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Resumen

RESUMEN

El proceso de digestidn anaerobia es una alternativa viable para el tratamiento de
residuos agroindustriales generados en el Estado de Hidalgo, ya que permite la
transformaciéon de la materia organica en biocombustible, ademas de la obtencion
de un fertilizante organico. En este estudio se determind el efecto de codigestion
de estiércol de bovino y residuo sélido organico de la produccion de tilapia.

Se realizaron tres tratamientos en microcosmos de 75 mL, cada uno con 7
repeticiones. En el primero, se utilizO6 como sustrato estiércol; en el segundo,
residuo solido organico de la produccién de Tilapia (RSOPT) y finalmente el
tercero fue una mezcla (50 p/p) de ambos residuos. La concentracion de sélidos
fue de 8 % y se mantuvieron a una temperatura constante de 35° C.

La parte experimental duro 6 meses. La cuantificacibn de metano y CO:2 fue
semanal y cada 2 meses al efluente de los microcosmos se les cuantificd
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), azucares totales, potencial de Hidrogeno
(pH), acidos grasos volatiles (AGV’s), solidos totales (ST), solidos fijos (STF),
sélidos volatiles (STV), concentracién de nitrogeno (Nz), concentracion de fésforo
(P), carbono organico (CO) relacion Carbono/Nitrégeno (C/N), cuantificacion de
Salmonella y Coliformes totales.

Se observo una disminucién de DQO y azucares totales en los tres tratamientos,
durante los primeros 90 dias; presentando una degradacién de alrededor del 30 %

en el caso del estiércol y la mezcla de residuos y de 75 % en el caso del RSOPT;
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mientras que el consumo de azucares fue mayor al 55 % en los tres tratamientos.
El pH durante el proceso permanece en valores cercanos a la neutralidad en los
tres tratamientos. Respecto a los AGV's y la relaciébn C/N, los tres tratamientos
presentaron una disminucion importante al final de biodigestion, lo cual indica que
con el proceso de biodegradacion se transformo la materia organica en biogas. La
cantidad de sdlidos totales fue mayor en el estiércol y como consecuencia
también un mayor porcentaje de soélidos volatiles (los cuales representan la
materia organica, en su mayoria carbono) y un menor porcentaje de solidos fijos
en comparacion con los otros tratamientos.

Al finalizar el proceso de co-digestion de los tres tratamientos como resultado de la
estabilizacién de la materia organica se produjo un biosdlido tipo “B”, en el cual
hubo una reduccién de més del 99 % del contenido de bacterias patdgenas y una
mineralizacion de N2 y P, no obstante, el tratamiento que utiliz6 como sustrato
estiércol fue el que presenté mayores concentraciones de los nutrientes (N2 y P),
sin embargo la mezcla de residuos cumple con la concentracion necesaria de
estos dos elementos.

Finalmente, el resultado de este estudio indica que fue significativamente mejor la
mezcla de residuo de bovino vy tilapia (50:50) para obtener produccién de biogas

(con mayor concentracion de metano) y biosalido tipo “B”.
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l. INTRODUCCION

El actual estilo de vida exige altos consumos de energia, llevando a un mayor
desgaste las fuentes convencionales, por lo cual, se ha generado un creciente
interés por el desarrollo de nuevas tecnologias econdémicas y sencillas que
permitan generar alternativas de energia renovable.

Estas tecnologias tienen un excelente potencial para generar economias
sostenibles al transformar la materia orgénica (estiércol de ganado, residuos
agricolas, etc.) en biocombustible, conservando los recursos y protegiendo el
medio ambiente (Alvarez et al., 2006).

En paises como México, los residuos organicos procedentes de la agricultura,
ganaderia y pesca, estan disponibles y tienen un gran potencial para abastecer la
demanda energética. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca Yy
Alimentacion (SAGARPA, 2008a) reporta una produccion nacional de 36.2
millones de toneladas anuales de estiércol, mientras que el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI, 2006), menciona que solo en el Estado de Hidalgo
hay una produccién anual de 437,107 toneladas del mismo. Por otra parte, el
mencionado Estado ocupa el primer lugar en la produccion pesquera sin litorales,
reportando una produccién acuicola anual de alrededor de 2,000 toneladas;
generando cantidades suficientes de desechos que frecuentemente no son
procesados de forma adecuada, sin embargo, existe la posibilidad de implementar
tecnologias que permitan su adecuado procesamiento sin generar dafios al medio

ambiente.
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La digestion anaerobia de biomasa se ha convertido en una alternativa viable para
solucionar los problemas causados por éstos desechos, tales como el olor,
reduccion del volumen, recuperacion de nutrientes inherentes y disminucion
potencial de la contaminacién (Cantrell, et al., 2008).

En el proceso de digestion anaerobia, los microorganismos consumen sustrato, ya
sea estiércol o algun otro material organico, dando como productos finales el
biogas (mezcla de metano y biéxido de carbono) y un fertilizante no patégeno rico
en material organico, humus, nitrégeno, fésforo y potasio (Amaya, 1990).
Actualmente, en Estados como Hidalgo, primer productor nacional de alfalfa verde
y cebada (SAGARPA, 2008b), después de la realizacién a nivel piloto del proceso
de digestion anaerobia, éste se visualiza como una excelente opcion para
procesar residuos organicos, ya que ofrece la produccién de energéticos como el
biogads, ademéas de fertilizantes organicos que potencialmente pueden ser
utilizados en el campo hidalguense obteniendo beneficios superiores a los que
ofrecen los fertilizantes quimicos.

Ante la necesidad de acciones viables y efectivas para contrarrestar el efecto
invernadero del planeta, la produccion de combustibles como el biogas, utilizando
mezclas de residuos de ganaderia y pesca es una forma limpia y renovable de
energia a un menor costo, que podria sustituir a las fuentes convencionales
(combustibles, aceite, etc.) que estan causando graves problemas ecoldgico-
ambientales y al mismo tiempo se estan agotando; ademas, la generacion y
desarrollo de este tipo de tecnologias contribuye significativamente al desarrollo

sustentable de la region.
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Il OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Determinar el efecto de la codigestion de estiércol de bovino con residuos solidos

organicos de la produccion de Tilapia en una digestion anaerobia.

2.2. Objetivos Especificos

@ Cuantificar la produccion de metano, durante el proceso de digestion
anaerobia de la mezcla de residuos de bovino y peces.

