica consiste en introducir en un tubo de ensayo una micro cucharada rasa del
reactivo NOs?, después afadir con una pipeta 5ml del reactivo NOs? y agitar
vigorosamente durante 1 minuto hasta que el reactivo se haya disuelto completamente.
Posteriormente verter 1,5ml de la muestra preparada muy lenta y cuidadosamente
mediante la pipeta sobre el reactivo en la pared interna del tubo de ensayo mantenido
inclinado, mezclar inmediatamente y dejar en reposo la solucién de reaccion caliente

durante 10 minutos.
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3.8.1.6 Test Fosfatos.

Para la determinacién de este compuesto, se utilizo el test de cuantificacion de
fosfatos perteneciente a la casa comercial Spectroquant, se procedié a pesar 10g de
lodo residual, se filtr6 la muestra en 200 ml de agua destilada y se homogenizé en el
agitador magnético. La técnica consiste en pipetear 8ml de agua destilada en un tubo
de ensayo, posteriormente se afiadié con una pipeta 0,5ml de la muestra preparada y
se mezcld, luego se agregdé 0,5 ml del reactivo PO4? con una pipeta, después se afiade
una dosis de reactivo PO4? y se agita vigorosamente hasta que el reactivo se haya
disuelto completamente, luego se dejo en reposo 5 minutos para luego introducir la

muestra de medicion en una cubeta de 10mm y medir en el fotometro.
3.8.1.7 Test Amonio.

Para la determinacion de este componente se utilizé el test de cuantificacion de
amonio perteneciente a la casa comercial Spectroquant, primero se pes6 10g de lodo
posteriormente se filtr6 la muestra en 200ml de agua destilada y se homogeniz6 con un
agitador magnético, la técnica consiste en pipetear en un tubo de ensayo 5 ml de la
muestra preparada. Asimismo, con ayuda de una pipeta se agreg6 0,60ml del reactivo
NH4* sobre el preparado, seguido se afiadié una micro cucharada del reactivo NH42, se
agitoé vigorosamente hasta que el reactivo se haya disuelto completamente, finalmente
se dejo reposar la mezcla 5 minutos para luego introducir la muestra de medicién en la

cubeta y analizarla en un fotometro.
3.8.1.8 Test Potasio.

Para la determinacién de este componente se utilizo el test de cuantificacién de potasio
de la casa comercial Spectroquant, se procedié a pesar 10g del lodo, posteriormente
se filtré la muestra en 200 ml de agua destilada, se homogeniz6 en el agitador
magnético, la técnica consiste en pipetear en una cubeta de reaccion 2 ml la muestra
preparada y mezclar, después se afiadid 6 gotas del reactivo K-1K y se mezclé, luego
se agregd una micro cucharada del reactivo K-2K que se disuelve por agitacion
firmemente cerrada, finalmente se dejé en reposo 5 minutos y se midié la muestra en el

fotbmetro.
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3.8.1.9 Materia Seca.

El método AOAC 930.04, consiste en calcular del porcentaje en agua de una
muestra debido a la perdida en peso generada por un proceso de calentamiento bajo

condiciones normalizadas (AOAC, 1990).

3.8.1.10 Materia Orgénica L.O.l.

El método AOAC 967.05 / DIN 19684-3, se basa en la pérdida de peso por
ignicion (Loss On Ignition L.O.l), las muestras se secan a 105°C durante un periodo de
3h, luego se enfrian en una desecara, posteriormente son calcinadas a diferentes
temperaturas: 350, 430 y 600°C durante 2h en un horno o mufla, después las muestras
son enfriadas en un desecador y pesadas con el objetivo de estimar la materia organica
del suelo o algln tipo de materia prima (Barrezueta ., 2020), (AOAC, 1990).

3.8.1.11 Carbono.

El método AOAC 967.05, sirve para cuantificar la cantidad de atomos de carbono
pertenecientes a una o varias muestras de origen organico. Se obtiene mediante la

siguiente férmula:

%de carbono = 100 — (Y%humedad + %ceniza) (AOAC, 1990).

3.8.1.12 Nitrégeno Total Kjeldahl (N-Total).

El método AOAC 978.04, se fundamenta en la extraccion del contenido de
nitrégeno mediante reacciones quimicas, es una digestion acida de los compuestos
nitrogenados, estos compuestos son transformados a sulfato de amonio mediante un
proceso de mineralizacién con &cido sulfurico y algunos catalizadores, la digestién se
realiza a 420°C y se requiere de un tiempo estimado de 10 horas, se agrega hidréxido
de sodio a la mezcla para generar amoniaco, posterior se destila y se titula para

determinar el contenido de nitr6geno en la muestra (Lanza et al., 2016), (AOAC, 1990).

3.8.1.13 Fésforo.

El método SM 4500-P C, es considerado como una prueba bioquimica para
determinar la concentracion de potasio en una muestra organica e inorganica, se realiza
una digestion de la muestra que puede ayudar a determinar el nitrdgeno total como
fésforo total, dentro del proceso se puede observar un gran cambio del pH, en la etapa
inicial es alcalino y en la fase final es acido, finalmente los compuestos nitrogenados se
oxidan a nitrato y los compuestos de fosforo a ortofosfato (Public Health Association,
1992).
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3.8.1.14 Potasio.

El método SM 3500-K B, es considerado para determinar la concentracién de
potasio en una muestra organica e inorganica, las porciones traza de potasio se pueden
determinar mediante la lectura de un fotobmetro con una longitud de onda de 766,5 nm,
es apropiado tomar en cuenta parametros de analisis sodio fotométricos debido que se

asemejan a los estandares del potasio (INTI, 2017).

3.8.1.15 Magnesio, Calcio, Hierro, Manganeso, Cobre y Zinc.

El método AOAC 975.03, es utilizado para medir diversos tipos de elementos
que estan disponibles en infimas cantidades en suelos o fertilizantes tales como Mg,
Ca, He, Mn, Cu y Zn, estos componentes se cuantifican mediante el empleo de la
espectrofotometria de absorcion atémica, cabe recalcar que cada elemento tiene sus

respectivos parametros operativos (AOAC, 1990).

3.8.1.16 Sodio.

El método SM 3500-Na B, es considerado para determinar la concentracion de
sodio en una muestra organica e inorganica, las cantidades de sodio se pueden
determinar mediante la lectura de un fotémetro de lectura directa o estandar con una
longitud de onda de 766,5 nm (INTI, 2017).

3.8.1.17 Boro.

El método AOAC 982.01, se utiliza para determinar las concentraciones de boro
en materias primas o suelos, mediante un proceso de disolucion de la muestra en agua
y acido, es requerido la eliminacién de otros componentes empleando hidroxido de
sodio, seguido a esto es mezclado con azometina-H como marcador fluorescente,
finalmente, es analizado en un espectrofotbmetro para su cuantificacion (Sanchez &
Cabrera, 2003), (AOAC, 1990).

3.9 Bioensayo de Toxicidad en Semillas

Para la evaluacién de la toxicidad del fertilizante organico obtenido después de
los tratamientos anaerobios (MK1T1, MK2T2 y MK3T3); se realizé un ensayo de
germinacion en semillas de cebada, siguiendo el protocolo descrito por Varnero et al.,
(2007). Una vez seco el lodo estabilizado; se procedi6 a realizar un extracto acuoso del
fertilizante orgéanico, con la finalidad de comprobar su influencia sobre las semillas; para
ello se realiz6 una dilucion de tres muestras del fertilizante organico en agua destilada,

en una relacion 0.5/5; 1/5 y 1.5/5 fertilizante/agua destilada (v/v).
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Se procedi6 a extraer 10ml de cada extracto acuoso y colocarlos en cajas petri,
que contenian una base de papel filtro con 10 semillas de cebada (Hordeum vulgare);
estos ensayos se compararon con un testigo de agua destilada por cada dilucion; todos
los tratamientos y el control se incubaron 20°C, en condiciones de oscuridad y humedad
al 75 %, durante un periodo de 7 dias. Finalmente, se calcularon los indices de
germinacion (GRI); indice de vigor de las plantulas (SVI) y porcentaje de germinacion
(G%), con las formulas que se detallan a continuacion:

% de germinacion

GRI=—; -
N-de dias del ensayo

(6)

_ Elongacion de la radicula en el extracto

Vi= (7

elongacion de la radicula en el control

G%= N° de semillas germinadas X 1009 (8)

N° de semillas totales

Si el resultado del indice de germinacion es inferior al 50% significa que el
extracto tuvo una influencia negativa sobre el crecimiento de las semillas. Sin embargo,
si el resultado supera el 80%, significa que hubo una influencia positiva sobre el

desarrollo de las semillas (Celis et al., 2007).