@ Determinar la evoluciébn de los siguientes parametros: acidos grasos
volatiles (AGV’s ), demanda quimica de Oxigeno (DQO), azucares totales,
sélidos totales (ST), sélidos fijos (STF), sélidos volatiles (STV), nitrégeno
(N2), fésforo, pH y carbono organico en estiércol de bovino, residuo sdlido
organico de la produccion de Tilapia y mezcla de ambos residuos durante el
proceso de biodigestion.

@ Determinar el efecto del fertilizante organico resultante del proceso de

digestion anaerobia en la produccion de alfalfa.



Hipoétesis

1. HIPOTESIS

La mezcla de residuos procedentes de la ganaderia y produccion de peces
pueden optimizar el proceso de digestion anaerobia en cuanto a la produccion de

metano y la produccion de un fertilizante organico.
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IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Consumo de energia

El consumo de la energia mundial en los ultimos afios se ha incrementado
considerablemente, caracterizado por las incertidumbres ligadas al cambio
climatico y a la vulnerabilidad derivada del paulatino agotamiento de los recursos
fosiles frente a una demanda creciente de energia. La poblacién del planeta y su
produccién econdmica continuaran acrecentdndose varias décadas mas. Se
proyecta que el crecimiento, tanto de poblaciébn como de producto nacional bruto,
serd mayor en paises menos desarrollados en comparacion con los menos
desarrollados. En la actualidad, tres de cada cuatro habitantes de la tierra viven en
los paises menos desarrollados, y dos terceras partes de ellos dependen de la
recoleccion de madera y desechos agricolas y animales para proveerse de
combustible para cocinar y calentarse (Henry y Heinke, 1996).

El creciente aumento en el precio mundial del petrdleo y los combustibles ha
producido un profundo efecto sobre las politicas energéticas de las naciones. En
los paises ricos, tal hecho ha provocado un desarrollo desbordante en la
explotacion de reservas aparentemente ilimitadas de fuentes de energia barata.
Por todo ello existe una urgente necesidad de encontrar y desarrollar tecnologias
de bajo costo mediante el uso inteligente de los recursos locales, para asi ayudar

a resolver el problema que afrontan los paises pobres (Amaya, 1990).
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4.2 Fuentes de energiarenovable

El ingreso energético, o recursos energéticos renovables, comprenden aquellos
bienes que se renuevan continuamente a causa de la presencia de fuerzas fisicas
como marea, viento, agua que cae, gradientes térmicos en el océano, calor
geotérmico, aportacion solar directa, o la generacién de materia vegetal y animal
(Henry y Heinke, 1996).

Normalmente se habla en forma independiente de la energia solar y edlica,
subrayando su disponibilidad ilimitada. Sin embargo, estas fuentes de energia
enfrentan grandes restricciones debido a su intermitencia y baja densidad, lo cual
obliga que para su utilizacién se requiera contar con almacenamiento de energia
para dias nublados o de calma, y ello hace que sus costos se eleven
considerablemente. Considerando lo anterior, el Instituto de Investigaciones
Eléctricas (IIE) desarrolla un proyecto de investigacion que estudia la posibilidad
de integrar en un sistema, modulos, tales como; aeromotores, colectores solares,
digestores de desechos organicos para producir biogas, maquinas hidraulicas, etc.

(Félix y Sanchez, 1990).

4.3 Residuos

En su sentido mas amplio, el término residuos sélidos incluye todos los materiales
desechados de actividades municipales, industriales o agricolas. De estos
residuos solidos, segun Henry y Heinke (1996), el 50 % es papel, el 30 % es

materia organica y el 20 % restante es material no combustible.
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4.4 Tratamientos
Actualmente existen diversos tratamientos para eliminar o reducir el potencial de
contaminacion que generan los residuos, tales como: Reduccion; Reciclaje;

Composta; Combustion; Relleno sanitario y Digestion anaerobia.

4.4.1 Reduccion
Es la disminucién de la cantidad o toxicidad de los residuos. La reduccion de las
fuentes es una de las alternativas mas utilizadas porque representa el medio mas
eficaz para reducir los costos econdmicos y los efectos ambientales asociados con

el manejo de residuos (Henry y Heinke, 1996).

4.4.2 Reciclaje
La mayor parte de los desperdicios contienen gran riqgueza en materias primas que
pueden volver a utilizarse para elaborar nuevos productos. En general, con el
reciclaje no sélo se conservan los recursos materiales, sino que también se ahorra

combustible (Turk et al., 1981).

4.4.3 Composta
Con la palabra composteo denominamos la degradacion microbiana de solidos
organicos por medio de una respiracion aerobia que pasa por una fase termofilica.
El proceso de composteo empieza, con la coleccion heterogénea de material
organico, que contiene una poblacidon grande de hongos y bacterias. Estos
microorganismos se desarrollan e inician el proceso de descomposicion en el

9
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momento en que se presentan las condiciones favorables de humedad,
temperatura y aereacion. Esta actividad microbiana producira un aumento en la
temperatura a consecuencia de las oxidaciones biolégicas exotérmicas y dado que
la materia organica posee muy mala conductividad térmica ésta actia como
aislante térmico, causando que la mayor parte del calor producido permanezca

dentro de la pila de material organico (Leal-Lara, 1990).

4.4.4 Combustion

La incineraciébn consiste en cocer desechos animales, tales como la grasa,
huesos, plumas y sangre, para obtener tanto un producto graso llamado sebo, que
es una materia prima del jabon, como un producto no graso, que tiene un alto
contenido de proteinas y puede ser un ingrediente del alimento para animales
(Turk et al., 1981).

El proceso de incineracién presenta las siguientes ventajas a) elimina el problema
de la salud inherente a la acumulacion de desperdicios; b) reduce el volumen de
los desechos solidos en aproximadamente 80 % y requiere, por consiguiente,
mucha menos tierra para la eliminacion final de sus residuos; c) puede tratar una
mezcla de basura y cascajo sin separacion previa; d) puede utilizarse en ella
equipo de una gran diversidad de tamafos, desde unidades de vivienda hasta
grandes incineradores municipales centrales, capaces de tratar mas de 1000
toneladas al dia; e) los residuos son inertes e inodoros y relativamente faciles de

manipular. Sin embargo, la incineracion tiene el inconveniente, exactamente lo
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mismo que el montdén de basura, de desperdiciar materias primas (Turk et al.,
2004).