Las semillas de cebada (Hordeum vulgare) utilizadas en los ensayos de
fitotoxicidad y germinacion en suelo, son semillas certificadas de la estacion
experimental Santa Catalina, perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias (INIAP).

3.10 Bioensayo para Evaluar la Influencia del Fertilizante Organico.

Para el desarrollo de este ensayo se debe tomar en cuenta el tipo de suelo en el
cual se pueda realizar la germinacion; para el cultivo de esta semilla (Hordeum vulgare),
los tipos de suelo mas adecuados son desde el arenoso hasta el franco arcilloso
(Guzmén et al., 2015). Para la evaluacién de la influencia del fertilizante organico en el
desarrollo de plantas de cebada; se realiz6 la siembra de estas semillas en cubetas de
siembra, dentro de las instalaciones de un invernadero local; Las concentraciones del
porcentaje del fertilizante organico utilizado durante el ensayo se detallan en la Tabla 8.
Ademas, se empled un control positivo conformado por un fertilizante quimico y un
control negativo provisto de suelo esterilizado, todo este proceso se desarrollé bajo

condiciones ambientales de luz y temperatura en un periodo de tiempo de 21 dias (Y.
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Garcia et al., 2016). Al finalizar el bioensayo; se procedié con el conteo del nimero de
hojas, tamafio de hojas, medicién de la altura total de la planta, longitud del tallo,
didmetro del tallo y la longitud de la raiz principal, para esto se utilizé una cinta métrica.
Asimismo, se registré el peso fresco de las plantas con una balanza electronica;
finalmente, para obtener el peso seco, las plantulas de cebada se secaron en una estufa
a 100°C durante 12 horas.

Tabla 8.

Concentracién de fertilizante organico y suelo.

% Concentracion Cantidad de fertilizante Cantidad de

organico Suelo
X1=25% 20g 60g
X2=50% 40g 409
X3=75% 60g 20g

Adaptado de: Celis Hidalgo et al., (2007).
3.11 Analisis Estadistico

3.11.1 Reduccién de la carga microbiana de los tratamientos anaerobios.

Se evalud el efecto del factor de los tratamientos (MK1T1= in6culo 100 cc,
MK2T2=inéculo 130 cc y MK3T3= inoculo 150 cc) en la estabilizaciéon de los lodos
residuales frente al testigo (lodo inicial). Considerando 3 tratamientos con 2
repeticiones, dando un total de 6 unidades experimentales. Los resultados
experimentales fueron sometidos a un analisis de varianza Anova utilizando el
programa Infostat, las medias fueron evaluadas con la prueba de Tukey con una
probabilidad del 5%.

En el tercer ensayo se evalu6 el efecto del factor semilla de cebada y el factor
dilucion del fertilizante organico (b1=05/5, b2=1/5y b3=1.5/5); en la germinacion de las
plantulas frente a un tratamiento testigo como se observa en la tabla 9. Considerando 3

tratamientos y 1 testigo, dando un total de 30 unidades experimentales.

Tabla 9.

Descripcién de tratamientos para la evaluacion de la fitotoxicidad del fertilizante organico
in vitro.
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Tratamiento  Codigo Descripcion

C- al Semillas de cebada + agua destilada (control -)
MKI1T1N1 albl Semillas de cebada + dilucién lodo (0.5/5)
MK1T1N2 alb2 Semillas de cebada + dilucién lodo (1/5)
MK1T1N3 alb3 Semillas de cebada + dilucién lodo (1.5/5)
MK2T2N1 albl Semillas de cebada + dilucién lodo (0.5/5)
MK2T2N2 alb2 Semillas de cebada + dilucion lodo (1/5)
MK2T2N3 alb3 Semillas de cebada + dilucién lodo (1.5/5)
MK3T3N1 albl Semillas de cebada + dilucién lodo (0.5/5)
MK3T3N2 alb2 Semillas de cebada + dilucién lodo (1/5)
MK3T3N3 alb3 Semillas de cebada + dilucién lodo (1.5/5)

Ademas, se realiz6 la evaluacion del fertilizante en suelo para determinar el
efecto del factor a (semilla de cebada); el factor b fertilizante organico (b3=25%, b4=50%
y b5=75%) y el factor c (suelo estéril) frente a dos testigos (C- y C2+), como se describe
en la Tabla 10; los factores dan un total de 3 tratamientos con 8 repeticiones, dando un

total de 40 unidades experimentales.

Los resultados experimentales para cada variable fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) y las medias fueron evaluadas con la prueba de Tukey con una
probabilidad del 5%.
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Tabla 10.

Descripcion de tratamientos para la evaluacion del fertilizante organico en suelo.

Tratamiento Cadigo Descripcién

C- alcl Semilla de cebada + suelo estéril (control -)

Cos alb2cl Semilla de cebada + Fertilizante comercial quimico + suelo
estéril (control +)

MK2T2L1 alb3cl Semilla de cebada + fertilizante organico (25%) + suelo estéril

MK2T2L2 alb4cl Semilla de cebada + fertilizante organico (50%) + suelo estéril

MK2T2L3 alb5cl Semilla de cebada + fertilizante organico (75%) + suelo estéril

MK3T3L1 alb6cl Semilla de cebada + fertilizante organico (25%) + suelo estéril

MK3T3L2 alb7cl Semilla de cebada + fertilizante organico (50%) + suelo estéril

MK3T3L3 alb8cl Semilla de cebada + fertilizante organico (75%) + suelo estéril
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Disefno del biorreactor

En este capitulo presentaremos los resultados del andlisis de los datos obtenidos
en nuestra experimentacion. Estos resultados mostraran el disefio del biorreactor (figura
7y 8), y su aporte en el proceso de estabilizacion de los lodos residuales. Ademas, la
influencia de los tratamientos en la reduccion de los patégenos de interés, asi como los
resultados de fitotoxicidad del fertilizante, destacando las variables que han influido

significativamente en la germinacion de las semillas de cebada.

El disefio de los biorreactores se basé en los requerimientos especificos del
experimento, para llevar a cabo los tratamientos anaerobios del lodo residual, se
construyeron tres reactores (6 L) para los respectivos tratamientos (MK1T1, MK2T2, y
MK3T3). Mismos que trabajaron con una capacidad inferior al volumen maximo del
recipiente en un 20% (1.2 L), ya que estudios previos recalcan la importancia de un
factor de seguridad por nivel de llenado, lo que significa que el reactor debe trabajar a
un volumen maximo del 80% de su capacidad maxima (4.8 L) como lo indica Floger,
(2001).

Ademas, se construyd un reactor térmico MKT (8.8L), donde se consideraron
aspectos fundamentales descritos en bibliografia, como la hermeticidad para mantener
la temperatura y presion dentro del reactor. Un sistema de salida de gases a través de

un canal que desemboca en un filtro de carbén activado y un medidor de presion.

Dando como resultado un sistema funcional, para llevar a cabo un tratamiento
térmico de lodos residuales. Dicho proceso se recomienda debido a que, facilita la
hidrdlisis térmica de los componentes organicos presentes en la materia organica, en
sus componentes basicos a causa de la accién de altas temperaturas, esta reaccion se
produce a través de la presencia de agua o humedad, lo que facilita la ruptura de los
enlaces quimicos en los compuestos organicos y su posterior descomposicion (Xue et
al., 2015).

En los reactores MK1, MK2 y MK3 (6L), se consideraron aspectos importantes
descritos en bibliografia, como un sistema automatizado de homogenizacion mediante
un microcontrolador (arduino), conectado a un impulsor de flujo radial (turbina simple de
pala) ya que segun Bridgeman, (2012) una mezcla efectiva constituye un sistema

adecuado de dispersién y contacto entre la biomasa activa y el sustrato.
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Ademas, el uso de un mezclador ayuda a mejorar la eficiencia de los procesos
anaerobios; ya que garantiza el contacto entre el sustrato y las bacterias degradadoras
de la materia organica; de igual forma, asegura la transferencia de masa y de calor
dentro del biorreactor (Ma et al., 2018). Por lo tanto, optimiza la biodegradacion de la
materia organica al permitir que los microorganismos tengan acceso a una fuente

uniforme de nutrientes y materia organica.

Por otra parte, se implement6 temperatura constante a través de un controlador
digital, ya que, en la fermentacion de la materia organica, favorece el dominio de las
reacciones metanogénicas, acelerando el proceso de digestidbn anaerobia como
menciona Kim et al., (2011). Asimismo, la temperatura es importante en la digestion
anaerobia ya que influye en la velocidad y eficiencia de las reacciones quimicas que

ocurren durante el proceso.

Ademas, la mayoria de los microorganismos que participan en la digestion
anaerobia tienen un rango de temperatura en el que pueden sobrevivir y prosperar. Por
lo tanto, la temperatura es un factor critico en la digestién, ya que puede afectar

significativamente la actividad de las enzimas y en consecuencia la tasa de hidrélisis.

Asi mismo, los acidos grasos volatiles producidos en las fases de acidogénesis
y acetogénesis se consideran intermediarios importantes en el proceso metanogénico.
Sin embargo, el resultado mas estudiado con respecto a la influencia de la temperatura
en la produccién de acidos grasos volatiles es que la temperatura tiene poco efecto en
la distribucion de especies de &cidos grasos volatiles ya que depende de su

termotolerancia o termosensibilidad (Xue et al., 2015).

Por otra parte, se incorpord un sistema de salida de gases con medicion de
metano. Debido a que es un indicador de la eficiencia de la digestion anaerobia y puede
ser utilizado para optimizar el proceso, sin embargo, la producciéon de metano puede ser
mayor o menor dependiendo de las condiciones especificas del sistema como la

composicion, y las condiciones operacionales.

En las Figuras 7 y 8 se muestran los aspectos basicos del disefio y estructura
final de los biorreactores discontinuos, el uso de un reactor tipo batch en la digestién
anaerobia, se debe a que este tipo de reactor permite controlar y ajustar con mayor
precision las condiciones de operacion tales como temperatura, pH y tiempo de

retencién para la digestion microbiana.

Asi mismo, el modo de operacidn para un reactor tipo batch segin Bonilla et al.,

(2017) debe cumplir con caracteristicas principales como son las siguientes: las
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reacciones se llevan a cabo en un sistema cerrado, los reactantes (lodo residual +
in6culo) son cargados al inicio de la operacion, y la mezcla reactiva se descarga a un
mismo tiempo, después que se han completado las reacciones quimicas dentro del

sistema.

Figura 7. Disefio de los reactores anaerobios MK1, MK2 y MK3 (6L): motor (A),
termocupla (B), niquelina (C), manguera (D), controlador digital de temperatura (E), llave
de paso (F), paleta de homogenizacion (G), microcontrolador arduino (H), frasco tipo
mariotte () y una probeta (J).

Figura 8. Disefio del Reactor Térmico MKT (11L) con sus partes: controlador de
temperatura (A), termocupla (B), manémetro (C), niquelina (D), llave de paso (E), filtro
de carbon activado (F).

58



4.2 Analisis Microbioldgicos del Lodo Residual
4.3 Pretratamiento Térmico

Se realizé el pretratamiento térmico a 60°C, un método adecuado para lodos
residuales; que mejora la eficiencia de la digestion anaerdébica como lo menciona Li
et al., (2022). Sin embargo, al finalizar el proceso terméfilo, se realizaron los analisis
microbioldgicos y no hubo crecimiento de los patdgenos evaluados, por lo que el
pretratamiento térmico fue descartado del estudio, debido a que el objetivo de la
investigacion fue evaluar la reduccion de patégenos a través de la digestion anaerobia.

Por consiguiente, los efectos del pretratamiento térmico dependen de la
temperatura y el tiempo de retencién del tratamiento (1 h) (Xue etal., 2015), con
respecto a los efectos de la hidrdlisis térmica sobre la solubilizacién de los principales
compuestos organicos del lodo, asi como el desempefio del potencial bioquimico en la

produccién de metano.

En el estudio de Llenque Diaz et al., (2018) se reportd que a 60° C, Salmonella
es destruida a los 4.3 minutos, esto se debe a que el calor afecta los microorganismos
desnaturalizando las proteinas intracelulares e impidiendo la sintesis de nuevas
proteinas. Carlos & Rhode,(2013) manifiestan que la carga microbiana de E.coli a 60°C
disminuyd considerablemente hasta alcanzar la muerte, resultados similares fueron
reportados por Atenodoro et al., (2015) donde al exponer estos microorganismos a
temperaturas de 60°C 0 mas, las concentraciones finales se redujeron a niveles por

debajo de los limites de deteccion.

4.4 Digestién anaerobia

En los tratamientos (MK1T1, MK2T2 y MK3T3) a 55°C, el rendimiento maximo
de metano (CH,) en el lote 1 fue de 33 ml, 26 ml, y 41 ml respectivamente; mientras
que, los valores obtenidos en lote 2 por cada tratamiento fueron de 63 ml, 58 ml, y 130
ml, durante la fase de digestion anaerobia. En base a la produccién de metano, se
determin6 un tiempo de retencion de solidos de 37 dias, debido a que este puede ser

un indicador util para estimar la duracién de la digestion anaerobia.

Ademas, la tasa de produccién de metano se relaciona directamente con la
velocidad de digestién anaerobia, sin embargo, el tiempo de duracién de la digestion
anaerobia depende de varios factores incluyendo la cantidad y tipo de materia organica

presente, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y el pH (Qi et al., 2022).
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Por otra parte, debido a las condiciones de temperatura constante en los
reactores (55°C); no se encontré crecimiento de los patdégenos evaluados, esto se debe
a que la pared celular de Salmonella, Shigella, E. coli y coliformes fecales es susceptible
a temperaturas termdfilas. Ademas, el factor de la temperatura favorece la hidrélisis de
materiales organicos en sustancias organicas solubles; como acidos grasos volatiles de
cadena corta, que de manera indirecta se convierten en sustancias inhibidoras, ya que

reducen los niveles de pH como lo menciona Y. Jiang et al., (2020).

Resultados similares han sido obtenidos por Jiang et al., (2003) donde se
demostré que E. coli fue indetectable después de 7 a 14 dias de compostaje en un
biorreactor a una temperatura exterior de 50°C, ademas, en el estudio de Gannoun et
al., (2009) el proceso termofilico fue eficiente en la reduccion de coliformes totales y
Salmonella fue indetectable. Los resultados de los andlisis microbiolégicos del lodo
estabilizado del presente estudio cumplen con los requisitos especificos de pureza
microbiologica de biofertilizantes segun él MAGAP, (2013), donde determina que la
Salmonella debe estar ausente en una muestra de 25 g del producto formulado y
Escherichia coli debe ser <1000 numero mas probable por gramo de producto

elaborado.