En la actualidad casi todos los nuevos sistemas de incineracion incorporan la
recuperacion de energia para reducir los costos de capital y de operacién del

equipo de control para la contaminacion del aire (Henry y Heinke, 1996).

445 Relleno sanitario

Es un método muy ventajoso de eliminacion de residuos, en el que cada capa de
desechos es recubierta por una capa de tierra, arcilla o grava (Turk et al., 2004).

El entierro de los residuos reducia estos problemas, pero la mejora mas
importante se consiguié apisonando los residuos en capas y cubriéndolos con
tierra al final de las operaciones de cada dia (Henry y Heinke, 1996).

Es necesario hacer una clasificacion manual de los residuos que llegan, y puede
haber pulverizacion a altas presiones y embalaje de los mismos para reducir su
volumen antes de depositarlos en la tierra. El material suelto se coloca en la parte
inferior de la zanja preparada y después se distribuye y se apisona por medio de
una maguina en capas de alrededor de 0.5 m de espesor. Cuando la profundidad
alcanza de 2 a 3 m, y al final de las operaciones de cada dia, los desechos se
cubren con una capa de 150 a 300 mm de tierra. Estos residuos sélidos
consolidados y envueltos en tierra se conocen como una celda, la cual

normalmente contiene los residuos de un dia (Henry y Heinke, 1996).
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4.5 Digestion Anaerobia

Se conoce como digestién anaerobia, al conjunto de reacciones bioquimicas que
se llevan a cabo bajo condiciones anodxicas (el nitrogeno proveniente de los
nitratos se transforma, biolégicamente en nitrdgeno molecular en ausencia de
oxigeno molecular, también llamado desnitrificacion), y que desembocan en la
degradacion de los grandes biopolimeros complejos, hasta polimeros simples que
son asimilados y utilizados por los organismos que la llevan a cabo (Sanchez,
2003).

Este tratamiento surge como una alternativa para el tratamiento de los desechos,
en este proceso, microorganismos anaerobios transforman la materia organica a
biomasa y compuestos en su mayoria volatiles: Biéxido de Carbono (CO2z), metano
(CHa4), nitrégeno (N2), hidrégeno (Hz) y acido sulfhidrico (H2S) (Pérez, 2007).

Parra (2005) menciona que la digestion anaerobia de residuos organicos es un
proceso estable para la produccion de biogas y eliminacion de materia organica,
ésta ha sido empleada por varios afios en rangos de temperaturas mesofilica (20 —
45° C) y termofilica (45 — 60° C). La conversién de materia organica a biogas a
bajas temperaturas (menor 20°C) es referida a digestion anaerdbica psicrofilica.
Esta no ha sido estudiada ampliamente porque es un proceso dificil y lento, este
tratamiento biolégico anaerobio de residuos es un proceso microbiolégicamente
complejo que envuelve a varios tipos de bacterias que trabajan en forma

encadenada.
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45.1 Bioquimica de la Digestion Anaerobia
La fermentacibn metandgenica se lleva a cabo mediante la accion de
microorganismos que obtienen energia para crecer a través del catabolismo
anaerobio de la materia organica, misma que es degradada hasta CO2 y CHa. Las
etapas de la digestion anaerobia son: Hidrodlisis y acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis (Figura 1).

4.5.1.1 Primera etapa: Hidrélisis y Acidogénesis
Esta etapa implica la hidrolisis de polimeros naturales de alto peso molecular tales
como proteinas, carbohidratos y compuestos de menor peso molecular como son
azucares, acidos grasos, aminoacidos y la posterior fermentacion de éstos
azucares en alcoholes, acidos grasos volatiles (acidos entre uno y cinco atomos
de carbono), biéxido de carbono e hidrégeno (Sanchez, 2003).
La primera etapa, se puede convertir en la limitante de la digestion anaerobia
cuando los polimeros a hidrolizar y fermentar son poco solubles, téxicos o de dificil
biodegradacion. Por el contrario, si los sustratos son solubles y facilmente
hidrolizables y fermentables, la primera etapa ocurre sin mayor problema, dado su
caracter termodinamicamente exergoénico (fenbmeno o reaccion quimica que libera
energia). En este caso en particular, serd necesario evitar una sobrecarga de
sustratos, y por lo tanto, una sobreproduccion de acidos grasos que pudieran
disminuir el pH del sistema a niveles inhibitorios para la microflora. Cuando hay
una sobrecarga en un digestor, la acumulacion de acidos grasos volatiles puede
inducir un pH menor a 6.2, el cual, resulta inhibitorio para la poblacion
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metanogénica. Es necesario hacer notar que la acidogénesis no se detiene a
estos valores de pH entre 4.5 y 5.0. Es recomendable controlar un digestor por
medio de la adicion de un alcali cuando el pH disminuye a 6.6 (Sanchez, 2003).

Otra razon por la que debe evitarse la sobrecarga en un reactor anaerobio, es que,
ademas de generarse una gran cantidad de acidos, la concentraciéon de hidrégeno
aumenta en exceso. La composicion de la mezcla de acidos grasos generados
durante la fermentacibn estd determinada entre otros factores, por la
concentracion de hidrogeno en el medio. Cuando la concentracién de hidrogeno
aumenta, disminuye la proporcién de acido acético formado y se incrementa la
producciéon de &cidos con mas de dos atomos de carbono, esto es, se generan
mezclas de &cidos acético, propionico y butirico, debido al aumento en el poder
reductor y por ser mas exergonicas las reacciones de formacion de &cido
propionico y butirico. Por el contrario, cuando la concentracion de hidrogeno es
muy baja (5-50 ppm), existe una preferencia por la generacién de acido acético, lo
cual representa una ventaja para todo el sistema, dado que el acetato es el

precursor principal de metano en los digestores anaerobios (Sanchez, 2003).

45.1.2 Segunda etapa: Acetogénesis
Durante la acetogénesis, etapa que puede describir como una deshidrogenacion
acetogeénica, los productos generados en la primera etapa hidrolitica tales como el
propionato, acidos grasos de cadena larga y los &acidos aromaticos, son
fermentados anaerdbicamente y degradados a acetato, biéxido de carbono e
hidrogeno, productos precursores del metano.
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Los principales sustratos utilizados son los alcoholes y los &cidos grasos volatiles
como propionato y butirato. La acetogénesis es una etapa critica, puesto que con
ella se evita la acumulacion de &cidos grasos volatiles, los cuales en

concentraciones altas, pueden inhibir la metanogénesis (Sanchez, 2003).