Por otra parte, en la muestra control S/R (lodo sin tratamiento) se reporta
crecimiento para los tres grupos microbianos como se detalla en la tabla 11.
Tabla 11.

Crecimiento de indicadores microbiol6gicos de la calidad del lodo en la muestra control
S/R (lodo sin tratamiento) a 50°C.

Crecimiento Crecimiento

Grupo

microbianofespecie Medio de cultivo (log UFC/qg) (log UFC/qg)

Lote 1 Lote 2
Salmonella/Shigella Sa'monzgzlrsh'ge"a 6.68+ 0.51 5.07+ 0.06
E.M.B Agar con
E. coli Eosina y Azul de 11.11+ 0.06 6.52+ 0.02
Metileno
Coliformes totales Agar MacConkey 9.12 £ 0.06 7.32£ 0.02

Una vez concluido el tiempo de la digestién anaerobia a 30°C se procedio6 a cesar

las actividades de los reactores, y a través de los analisis microbiol6gicos se analiz6 la
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reduccion de los patégenos con el objetivo de medir la influencia de los tratamientos

sobre los microorganismos evaluados como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Evaluacion del crecimiento microbiolégico de patégenos a 30°C: Salmonella,
Shigella (A), E. coli (B), Coliformes totales (C) en diferentes concentraciones del indculo
Soil bacter: MK1T1, MK2T2 y MK3T3. Las cepas usadas como control (S/R) fueron
aisladas directamente de la muestra inicial del lodo residual (lodo sin tratamiento).
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

Al evaluar el crecimiento de los patégenos Salmonella y Shigella (Figura 5,
seccion A) en los reactores anaerobios a condiciones mesdfilas (30°C); se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (F=312.97; gl=12; P= 0.0001), esto implica
que la reduccién de la poblacion patogénica evaluada, varia segun el tratamiento

aplicado.

El tratamiento MK2T2 (4.8 L de lodo + in6culo 130 cc) obtuvo la mayor reduccion
bacteriana; esto puede ser debido a un efecto antimicrobiano por la cantidad de AGV
(acidos grasos volatiles) que se producen durante las fase acidogénica, Y. Jiang et al.,
(2018) menciona que la eliminacion de Salmonella y Shigella en un proceso anaerobio
mesofilo, depende en gran medida a estos compuestos, debido a que a una mayor
concentracion de AGV los valores de pH disminuyen. Por otra parte, el tratamiento
MK1T1 (4.8L de lodo + in6culo 100 cc) obtuvo la menor reduccion de patégenos; y todos
los tratamientos presentaron concentraciones de los patdégenos evaluados inferiores al
control (S/R).

En relacién al crecimiento de E. coli (Figura 5, seccion B) en condiciones
mesofilas (30°C); se encontraron diferencias significativas en la reduccion del patégeno
entre tratamientos (F=166.88; gl=12; P= 0.0001). El tratamiento MK3T3 (4.8L de lodo +
indculo 150 cc), presentd la mayor reduccion bacteriana; por otra parte, el tratamiento

MK1T1 obtuvo la menor reduccion del patdégeno, todos los tratamientos fueron
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estadisticamente inferiores al control (S/R). A pesar de que la temperatura Optima de
crecimiento de E. coli es de 37°C, algunas pueden proliferar a temperaturas que oscilan
entre 7°C y 50°C por lo que existe la supervivencia de estas bacterias patégenas en el

digestor anaerobio.

En el estudio de Liu et al., (2014), se determin6 que la reduccion de patégenos
en el proceso de digestion anaerobia mesdfila (35°C) con un tiempo de retencion de 20
dias fue de 60.8%, 39.74%, y 35.29% para E.coli, Salmonella spp. y Shigella spp.
respectivamente; por lo que la inactivacion de patdgenos en la digestion mesofilica

reflejé un desempefio mas deficiente que la digestién termdfila.

En la presente investigacién a 30°C, se obtuvo una reduccion de Salmonella y
Shigella del 23.68%, 28,92% y 26,64%; mientras que para E. coli, se redujo el 2.69%,
8,34% y 10.5% para los tratamientos MK1T1, MK2T2, y MK3T3 respectivamente; esto
varia debido a que la carga bacteriana difiere segun el origen y composicion del lodo
residual, ademas la tolerancia a la temperatura varia entre diferentes cepas, pero en

general, Salmonella y Shigella pueden sobrevivir a temperatura mesdfilas.

Asi mismo, los microorganismos gramnegativos como Salmonella, Shigella y E.
coli poseen una membrana externa compuesta de peptidoglicano; que ofrece poca
proteccion a la estructura celular de la bacteria de factores de estrés ambientales (Y.
Jiang et al., 2020). Debido a que las condiciones mesodfilas no generan el estrés
suficiente para romper la pared celular bacteriana, se considera un tratamiento

ineficiente.

Respecto a Coliformes Totales (Figura 5, seccion C); se encontraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos aplicados (F=68.30; gl=12; P= 0.0001), siendo
el tratamiento MK1T1, el que presentd el mayor crecimiento bacteriano entre los

tratamientos y fue superior al control (S/R) en 8.22%.

Contrariamente a lo esperado, en este ensayo no se determind una reduccion
de coliformes totales, estos resultados son consistentes con la investigacion de Liu et al.,
(2014), el cual menciona que la temperatura de 30 a 40°C es la temperatura 6ptima para
el crecimiento de bacterias entéricas. Otras investigaciones reportan que la digestion
anaerobica mesodfila destruye parcialmente los patégenos como lo menciona Gannoun
et al., (2009); por otra parte en el estudio de Song et al., (2004), el porcentaje de
desactivacion de coliformes totales en un digestor mesofilo (35°C) con un tiempo de

retencion de 70 dias fue de 66.7%.

63



4.5 Caracterizacion del Lodo Residual

45.1 Andlisis Fisicoquimicos del Lodo Residual.

Los resultados de los parametros fisicos y quimicos de las muestras del lodo

inicial (S/R) y el lodo estabilizado del Lote 1 después del tratamiento MK3T3, se

observan en la tabla 12.

Tabla 12.

Anadlisis fisicoquimicos en el lodo inicial (S/R) y estabilizado (MK3T3) Lote 1

_ Valores 6ptimos de un Lodo Lodo

Parametros Unidades N _ o -
fertilizante organico inicial estabilizado

Materia seca a/kg 50-70 682 103
Humedad a/kg 30-50 318 897
Densidad g/L - 261 1175
Densidad aparente g/L > 200 178 1121
pH - 7-8,5 7,6 5,9
Conductividad mS/cm >4 3.27 4,47
Materia organica a/kg > 650 902 831
Carbono (C) a/kg > 380 524 483
CIN a/kg 10:1 hasta 20:1 16:1 19:1
Nitrégeno total (N) a/kg > 20 33,6 24.8
Nitrato (NOs) a/kg - 0.026 0.023
Amonio (NHy) o/kg - 1,089 0.077
Fosforo (P) a/kg >2 4 3.30
Potasio (K) o/kg > 15 11 1.60
Magnesio (Mg) o/kg >2 15 1
Calcio (Ca) a/kg > 15 12.9 8.40
Sodio (Na) a/kg >2 1.60 1.10
Hierro (Fe) a/kg - 12.3 1.66
Manganeso (Mn) a/kg - 0.199 0.11
Cobre (Cu) a/kg - 0.041 0.10
Zinc (Zn) a/kg - 0.166 0.10
Boro (B) a/kg - 0.025 0.02
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El valor de la materia seca entre el lodo inicial y el lodo estabilizado disminuy6
en 84% y aumento6 en 914 g/L en cuanto a su densidad; este resultado no concuerda
con la investigacion realizada por Bergstrand, (2022), donde detalla que los valores de
densidad de un fertilizante de origen animal, disminuyen acorde a la perdida de carbono
y agua durante un proceso anaerobio. Sin embargo, un valor de densidad alto en un
fertilizante orgénico indica una mayor concentracion de nutrientes, ademas, aporta
estabilidad a la estructura del abono; por otra parte, una densidad muy baja es indicador
de componentes ligeros y volatiles, generando una dispersion y evaporacion de los

nutrientes, complicando su aplicacion en el suelo como lo menciona Singh, (2016).