45.1.3. Terceraetapa: Metanogénesis

La metanogénesis corresponde a la parte final de la digestibn anaerobia de la
materia organica. En ella, los compuestos simples que han sido generados en las
dos etapas anteriores, son transformados por medio de las bacterias
metanogénicas (capaces de utilizar electrones en forma de Hz, y de romper el
acetato anaerdébicamente en ausencia de luz o de aceptores de electrones como
el nitrato o el sulfato) en bioxido de carbono y metano, ya que sin estas, la materia
organica no podria degradarse y los &cidos organicos se acumularian en el medio
ambiente.

La mayoria de las bacterias metanogénicas sélo pueden crecer en un intervalo de
pH de 6.0 a 8.0. Son fisiolégicamente mas activas a pH entre 7.0 a 7.8,
observandose mayor actividad a un valor de 7.5. Valores de pH menores de 6.0
causan disminucion en la velocidad de produccion de metano, hasta que ésta llega
a valores cercanos a cero, cuando el pH baja a valores entre 4.75 y 4.8. Cuando el
pH disminuye, la concentracion de las formas no disociadas de los acidos grasos
se incrementa rapidamente, los cuales son incorporados a la célula por difusion.
Una vez dentro, los &cidos se disocian, ocasionando la acidificacion del
citoplasma. De esta manera, el efecto inhibitorio de las formas no disociadas de
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los &cidos grasos es la acidificacion del citoplasma y la pérdida del gradiente de

protones necesario para la generacion de ATP (Sanchez, 2003).

45.2 Ventajas de la digestién anaerobia
Entre las ventajas de la digestion anaerobia figura la eliminacién de algunos
componentes indeseables del sustrato como son los acidos en el estiércol; el gas
producido en su combustién que es mucho mas utilizable que el sustrato; el lodo
residual que contiene biomasa y es valioso como material de retroalimentacion
para el digestor o como fertilizante. Es importante resaltar que a diferencia de
otros procesos de produccién de combustible, en éste se conservan todos los

nutrientes inorganicos (Don Augenstein, 1990).

4.6 Produccion de Biogas

El biogas es el producto de la degradacion anaerobia de los substratos organicos,
es uno de los procesos mas antiguos utilizados para el tratamiento de basuras
industriales y la estabilizacion de lodos.

El biogas es incoloro, inodoro e insipido, por lo que es dificil detectarlo; pero por
tener una densidad menor que la del aire su peligrosidad asfixiante y explosiva
disminuye al construir locales altos y con ventilacién.

En el biogas de sus principales componentes, metano y bioxido de carbono, puede
deducirse su poder caldrico tomando considerando que su composicion (Cuadro
1) incluye de 60-70 % de metano y 40 a 40 % de bioxido de carbono, el cual sera
del orden de 5780 a 6230 Kcal/m3,
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Cuadro 1. Composicion del biogas

Componente Concentracion (%)
Metano 60— 70
Bioxido de carbono 30-40
Hidrégeno 5-10
Nitrogeno 4-6

Acido sulfhidrico Trazas

Fuente: Félix y Sanchez, 1990

4.6.1 Técnicas para aumentar la produccidon de biogas
En un afan por aumentar la produccion se biogas, actualmente se han
diversificado los métodos, éstos se pueden clasificar en las siguientes categorias:

a) Uso de aditivos biologicos y quimicos como plantas, malas hierbas,

residuos de cosechas, cultivos microbianos, etc.

b) Reciclado de la biomasa digerida.

c) Uso de la pelicula/biofiltros fijos.

d) Variacion en parametros operacionales.

e) Co-digestion.
Segun Amaya (1990), los principales parametros operacionales que permiten
optimizar el proceso de produccion de biogas son: acidez, solidos, relacion

Carbono/Nitrogeno (C/N), temperatura, agitacion del digestor y co-digestion.
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46.1.1 Acidez
Una solucibn demasiado &cida puede frenar bruscamente el proceso de
fermentacion. Si el pH aumenta, traerd como consecuencia la formacion de COz y
el proceso de digestién disminuird; pero si el pH baja, las bacterias no seran
capaces de utilizar los materiales 4cidos adecuadamente y el proceso se detendra
completamente. Debido entonces a que las condiciones de trabajo para las
bacterias metanogénicas son muy estrictas y en un rango muy limitado y cercano

a 8 (Amaya, 1990).

4.6.1.2 Solidos
La fermentacion anaerdbica de materia organica se efectla mejor si ésta tiene un

contenido de 8 % de solidos (Amaya, 1990).

4.6.1.3 Relacion Carbono/Nitrogeno (C/N)

Si esta relacion es alta, 0 sea con poca concentracion de nitrégeno, traera como
consecuencia que algunas bacterias mueran por falta de éste, empleando las
restantes el nitrégeno que constituyen las células de aquéllas. Si la relacion es
baja, por el contrario el carbono se terminara antes que el nitrdgeno, originando
que el proceso de fermentacion se detenga y posteriormente el material perdera el
nitrbgeno remanente.

La idea de la digestion anaerdbica es convertir todo el carbono posible a metano

(CHa), con la menor pérdida posible de nitrogeno (Amaya, 1990).
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4.6.1.4 Temperatura
Por lo general, la digestion por bacterias tiene lugar a temperaturas que van desde
0° C a 70° C, efectuandose mejor en éstas ultimas. Sin embargo, la produccion de
gas disminuye con rapidez a temperaturas menores de 16° C y practicamente se
detiene a 10° C. Las reacciones de produccion de gas se efectian a dos
diferentes temperaturas, de 30° C a 40° C y de 50° C a 60° C, siendo la 6ptima de

35° C; actuando diversas bacterias en cada una de ellas (Amaya, 1990).

4.6.1.5 Agitacion del digestor

La agitacion es un aspecto muy importante para la velocidad de producciéon de
gas, que puede ser elevada sustancialmente al renovar con frecuencia el contacto
entre las bacterias metanogénicas y el sustrato, resultando entonces una
dependencia directa entre agitacion y actividad de bacterias y consecuentemente
mayor cantidad de metano generado.