Ademas, hubo un aumento del 45% en la conductividad del biofertilizante
organico (lodo estabilizado); cabe destacar que el incremento de la conductividad se
relaciona directamente con el aumento de la densidad del abono organico; segun Karato
& Wang, (2013), los valores de conductividad se incrementan a medida que la
concentracion de minerales o nutrientes aumenta, y se relaciona con la concentracion

de sustancias ionizadas que esta contenga.

Con respecto a la materia organica, se obtuvo un valor de 902 g/kg del lodo
inicial, sin embargo, el contenido de materia organica se mantuvo elevado después del
tratamiento de estabilizacion MK3T3 (831g/kg), dando como resultado un consumo del
7.87%. Estos resultados pueden atribuirse al porcentaje de lignina presente en el rumen
y heces de animales herbivoros, debido a que estos compuestos organicos no pueden

ser hidrolizados por las bacterias FAO,(2011).

Asimismo, hay varios factores que pueden contribuir a la baja biodegradabilidad
de lodos en procesos de digestién anaerobia, tales como un pH inadecuado, que
afectara las distintas etapas de la digestion anaerobia ya que en cada una de ellas
intervienen microorganismos que involucran enzimas, mediadoras de la transformacion
de materiales organicos solubles siendo la hidrdlisis la etapa limitante de la digestion
anaerobia. Ademas, los lodos pueden contener materiales poco biodegradables como
fibras, lignina, celulosa y cenizas, asi como la presencia de compuestos téxicos que
pueden inhibir la actividad de las bacterias y reducir la biodegrabilidad (Temiotan et al.,
2016).

El contenido de nutrientes de los lodos varia notablemente segun la fuente de
las aguas residuales y su tratamiento, asi como el tratamiento de los lodos, en los
resultados fisicoquimicos de macronutrientes del lodo inicial (S/R) se obtuvo una
concentracion de nitrégeno total de 33.6 g/kg, una cantidad de potasio de 1.1 g/kg y un

valor relativamente bajo de fosforo 4g/kg. Estos resultados tienen concordancia con el
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estudio realizado por Seleiman et al., (2020), donde indica que el contenido de nitrdgeno
orgénico e inorganico en lodos residuales puede llegar hasta 51g/kg de materia seca
(MS); en cuanto al fésforo organico e inorganico hasta 28 g/kg, asimismo, el contenido
de potasio debe ser menor a 5g/kg MS, esto se debe a que por su alta solubilidad se
disuelven principalmente en las aguas residuales, y no se depositan en los lodos

residuales, lo que explica la baja cantidad obtenida en el lodo residual (S/R).

Al observar los resultados del consumo del carbono (C) y el nitrégeno (N) dentro
del proceso de digestion anaerobia, se consumié 41 g/kg (7.82%) y 8.8 g/kg (26%)
respectivamente. Por cada g/kg consumido de N las bacterias consumieron 5g/kg de
C, esto puede atribuirse a que en general los microorganismos anaerobios utilizan el
carbono de 25 a 30 veces mas rapido que el nitrdgeno como lo menciona Khanal et al.,
(2019).

Por consiguiente, los compuestos organicos que no pueden ser degradados por
los microorganismos presentes en el sistema, pueden incluir polimeros sintéticos,
lignina y celulosa. Asi mismo, la ruta metabdlica que una bacteria utiliza para consumir

carbono depende de la disponibilidad de los compuestos organicos (FAO,2011).

Ademas, el nitrdgeno amoniacal es uno de los agentes limitantes debido a que
inhibe el desarrollo de bacterias metanogénicas, para un proceso eficiente de digestion
anaerobia es necesaria una cantidad minima en el sistema de 0.05 g/kg y un limite < 3
o/kg (Metcalf & Eddy, 2016), en la presente investigacion se obtuvo 1.089 g/kg de NH4
en el lodo inicial (SR), lo que indica que estd dentro del rango permisible para la

degradacion de la materia organica.

Asi mismo, el lodo digerido present6 un valor de 0.077 g/kg de NH4, dando lugar
a una reduccion de 1.012g/kg de NH. durante el proceso de digestion, la disminucion
de este compuesto se debe a que el amonio reacciona con CO; para formar carbonato
de amonio (NH,HCO3) con la finalidad de aumentar la alcalinidad durante la etapa

acidogénica, manteniendo un equilibrio en el sistema (Varnero, 2011a).

Ademas, otro compuesto nitrogenado producido durante el proceso de la
degradacion de la materia organica son los nitratos (NO3) (Varnero, 2011b), los valores
de NOs antes y después del proceso de digestion del lodo residual (SR) fueron de 0,026
a/kg y 0,023 g/kg respectivamente, la disminucion de este factor implica su uso como
aceptor de electrones (nitrificacion), en los procesos de respiracion bacteriana en un

ambiente anodxico (Lopez et al., 2017).
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Asimismo, uno de los factores clave para la fermentacion anaerobia es la relacién
C/N gue tiene la materia prima, este parametro aumento en el transcurso de la digestion,
de 16/1 en el lodo inicial (SR) a 19/1 en el lodo estabilizado. Sin embargo, después de
un tratamiento anaerobio la relacion C/N baja en comparacion a la composicion inicial
de la materia prima (FAO, 2011).

En este proceso los microrganismos utilizan la materia organica como fuente de
energia y carbono, y liberan nitrogeno en forma de amoniaco. Como resultado, la
relacion C/N (carbono/nitrégeno) aumenta ya que la proporcién de nitrégeno disminuye

y la proporcién de carbono aumenta en el lodo residual (Lépez et al., 2017).

Por otra parte, se determiné que existe un alto consumo de hierro en la digestion
anaerobia, al obtener un valor final de 1.66 g/kg con respecto al valor inicial del lodo
12,3 g/kg; este resultado se debe a que en condiciones andxicas o de poco oxigeno y
pH neutro, durante la fase de hidrélisis, el hierro (Fe?*) es empleado como un donador
de electrones, favoreciendo el crecimiento celular de las bacterias anaerobias autotrofas

(ferrooxidantes) (Corrales et al., 2015).

Ademas, (Cano, 2014), reportd que el hierro alimenta el sistema anaerobio
optimizando la produccion de metano, ya que incrementa la conversion de acetato a
metano haciendo posible una alta actividad metanogénica, debido a que dentro de los
micronutrientes considerados esenciales para los procesos anaerobios se destacan el
Hierro, el Cobalto, el Niquel y el Zinc. Ademas, el hierro tiene un papel fundamental en

el transporte de electrones.

En cuanto a, los resultados de los pardmetros fisicos y quimicos del lote 2,
referentes a las muestras del lodo inicial (S/R) y el lodo estabilizado después del

tratamiento MK3T3, se observan en la tabla 13.
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Tabla 13.

Analisis fisicoquimicos en el lodo inicial (S/R) y estabilizado (MK3T3) Lote 2.