Dos factores corroboran la necesidad de agitar el digestor. Primero, la espuma
formada por la propia fermentacion y que se aloja en la superficie del material a
tratar, reduce enormemente la generacion de gas; y el segundo, la produccion de
metano depende de la descomposicion de finas particulas de vegetales no
digeridas presentes en el estiércol, éstas tienden a asentarse en el fondo del
tanque o bien flotar en la superficie. Entonces mediante una agitacion del material,

se transforma una fase heterogénea en homogénea (Amaya, 1990).
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46.1.6 Co-digestion

Una interesante opcion para mejorar la produccion de la digestibn anaerobia de
residuos solidos es la codigestion; esto es, el uso de un co-sustrato, que en la
mayoria de los casos mejora la produccién de biogas debido al suministro de los
nutrientes perdidos. Algunas veces el uso de un co-sustrato puede también
ayudar a establecer el contenido de humedad necesario para alimentar al digestor
(Mata-Alvarez, et al., 2000).

La codigestion de mezclas de estiércol y residuo sélido organico de la produccion
de Tilapia (RSOPT) permite tratar en forma simultanea dos residuos obtenidos de

la agroindustria.

4.7 Estiércol

Es el producto que se obtiene de la fermentacién anaerdbica sucedida en el
intestino de los residuos alimentarios no utilizados por rumiantes. Esta
fermentacién sintetiza una considerable cantidad de proteina que es

desperdiciada, junto con parte de la energia no utilizada.

4.8 Residuo Sélido Organico de la Produccioén de Tilapia
Como su nombre lo indica, se refiere al desecho final que se obtiene de la
produccion de peces de la variedad Tilapia, el cual basicamente se compone de

residuos de alimento y excretas de peces.
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4.9 Fertilizantes organicos

Cuando la descomposicion de desechos sélidos municipales se lleva a cabo en un
medio aerdbico controlado, la degradacion orgénica se acelera y el proceso se
denomina formacion de abono, o fertilizante orgénico. El objetivo de este proceso
es formar un producto material estable rico en nutrientes que sirva para recuperar
tierras o mejorar suelos. El abono comercial debe ser de tamafio constante, estar
libre de vidrio, plastico y metales y no tener olores desagradables (Henry y Heinke,
1996).

El uso de fertilizantes organicos en terrenos cultivados se remonta casi al
nacimiento mismo de la agricultura. El incremento en la produccion y consumo de
fertilizantes quimicos en una agricultura intensiva disminuy6 la atencion hacia los
abonos organicos en la época 1940- 1970, pero en la actualidad vuelven a cobrar
gran importancia los estudios con abonos organicos, debido a que la creciente
escasez y alto costo de los energéticos en el mundo restringira la produccion de
abonos quimicos, por lo que debe buscarse el aprovechamiento maximo de los
organicos (Nufiez, 1990).

Los abonos organicos muestran sobre los quimicos, las siguientes ventajas:

1. Mayor efecto residual.

2. Aumento en la capacidad de retencion de humedad del suelo a través de su
efecto sobre la estructura (granulacion y estabilidad de agregados), la
porosidad y la densidad aparente.

3. Formacion de complejos organicos con los nutrientes manteniendo a éstos
en forma aprovechable para las plantas.
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4. Reduccion de la erosion de los suelos, al aumentar la resistencia de los
agregados a la dispersion por el impacto de las gotas de lluvia y al reducir
el escurrimiento superficial.

5. Elevacién de la capacidad de intercambio catiénico del suelo, protegiendo
los nutrientes de la lixiviacion.

6. Liberacién de CO:2 que propicia la solubilizacion de nutrientes.

7. Abastecimiento de carbono organico, como fuente de energia, a la flora
microbiana heterogénea.

Los efectos benéficos generales de la adicion de abonos organicos al suelo se
traducen en una elevacion de los rendimientos que muchas veces no se logra con

los fertilizantes quimicos (Nufez, 1990).
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V. ANTECENTES

Existen varios métodos que permiten obtener una mayor produccién de metano,

tales como agregar aditivos organicos e inorganicos, pre-tratamientos de los

residuos, variacion en los parametros de operacion, codigestion, etc.

Aditivos bioldgicos, incluidas diferentes plantas, maleza, residuos de cultivos,
cultivos microbiolégicos, etc., los cuales estan disponibles naturalmente en los
alrededores, pueden ser usados para el mejoramiento significativo en las plantas
productoras de biogas. Las hojas de algunas plantas y legumbres como Leucacena
leucocephala, Acacia auriculiformis, Dalbergia sisoo y Eucalypus tereticonius, se ha
encontrado que estimulan la produccion de biogas entre un 18 y 40 %.

Las cepas de algunas bacterias y hongos también pueden aumentar la produccion

de biogas debido a la estimulacién de la actividad enzimética. Cepas de bacterias

como actinomicetos se ha demostrado que mejoran la produccion de biogas en un

rango de entre 8.4 — 44 % utilizando como sustrato estiércol de bovino (Tirumale y

Nand, 1994, Attar et al., 1998)

Wong y Cheung (1995); encontraron que la planta con un alto contenido de

metales pesados (cromo, cobre, niquel y zinc) tienen una mejor produccion de

metano. La adicién de sales en varias concentraciones [FeSOa4 (50mM), FeCls (70

uM)] también aumenta la produccion de gas (Wodzinski et al., 1983; Patel et al.,

1993; Rao y Seenayya, 1994; Clark y Hillman, 1995).

24



Antecedentes

Los residuos que sirven como sustrato en el reactor algunas veces requieren un
pre-tratamiento para incrementar la produccion de biogas en el proceso de
digestion anaerobia. El pre-tratamiento degrada las estructuras organicas
complejas en moléculas simples, las cuales son mas susceptibles a la
degradacion microbiana. Los pre-tratamientos pueden ser:

1) Pre-tratamiento de los residuos con alcali o acido.

2) Pre-digestion de los sustratos frescos.

3) Pre-tratamiento termoquimico.
Tratamiento con alcali (1 % de NaOH por 7 dias) a los residuos de plantas como
paja, hojas de manzana u hojas de durazno cuando son usados como
suplementos del estiércol dan como resultado un incremento de hasta el doble en
la produccién de metano (Dar y Tandon, 1987).
Entre los métodos biolégicos que ayudar a mejorar la produccion de metano,
Capela et al., (1999), reportaron la influencia positiva de un tratamiento de pre-
composta en el arranque que mejoré la digestion anaerobia utilizando como
sustrato medula molida.
Otro tratamiento que al igual ayuda a mejorar la produccion de metano son los pre
tratamientos mecénicos; debido a que si el sustrato tiene un alto contenido de fibra
y baja degradabilidad, esto conlleva a una mayor produccién de biogés; y
ademas, la reduccion del tamafo lleva a una digestion mas rapida (Palmowsky y
Miiller, 1999 a,b).
Angelidaki y Ahring (1999) encontraron un aumento del 17 % en la produccion de
biogas después de realizar una maceracion mecanica del contenido de fibras en el
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estiércol. En general, las fibras pequefias, aumentan el potencial de produccién de
biogés. El mejor resultado mostro un incremento del alrededor del 20 % con fibras
menores de 0.35 mm. El pre-tratamiento de fibras con hidréxido de sodio (NaOH)
o hidréxido de Amonio (NH4OH) o con una combinacion de estos lleva a un
incremento potencial de metano.