Valores 6ptimos de un Lodo

Paradmetros Unidades - . Lodo inicial .
fertilizante organico estabilizado

Materia seca a/kg 50-70 387 113
Humedad a/kg 30-50 613 887
Densidad g/L - 417 1029
Densidad aparente g/L > 200 126 114
pH - 7-8,5 6,7 6,7
Conductividad mS/cm >4 4,15 5,92
Materia organica a/kg > 650 800 761
Carbono (C) a/kg > 380 465 442
CIN g/kg 10:1 hasta 20:1 13:1 19:1
Nitrégeno total (N) a/kg > 20 36,8 23
Nitrato (NO3) a/kg - 0.1 0.6
Amonio (NH4) a/kg - 0.9 0.014
Fosforo (P) a/kg >2 3.2 3.4
Potasio (K) a/kg >15 1.2 1.7
Magnesio (Mg) a/kg >2 2.7 13
Calcio (Ca) a/kg >15 12.6 10.8
Sodio (Na) a/kg >2 2 1.7
Hierro (Fe) a/kg - 2.2 2.44
Manganeso (Mn) a/kg - 0.117 0.097
Cobre (Cu) a/kg - 0.0296 0.18
Zinc (Zn) a/kg - 0.13 0.14
Boro (B) a/kg - 0.0398 0.0332

El valor de la materia seca entre el lodo inicial (387g/kg) y el lodo estabilizado
(113 g/kg) disminuy6 en 71% (274 g/kg), debido a que en la digestion anaerobia se
reduce el volumen del lodo y se consume agua en el proceso metabdlico de los
microorganismos. Con respecto a su densidad aument6 en 612 g/kg, esto debido a la
biomasa microbiana producida, ademas la produccién de biogas en el proceso
anaerobio puede aumentar la densidad total de los lodos (Salangsang et al., 2022).
Asimismo, hubo un aumento del 42.65% (1.77 mS/cm) en la conductividad del

biofertilizante organico (lodo estabilizado).
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Por otra parte, la aplicacion de fertilizantes incrementa el valor de la
conductividad eléctrica del suelo, lo cual influye directamente ya que afecta la absorcion
de nutrientes por las plantas (C. Garcia et al., 2019). Por lo tanto, si se encuentra por
encima del valor 6ptimo para el cultivo la planta, tendra que esforzarse en mayor medida
para la extraccion de nutrientes, esto conlleva a un gasto adicional de energia, que
influird negativamente en el rendimiento productivo del cultivo. Los resultados indican
un valor final de 5.92 mS/cm que esta dentro del rango de tolerancia del cultivo de

cebada cuyo limite es 8 mS/cm (Orcellet et al., 2015).

El consumo de materia organica fue de 39 g/kg (4.9%), con un valor inicial de
800g/kg, sin embargo, la proporciéon de materia organica en el lodo digerido se mantiene
elevada (761g/kg), la reduccion de este parametro fue inferior al Lote 1 en un 3%.
Asimismo, el consumo del carbono en el sistema anaerobio fue inferior con respecto al
lotel (41g/kg), con un valor de consumo de 23g/kg (4.95%), a pesar de que el modo de
operacién en el biorreactor es el mismo, la composicién bacteriana y fisicoquimica del

lodo residual, varia segun el nUmero de lotes de animales faenadas.

Asimismo, la carga microbiolégica depende de la composicion de los desechos
organicos, la temperatura, la acidez y la concentracion de nutrientes, estos factores
afectan la tasa de crecimiento y la diversidad de bacterias presentes en el lodo, lo que
a su vez afecta su capacidad para ser tratados eficientemente los desechos, como lo

menciona Seleiman et al., (2020).

Las cantidades de Ny P presente en el lodo estabilizado fueron de 23 g/kg y 3,4
g/kg respectivamente, estos valores se encuentran dentro de los rangos adecuados para
un compost de buena calidad, ya que generalmente se consideran valores de nitrdgeno

> 20 g/kg y fosforo > 2g/kg como Optimos.

Los parametros, NH4 se redujo hasta 0.014 g/kg, debido a que estos compuestos
son empleados en la respiracion celular de bacterias desnitrificantes como en procesos
de equilibrio de pH en condiciones andxicas, al final del proceso se obtuvo 0.6 g/kg de
NOs, la presencia de aceptores de electrones como NO3" y SO4% indica que grupos de
bacterias tales como desnitrificantes y reductores de sulfato estaran presentes en el

reactor anaerobio

Algunos metales como Zn, Ni, Cu, Mn, Se y Fe son micronutrientes esenciales
para las plantas ya que se requieren en pequefias cantidades de 1 a 200 ppm,
dependiendo del metal y la especie de planta, para su desarrollo normal, sin embargo,

en altas concentraciones pueden afectar la viabilidad y las funciones celulares (A.
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Garcia, 2015) en el presente estudio los valores no estan dentro del rango toxico para

el cultivo de cebada.

Con respecto al contenido total de lipidos en la muestra seca (0,01196 g/g) del
lodo inicial (S/R) fue superior en relacion al de la muestra fresca (0,00306 g/g), segun
(Palatsi et al., 2010), la ruta degradativa de los lipidos hidrolizados a acidos grasos de
cadena larga (AGCL) ha sido descrita como la principal etapa limitante en el proceso de

digestién anaerobia.

4.2.2.1. Andlisis Fisicoquimicos del suelo.

En la tabla 14, se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos del suelo,
empleado en la segunda fase de germinacién de las plantulas de cebada.

Tabla 14.

Analisis fisicos del suelo seco.

Parametro Unidad Resultado

Textura % Franca limosa

Fraccion de Particulas % Arena 24%, Limo 59%, Arcilla 17%
pH en KCL - 5.4

pH en H20 - 5.9

Conductividad mS/cm 0.21

El analisis de la tierra muestra que tiene un pH &cido, sin embargo, las plantas
cultivadas en general presentan su mejor desarrollo en valores cercanos a la
neutralidad, ya que en estas condiciones los elementos nutritivos estan mas facilmente

disponibles.

Con respecto, a la conductividad, cada cultivo es capaz de sobrevivir dentro de
diferentes rangos de concentracién, dependiendo del tipo de sales que contiene el suelo,
por lo general los valores de conductividad para un buen desarrollo de las plantas son

< 0.500 ms/cm, por lo tanto, la tierra analizada se encuentra dentro del rango.

Los valores de los analisis del contenido de macro y micronutrientes de la

muestra de suelo se detallan en la tabla 15.
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Tabla 15.

Contenido de macro y micronutrientes en mg/kg de suelo seco.

Elemento Unidad Cantidad
Materia Orgéanica % 10,800
CIN / (19/1)
Nitrato (NO3) g/kg 0.0168
amonio (NH4) g/kg 0.0075
fésforo (P) g/kg 0.0619
potasio (K) g/kg 0.2370
magnesio (Mg) g/kg 0.2500
calcio (Ca) g/kg 0.4410
sodio (Na) g/kg 0.0155
azufre (S) g/kg 0.0095
hierro (Fe) g/kg 0.4160
manganeso (Mn) g/kg 0.1100
cobre (Cu) g/kg 0.0057
zinc (Zn) g/kg 0.0106
boro (B) a/kg 0.00026
Cloruro (Cl-) g/kg 0.01790
Sales totales g/kg 0.17800

Se determind los macro y micronutrientes del suelo, ya que es importante para
ajustar la concentracién de la fertilizacion en base a los requerimientos nutricionales del
cultivo, puesto que una sobredosis de fertilizante N, P, K 0 S conduce a la contaminacion
del suelo y al envenenamiento de las plantas. Mientras que las aplicaciones insuficientes
de fertilizantes no pueden satisfacer las necesidades de crecimiento de las plantas, lo

gue conduce a una disminucion del rendimiento y la calidad debido a la desnutricion.

Se obtuvo 0.0168 g/kg de NOs, el cual es directamente asimilable por las
plantas, la cantidad de materia organica del suelo, N, P y K estan dentro de los niveles
optimos para el cultivo intensivo de cebada de acuerdo a los valores reportados en la
bibliografia (hasta 0.04 g/kg de N; > 0.3 g/kg de P; hasta 0.24 g/kg de K), con respecto
a una tierra de buena calidad, es decir tiene el contenido de nutrientes primarios para

las plantas (Pan et al., 2021).
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4.6 Bioensayo de Toxicidad en Semillas

En la figura 10, se presentan los resultados obtenidos del porcentaje de

germinacion (%G), el indice de tasa de germinacion (GRI), y el indice de vigorosidad de

la plantula (SVI), para cada uno de los tratamientos evaluados a 55°C, en el ensayo de

toxicidad en semillas de cebada certificadas (INIAP-Cafiicapa 2003).

A 120

100

80
S
=
hel

® 60
£
£
(]
(U]

40

20

ab

ab
- ab

ab

ab ab ab

ab

MK1TIN1 MKITIN2 MKITIN3 MK2T2N1

MK2T2N2 MK2T2N3 MK3T3N1 MK3T3N2 MK3T3N3 CONTROL

72



ab b
ab

ab
- v T e

ab

ab

) 00

[ERN
IS

P
N

1,0

0,8

0,6

0,4

indice de tasa de Germinacién (GRI

0,2

0,0
MKITIN1 MKITIN2 MKITIN3 MK2T2N1 MK2T2N2 MK2T2N3 MK3T3N1 MK3T3N2 MK3T3N3 CONTROL

1200

1000 T -

800

antula (svl)y ()

600 T

400

200

MKITIN1 MKITIN2 MKITIN3 MK2T2N1 MK2T2N2 MK2T2N3 MK3T3N1 MK3T3N2 MK3T3N3 CONTROL

Indice de Vigorosidad de la PI

Figura 10. Evaluacion del fertilizante organico: Porcentaje de germinacion (A), indice de
la tasa de germinacion (B), indice de vigorosidad de la plantula (C) por cada tratamiento
del lodo residual (MK1T1, MK2T2, MK3T3) en diferentes concentraciones del extracto
acuoso: N1(0.5ml lodo/ 5ml agua), N2(1ml lodo/ 5ml agua), N3(1.5ml lodo/ 5ml agua).
Las semillas usadas como control fueron germinadas con agua estéril. Grupos de
medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con
letras distintas.
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El andlisis estadistico muestra que en la (Figura 10, seccién A), existe una
diferencia significativa entre los ensayos aplicados a las semillas, para la variable
porcentaje de germinacion (F=2.66; gl=9; P= 0.0328), es decir que varia dependiendo
de la concentracién aplicada en cada tratamiento. Siendo el ensayo MK2T2N1 el que
presentd el mayor porcentaje de germinacion con respecto a MK2T2N3, por lo que
existen diferencias estadisticamente significativas entre si.

Sin embargo, los resultados obtenidos en los ensayos MK1T1N1, MK1T1N2
MK1TIN3, MK2T2N1, MK2T2N2, MK3T3N1l, MK3T3N2, MK3T3N3 y el control;
presentan valores similares en cuanto al porcentaje de germinacién, no obstante, en
ningun ensayo se evidencié la inhibicion de la germinacion de las semillas, debido a que
los porcentajes son superiores al 50%.

Por otra parte, el periodo de germinacién y los primeros dias de desarrollo de la
plantula, son una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos, ocurren
numerosos procesos fisioldégicos en los que la presencia de una sustancia toxica puede
interferir, alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta (Benedetto &
Tognetti, 2016).

Asimismo, el estudio realizado por Mieczyslaw(2010), donde se utilizaron lodos
de depuradora para determinar la fitotoxicidad en semillas de maiz, bajo condiciones
controladas de oscuridad a 20°C, las dosis de extractos acuosos del lodo residual (10-
15%), reflejaron una influencia positiva sobre el crecimiento de las plantulas, al igual que
en el presente estudio, los resultados muestran que las dosis de los lodos de depuradora
afiadidos no afecta negativamente el nimero de semillas germinadas.

Respecto al indice de la tasa de germinacion (Figura 6, seccién B), se
observaron diferencias significativas (F=2.83; gl=12; P= 0,0252). El ensayo MK2T2N1
obtuvo un valor superior de (GRI) con respecto al ensayo MK2T2N3, mientras que este

altimo obtuvo el menor porcentaje de (GRI) con respecto a todos los ensayos.

Por otra parte, en la variable indice de vigorosidad de la plantula (Figura 6,
seccidon C), no se observaron diferencias significativas entre los ensayos aplicados
(F=1.99; gl=9; P= 0.0958), es decir que no hay diferencias en el conjunto de
propiedades, que determinan la actividad y desempeiio en el crecimiento favorable de

lotes de semilla.

4.7 Bioensayo de toxicidad en suelo

En la figura 11, se presentan los resultados obtenidos del porcentaje de

germinacion (%G) de los ensayos realizados en suelo, empleando los lodos
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estabilizados procedentes de los tratamientos MK2T2 Y MK3T3 y semillas de cebada
variedad (INIAP-Cafiicapa 2003).
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Figura 11. Porcentaje de germinacion del fertilizante organico (MK2T2, MK3T3) en
suelo, en diferentes concentraciones: L1 (25% lodo,75% suelo), L2 (50% lodo, 50%
suelo), L3 (75% lodo, 25 % suelo).

El ensayo de germinacién de las semillas de cebada en suelo mostré los
porcentajes mas altos para los tratamientos MK2T2L2 (Reactor MK2, 50% lodo, 50%
suelo) y MK3T3L1(Reactor MK3, 25% lodo, 75% suelo), esto debido a que los lodos
estabilizados son una buena fuente de nutrientes para las plantas, y las concentraciones
aplicadas no presentaron niveles de fitotoxicidad en la germinacion. Ademas, el abono
organico provee nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas, como nitrégeno,
fésforo y potasio. La aplicacion de abonos organicos mejora la estructura y aireacion del

suelo, asi como la retencion del agua, como lo menciona Hazra, (2016).

4.8 Caracteristicas morfolégicas de las plantulas

Con relacion a los resultados de las caracteristicas fisioldgicas de las plantulas
de cebada, se mostraron ciertas diferencias morfoloégicas entre los diferentes

tratamientos como se muestra en las tablas 16 y 17.
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Tabla 16.

Caracteristicas morfologicas de las plantulas de cebada (Hordeum vulgare).

Tratamientos

Altura Total (cm)

Longitud Tallo (cm)

Diametro Tallo (mm)

MK2T2L1
MK2T2L2
MK2T2L3
MK3T3L1
MK3T3L2
MK3T3L3
Control Suelo

Control Quimico

68.16 + 28.00

83.71+ 1550 "

75.86 + 34.09 @

59.96 + 12.36 @

39.63 +12.922

50.79 + 23.07

56.76 + 23.04 @

55.25+22.61 2

18.94 +8.70

21.11 +4.03

20.24 + 10.69

15.26 + 2.68

10.18 + 8.66

15.63 +6.84

13.73 + 5.62

16.00 £6.71

0.29+0.12

0.33+0.07

0.30+0.14

0.29 £ 0.04

0.20 +0.17

0.28 £0.12

0.36 £0.16

0.26 +0.11

Tabla 17.

Caracteristicas morfologicas de las plantulas de cebada (Hordeum vulgare).

Tratamientos

Raiz (cm)

Numero de hojas

Longitud Hojas (cm)

MK2T2L1
MK2T2L2
MK2T2L3
MK3T3L1
MK3T3L2
MK3T3L3
Control Suelo

Control Quimico

24,15+ 11.63 2

35.53+8.66 "

26.26 + 14.33

24.35+ 10.86 @

15.74 + 17.04 2

16.75+8.68 2

13.69 + 6.63%

11.06 +4.522

18.68 + 7.73

19.71 + 3.32

19.10 + 9.09

18.91 + 3.26

10.29 + 8.74

14.74 + 6.31

18.19 + 7.55

19.21 +7.83
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El analisis de la varianza para las variables altura del tallo, diametro del tallo,
namero de hojas, longitud de hojas de las plantulas resulté no significativo (p > 0.05),
no obstante, en las variables de altura total de la planta (F=2.40; gl=7; P= 0.0323) y
longitud de la raiz (F=4.34; gl;=7; P= 0.0007); se observaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento MK2T2L2 ( Reactor MK2, lodo
50%, suelo 50%) el que mostré las medidas mas altas en altura de la plantula y longitud

de raices.