El mejoramiento de la produccion de biogas puede ser controlado monitoreando la
variacion de los parametros de operacion, tales como: temperatura, pH, tamafio de
particula, agitacion, concentracion de sélidos, tiempo de retencién hidraulica, etc.
Mata-Alvarez et al. (2000), encontraron que la produccion de metano puede
mejorar cuando existe un alto contenido de humedad de entre 90-96 % en el
sustrato y un pH entre 6.6 - 7.8 (siendo el 6ptimo 6.8). Jain y Mattiasson (1998)
encontraron que con pH por encima de 5.0, la eficiencia de la produccion de
biogas fue mas de 75 %.

La temperatura es un factor determinante durante el proceso de digestion
anaerobia, un incremento de temperatura en el proceso también produce un
aumento en la produccion de metano, de forma similar el efecto del tiempo de
retencion hidraulica también es directamente proporcional a la produccion de
biogas (Alvarez et al., 2006).

Un minimo de 0.6 % de nitr6geno es necesario para las bacterias metanogénicas,
pero si por el contrario, existe un exceso de nitrogeno en el sustrato, se forma
amoniaco, el cual causa inhibicion en el crecimiento celular y lleva a una

disminucion o eliminacion de la produccion de metano (Alvarez et al., 2006).
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El proceso de digestion anaerobia puede ser mejorado con una mezcla de
sustratos, también llamada codigestion. La codigestion de mezcla de residuos
sélidos de aguas residuales y residuos solidos provenientes de frutas y verduras
muestra un desempefio estable. Los resultados confirman la suposicion de que los
microorganismos involucrados en la digestion anaerobia prefieren vivir en un
micro-ecosistema balanceado (Gomez et al., 2006).

Otro de los objetivos perseguidos al realizar la digestion anaerobia es la
produccién de biosdlidos, es decir, la materia organica soélida resultante del
tratamiento que puede ser aplicada de forma benéfica en el suelo, debido a que
es una excelente fuente de nitrégeno, fésforo, materia organica, y otros nutrientes,
que pueden mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo, asi
como el rendimiento de los cultivos.

Las tasas de de aplicacion de los biosdélidos son especificas y se determinan con
base en las propiedades del suelo, los nutrientes y concentraciéon de metales
pesados y las necesidades nutricionales del cultivo (Kinney et al., 2006).
Ming-gang et al. (2008), determinaron un mayor rendimiento en la produccion de
arroz asi como una mayor acumulaciéon de materia seca y absorcion de nutrientes
en el suelo, aplicando un biosdlido obtenido de la mezcla de cerdaza y fertilizante
quimico (50:50). La aplicacibn de abonos organicos con fertilizantes quimicos
aument6 el rendimiento y la eficiencia en el uso del nitrogeno en el cultivo de
arroz, ademas redujo el riesgo de contaminacion del medio ambiente y mejoro la

fertilidad de los suelos en gran medida.
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Por otra parte, Tejada y Gonzalez (2007) determinaron que la aplicacion de un
biosdlido a partir de los residuos del desmotado del algodon, mejora las
propiedades fisicas (la estabilidad estructural, densidad), quimicas (porcentaje de
sodio intercambiable), y biolégicas (biomasa microbiana, la respiracion del suelo, y
actividades enzimaticas) del suelo; ademas de aumentar el rendimiento y la
calidad del trigo.

La aplicacion de biosolidos a partir de gallinaza al igual que el residuo del
desmotado del algodon produjo un efecto positivo en la propiedades bioldgicas de
los suelos, aunque al final de la experimentacién, la biomasa microbiana y la
actividad enzimatica del suelo fue mas alta en el tratamiento con gallinaza (Tejada
et al.,, 2006). Sin embargo, la influencia de los biosdlidos sobre las propiedades
del suelo depende de la cantidad, tipo, tamafio y elemento dominante del material
organico (Barzegar et al., 2002).

La incorporacion de biosélidos al suelo influye en la actividad enziméatica debido a
que el material afiadido puede contener enzimas intra y extracelulares y también
puede estimular la actividad microbiana en el suelo (Goyal et al., 1993; Pascual et
al., 1998). Las enzimas son catalizadores biologicos de reacciones especificas y
estas reacciones, a su vez, dependen de una variedad de factores (Burns, 1978)
como la presencia o ausencia de inhibidores, el tipo de modificacion, tipo de
cultivo, etc. Las enzimas del suelo son buenos indicadores de la fertilidad del
mismo ya que participan en el ciclo de los nutrientes mas importantes. Garcia et
al. (1994), indicé que el efecto positivo de los biosoélidos sobre la calidad biolégica
del suelo se debe a la estimulacion de crecimiento microbiano y / o la adicion de
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microorganismos 0 enzimas que puede contrarrestar el efecto negativo producido
por algunos compuestos toxicos.

El tratamiento de los suelos con biosélidos también favorece la aparicion de
vegetacion espontanea, que protegerd la tierra y contribuira a su restauracion. En
consecuencia, la adicion de estos materiales organicos puede considerarse una
buena estrategia para recuperar zonas semiaridas (Tejada et al., 2006).

Por esta razon, en la Ultima década la aplicacidon de residuos organicos con un alto
contenido de materia organica en los suelos, tales como el estiércol animal, lodos
residuales, basura de las ciudades, compostas y residuos de las cosecha, son
practicas agricolas y ambientales para conservar la materia organica del suelo,
ademas de que permite la recuperacion de suelos degradados, y el suministro de
los nutrientes a las plantas. Sin embargo, el efecto que el biosélido produzca en el

suelo depende de la cantidad, tipo y tamafio del material organico.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizaciéon del experimento

El desarrollo experimental de este trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de
Aprovechamiento Agroalimentario Integral del Instituto de Ciencias Agropecuarias
(ICAP) y en los Laboratorios del Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CICyTA) de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

(UAEH).

6.2 Descripciéon de la materia prima
6.2.1 Estiércol de bovino
Se trabajo con estiércol de bovino, el cual fue proporcionado por el Rancho

Universitario de la UAEH. Este se recolect6 en estado fresco.

6.2.2 Residuo Sdélido Organico de la Produccion de Tilapia (RSOPT)
Se obtuvo residuo solido organico de la produccion de peces Tilapia, el cual fue
proporcionado por la granja de policultivos ubicada en el municipio de Tezontepec

de Aldama, Hidalgo, éste también se obtuvo en estado fresco.

6.3 Establecimiento del experimento
El trabajo experimental consistié en determinar la produccién de metano, asi como

la evolucion de los diversos parametros fisico-quimicos y microbiolégicos y la
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realizacion de un ensayo biolégico de germinacion al fertilizante organico obtenido

al final de la codigestion de estiércol y RSOPT.

6.4 Disefio de tratamientos

Se realizaron tres tratamientos en microcosmos de 75 mL, cada uno con 7
repeticiones. En el primero, se utilizo como sustrato estiércol; en el segundo,
RSOPT vy finalmente el tercero fue una mezcla (50 p/p) de ambos residuos, el
porcentaje de cada residuo en la mezcla fue determinado en base a estudios
previos sobre la produccion de biogas, tales como: Biogas production from llama
and cow manure at high altitude (Alvarez et al, 2006); Livestock waste-to-bionergy
generation opportunities (Cantrell et al., 2008); Anaerobic co-digestion of primary
sludge and the fruit and vegetable fraction of municipal solid wastes (Gomez et al.,
2006) y Dynamics of pruning waste and spent horse litter co-composting as
determined by chemical parameters (Benito et al., 2009).

La concentracion de soélidos en los microcosmos fue de 8 % y se mantuvieron a
una temperatura constante de 35° C.

Los microcosmos fueron muestreados semanalmente para la cuantificacién de
biogéas, y cada 60 dias se abrieron dos microcosmos, para monitorear la evolucion
del proceso de biodigestion. Dichas muestras fueron congeladas para evitar

cambios antes de realizar los andlisis pertinentes.

31



Materiales y Métodos

6.5 Variables de estudio

6.5.1 Andlisis fisico-quimicos
A las muestras obtenidas de los microcosmos abiertos se les determinaron los
siguientes pardmetros: Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), azucares totales,
potencial de Hidrogeno (pH), &cidos grasos volatiles (AGV’s), produccion de
metano, solidos totales (ST), sélidos fijos (STF), sélidos volatiles (STV),
concentracion de nitrégeno (N2), concentracion de fosforo (P), carbono orgénico

(CO) y relacién Carbono/Nitrogeno (C/N).

6.5.1.1 Determinacion de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
En este analisis se emple6 un agente quimico fuertemente oxidante en medio
acido para la determinacion del equivalente del oxigeno de la materia organica
que puede oxidarse. El dicromo de potasio es el agente usado para este proposito.
El ensayo debe hacerse a elevadas temperaturas, ademas de que es preciso
utilizar un catalizador (sulfato de plata) para facilitar la oxidacion de determinados
tipos de compuestos organicos (APHA/AWWA/WPCF, 1989).
Las concentraciones de materia organica se determinaron por el método
colorimétrico de DQO, para el cual se requirié preparar las siguientes soluciones:
1. Solucién digestora. Se disolvieron 10.216 g de dicromato de potasio (K2Cr207),
previamente secado a 150° C durante dos horas en 500 mL de agua destilada,
se afadieron lentamente 167 mL de acido sulfarico (H2S0Oa4) y 33.3 g de sulfato

de mercurio (HgSOa4) posteriormente se aforé con agua destilada a 1 L.
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2. Reactivo de acido sulfarico. Se disolvieron 10.29 g de Sulfato de Plata (Ag2SOa)
en 1 L de &cido sulfarico.
Se tomaron 2 mL de la muestra y se vertieron en un tubo HACH, se le adicionaron
2 mL de reactivo de acido sulfurico y 1 mL de solucién digestora, después se
calentd durante 2 horas a 150° C en el Microprocessor blok heater marca Lab-Line
modelo 2006 fabricado en Estados Unidos. Posteriormente se registro la lectura
en el espectrofotdmetro marca Milton Roy, modelo Spectronic 20D fabricado en
Estados Unidos, a 620 nm. Se calculé la DQO tomando como base una curva
patron de diftalato de potasio (KHP) de 0, 250, 500, 750 y 1000 mg/L

(APHA/AWWA/WPCF, 1989).

6.5.1.2 Determinacion de azlcares totales (Técnica de Antrona)

En la cuantificaciébn de azucares totales se aprovechan las propiedades quimicas
de los monosacaridos. Una via muy general es la deshidratacién, en caliente y en
medio acido de los grupos oxidrilo (OH), que conducen a la formaciéon de
compuestos intermedios como el furfural para las pentosas y el 5-hidroximetil
furfural para las hexosas. Estos compuestos se pueden cuantificar directamente
midiendo su absorbancia. En el método con reactivo de antrona (9,10-dihidro-
oxoantraceno) los derivados furfuralicos condensados de esta, dan un color azul
verdoso cuya absorbancia se mide a 625 nm (Trevelyan y Harrison, 1952).

Se diluyeron 200 mg de antrona previamente secados en 100 mL de &cido
sulfurico frio. Para determinar concentraciones de azucares totales se tomo 1 mL
de muestra previamente filtrada y se le adicionaron 2 mL de reactivo de antrona en
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un tubo de ensayo segun la técnica de antrona, después se colocaron en bafio
Maria a ebullicion durante 10 minutos. Se dejé enfriar y se registro la lectura a 625
nm en el espectrofotometro marca Milton Roy, modelo Spectronic 20D fabricado
en Estados Unidos. Los célculos de las concentraciones de azucares totales se
realizaron tomando como base una curva patrén de glucosa con concentraciones

de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L.

6.5.1.3 Potencial de Hidrogeno (NMX-FF-109-SCFI-2007)
La evaluacion electrométrica del pH se basa en la determinacién de la actividad
del ion H* mediante el uso de un electrodo cuya membrana es sensitiva al H*. La
medicion del pH es una de las pruebas mas importantes y frecuentes.
Para la medicion del pH se utiliz6 un potencibmetro marca Hanna Instruments
modelo 211 fabricado en Portugal; calibrado con soluciones tampon con pH de 7
y 4. La muestra se agitdé durante varios minutos para obtener una mezcla

homogénea, se introdujo el electrodo y se registro la lectura una vez estabilizada.