Como lo menciona Du Jardin, (2015), la inhibicién en la elongacién de la radicula
e hipocotilo de las plantas se presenta como un pardmetro de evaluacion de efectos
biolégicos en plantas. En la presente investigacion las plantulas desarrollaron raices y
posteriormente la parte aérea debido a que los abonos organicos pueden mejorar la

estructura del suelo, facilitando asi el crecimiento de las raices (Bergstrand, 2022).

Por otra parte, que el tratamiento MK3T3L2 (Reactor MK3, lodo 50%, suelo 50%)
fue el que presentd las medias mas bajas tanto en la variable de altura total de la planta
como en la longitud de la raiz, esto puede deberse a una mala compactacion del lodo y
la tierra lo que se evidenci6 en la reduccién del crecimiento de la raiz y la planta en

general como lo menciona Afanador, (2017).

Se ha desarrollado investigaciones similares en plantas de la familia poaceae
analizando las variables morfolégicas de la planta, sin embargo, las plantas sujetas a
estudio se encuentran en etapas de espigamiento o de cosecha, no existen estudios
exclusivamente en plantulas que se enfoquen en la medicién de estas variables como

lo menciona Mieczyslaw (2010).

Los resultados de la acumulacion de la biomasa fresca y materia seca de las

plantulas de cebada por tratamiento se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Evaluacion de la acumulacién de biomasa fresca (A), materia seca
(B) en los tratamientos (MK2T2, MK3T3) a diferentes concentraciones: L1 (25%
lodo,75% suelo), L2 (50% lodo, 50% suelo), y L3 (75% lodo, 25 % suelo).

En los resultados de la variable peso fresco (Figura 12, seccibn A) se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (F=2.94; gl=7;
P= 0.0108), los valores méaximos de biomasa fresca se observaron en el tratamiento
MK2T2L3, mientras que el tratamiento MK3T3L2 obtuvo el valor minimo. Sin embargo,
el peso fresco es una medida despreciable en plantas jovenes, debido a que el tejido
foliar esta compuesto en su mayoria por agua (Banziger et al., 2016).
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El crecimiento de una planta puede ser cuantificado al analizar el incremento de
sus dimensiones en tallo, hojas y raiz, por lo tanto, la relacion entre el fertilizante y las
plantas es importante para medir el impacto en su desarrollo. La variable més utilizada
para medir el porcentaje de biomasa de un organismo vegetal es el peso seco, este
factor permite analizar importantes aspectos de la fisiologia vegetal, como el estimar la
cantidad de carbono total en las plantas, en pocas palabras es un analisis de

crecimiento, rendimiento, fijacion y particion del carbono(Benedetto & Tognetti, 2016).

La estimacién del porcentaje de biomasa varia segun el estado de madurez de
la planta, ya que se desarrollan estructuras fibrosas como las ligninas y las
hemicelulosas, cuyo contenido de humedad es bajo (Banziger et al., 2016). En la
presente investigacién no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos

(F=2.83; gl=7 P=0.0134) en relacion a materia seca (Figura 12, seccién B)

Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones que tienen como objetivo
medir la influencia de un fertilizante, las plantas se evallan desde el periodo de
germinacion hasta la fase de cosecha (Benedetto & Tognetti, 2016); mientras que en la
presente investigacion se trabajé con plantulas de 21 dias, ya que el andlisis se enfoco

en la germinacion y los ensayos de fitotoxicidad con el lodo residual.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se construyeron tres reactores anaerobios tipo Batch (4.8 L) de material metalico,
resistentes a la corrosion provocada por fluctuaciones de pH y a condiciones
ambientales. Ademas, mediante el sistema automatico se mantuvieron de condiciones
de temperatura y agitacion durante el proceso de digestion, mejorando la calidad del
producto final.

La temperatura para la eliminacion de Salmonela, Shigella, E. coli y Coliformes
totales en los tres tratamientos (MK1T1, MK2T2 y MK3T3) del lodo residual fue de 55°C,
con un tiempo de retencion de 37 dias. Por otro lado, en los tratamientos mesdfilos a
30°C, el tratamiento MK2T2 fue el mas efectivo en la reduccién de Salmonella/Shigella,
con respecto a E. coli el tratamiento que presentd la mayor disminucion de este
patdgeno fue el MK3T3, sin embargo, en cuanto a Coliformes Totales ningun tratamiento

fue efectivo y las condiciones promovieron su proliferacion.

No se pudo evidenciar actividad hidrolitica representativa, por parte de las
concentraciones del inoculante comercial (100cc,130cc,150cc) en los tratamientos MK1,
MK2 y MKS3 respectivamente, debido al bajo porcentaje de carbono consumido durante
la digestion anaerobia, evidenciado en los andlisis fisicoquimicos de los lodos

estabilizados.

Las concentraciones de los extractos acuosos (N1, N2, N3) del lodo estabilizado,
pertenecientes a los tratamientos MK1T1, MK2T2 Y MK3T3 no presentaron fitotoxicidad
respecto al indice de germinacion in vitro, siendo los ensayos MK1T1N1, MK1T1NS3,
MK2T2N1, MK3T3N2 los que obtuvieron una influencia positiva del fertilizante al

presentar un porcentaje de germinacién superior al 80%.

Las concentraciones evaluadas (L1, L2, L3) del lodo estabilizado (fertilizante) en
los ensayos en suelo no evidenciaron una influencia negativa en la germinacion de
cebada, al obtener un indice de germinacion mayor al 50% en todos los tratamientos.
Asimismo, los resultados de la longitud de raiz y altura total de la plantula del tratamiento
MK2T2L2 (MK2, 50% lodo, 50% suelo), obtuvieron la media més alta y fueron superiores

al control negativo y al control quimico.

Se logré estabilizar el lodo residual primario del Camal Municipal de Ibarra, ya
gue se redujo la presencia de patégenos, malos olores, asi como el potencial de

putrefaccién, lo que garantiza la seguridad para su uso en la agricultura.
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5.2 Recomendaciones

Afadir un sistema de medicién digital de pH, con el objetivo de monitorear y
corregir los desbalances de pH, que pueden ser ocasionados por la acumulacién de

compuestos 4cidos o alcalinos, producidos durante las etapas de la digestién anaerobia.

Implementar un pretratamiento enzimatico o biol6gico, que ayude a hidrolizar la
materia organica compleja contenida en los lodos primarios, con la finalidad de aumentar

la disponibilidad del sustrato para las bacterias que llevan a cabo la digestion anaerobia.

Construir un reactor batch anaerobio a escala piloto, que contemple un sistema
de calentamiento y salida de gases, dentro de las instalaciones del Camal Municipal de
Ibarra, para el tratamiento de los lodos primarios, con el objetivo de reutilizar los

nutrientes y la materia organica contenida en el lodo residual.

Incluir el andlisis de huevos de helmintos, ya que son de gran importancia en
salud publica, ademas, agregar la evaluacion de la presencia de metales pesados, para
garantizar una mayor calidad sanitaria de fertilizantes organicos, procedentes de lodos

residuales.

Mantener un ambiente de incubacién idéneo en la germinadora segun las
especificaciones ambientales de cada semilla, ya que los parametros como el porcentaje

de humedad y temperatura influyen en el proceso de germinacion.
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ANEXOS
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Anexo 1. Andlisis microbioldgicos del lodo residual primario del Camal Municipal de
Ibarra.

Anexo 2. Extraccion de lipidos del lodo residual primario.
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Anexo 4. Secado y pulverizacion del lodo estabilizado.
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Anexo 5. Preparacion de extractos acuosos (lodo estabilizado /agua estéril).

Anexo 6. Ensayos de fitotoxicidad en semillas de cebada in vitro.
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Anexo 7. Medicion de la longitud de las plantulas de cebada desarrolladas in vitro.
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Anexo 8. Germinacion de semillas de cebada en invernadero.
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