6.5.1.4 Determinacion de acidos grasos volatiles por Electroforesis

Capilar
La electroforesis capilar es un método de separacién por carga y tamafo
molecular, el cual en general se basa en la separacion de los iones: los iones
negativos que tienden a migrar hacia el voltaje mas alto y los iones positivos hacia
el voltaje mas bajo, sin importar que se encuentre en solucion o en forma de gas,
de ahi que, un cuerpo cargado se coloca sobre un campo eléctrico en el que la
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velocidad promedio de migracion de una especie de analito es proporcional a la
carga eléctrica de un ion también es proporcional al voltaje medio que se aplica.
Es necesario amortiguar las soluciones que se separan para asegurar que la
carga permanezca igual en cualquier medio &cido o basico, de ahi el empleo de
buffers como el imidazol. La electroforesis separa los iones segun sus diferentes
relaciones de cargas con respecto al tamafo (Rubinson y Rubinson, 2000).

La determinacion de acidos grasos volatiles (AGV’'s) se llevo cabo en un equipo
de electroforesis capilar (marca Beckman Coulter modelo P/ACEMDQ
Glycoprotein System fabricado en Estados Unidos) con un capilar de silica fundida
de 47 cm X 75 um D.l. X 375 um D.E., con una longitud de inyeccién a deteccién
de 40 cm., con una presion de nitrégeno en el capilar de 0.5 p.s.i., la separacién
se realiz6 a temperatura constante del capilar, la lectura del detector UV se realizé
a 214 nm. El amortiguador que se utilizé es una solucion de Acido Benzoico (CeHs-
COOH) 10mM, Histidina 10mM y Bromuro de Tetradecil Trimetil Amonio (TTAB)
1Mm ajustando el pH a 6 con NaoH 1M (Arellano et al., 2000).

Primero se inyectd un testigo que consisti6 en una mezcla de acido acético
50ppm, propiénico 50ppm y butirico 50ppm (1:1:1). Después, se determinaron las
concentraciones de AGV's (acido acético, propionico y butirico) a muestras
previamente filtradas por medio de un filtro de 0.45 um. Finalmente con base en
los tiempos de las areas de los cromatogramas se identifico el tipo de AGV y de
acuerdo con las concentraciones de cada uno de los componentes del testigo se

realizaron los calculos.
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6.5.1.5 Determinacion de concentracibn de metano por
Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es un método de separacion, dicha separacion de los
analitos depende de las distintas fracciones de tiempo que pasen disueltos en la
fase estacionaria. Los componentes mas solubles son retenidos mas tiempo ya
que tardan menos viajando en el gas acarreador. La cromatografia de gases es el
método de eleccidn para separar y analizar compuestos organicos con punto de
ebullicién inferior a 250° C y los gases fijos, ambos grupos tienen presién de vapor
suficientemente altas de manera que pueden ser transportadas por la fase movil
gaseosa.
El gas metano se determin6 por medio de un cromatégrafo de gases Perkin Elmer
modelo Autosystem XL fabricado en Estados Unidos. Se utiliz6 una columna
capilar Elite Plot-Q (DVB Plot column) de 30 m de longitud. El nitrégeno se utilizé
como gas acarreador. El volumen de inyeccién fue de 0.5 uL. La temperatura del
detector fue de 200° C, la del inyector de 150° C y la de la columna de 50° C

(APHA/JAWWA/WPCE., 1989).

6.5.1.6 Solidos totales (ST), solidos totales volatiles (STV) y sélidos

totales fijos (STF)
El principio de esta determinacion es la evaporacion de la muestra en una capsula
de porcelana a peso constante en un horno a una temperatura de entre 103 y 105°

C durante 24 horas.
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Para determinar los sélidos totales se colocé una capsula de porcelana a 103-105°
C durante 24 horas en un horno para secado y esterilizado marca Craft fabricado
en México, y después se colocd en un desecador durante 1 hora, se registré el
peso de la capsula (P1), posteriormente se colocé la muestra en la capsula para
evaporarla a 103-105° C durante 24 horas. El aumento de peso sobre la capsula
(P2) representard los sélidos totales.

Para la determinacién de la fraccion volatil y fija de la muestra, el residuo que se
obtuvo después del secado se inciner6 en una mufla marca Lunderg Blue, No. de
serie BF 51700 fabricada en Estados Unidos a una temperatura de 500° C + 50°
C. durante 2 h. El peso de la capsula después de la incineracién (P3) representa
los solidos totales fijos, mientras que la pérdida de peso por la incineracién
representard a los sélidos volatiles (APHA/AWWA/WPCEF., 1989).

Los porcentajes de sdlidos totales, solidos totales volatiles y sélidos totales fijos,

se determinaran mediante las siguientes ecuaciones:

% ST=_(A -B)*100

C-B

% STV =_(A —D)*100

A-B

% STF=_(D —B)*100

A-B

Donde: ST: Soélidos Totales

STV: Soélidos Totales Volatiles
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STF: Sdélidos Totales Fijos

A: Peso de la muestra deshidratada + peso de la capsula de porcelana
B: Peso de la c4psula de porcelana

C: Peso de la muestra fresca + peso de la capsula de porcelana

D: Peso de las cenizas + peso de la cdpsula de porcelana

6.5.1.7 Determinacion de Nitrégeno

La materia nitrogenada total en el estiércol, RSOPT y en la mezcla de ambos

residuos se determind con el método Kjeldahl, para el cual fue necesario preparar

las siguientes soluciones:

1. Disolucion indicadora de acido boérico (2 %). Se pesaron 20 g de acido borico
seco y se disolvieron en 500 mL agua y afor6 a 1 L.

2. Disolucién de &cido sulfurico (0.1 N). Se pesaron 49.03 g de hidroxido de sodio
y se disolvieron en 500 mL de agua, se enfrio a temperatura ambiente y afor6 a
1 L. Se calcul6 la normalidad exacta de la disolucion.

3. Reactivo para la digestién. Se pesaron aproximadamente 200 g de sulfato de
potasio y 20 g de sulfato cuprico penta hidratado, se tritur6 en un mortero el
sulfato cuprico penta hidratado y se mezclo con el sulfato de potasio hasta
obtener una mezcla homogénea.

4. Disolucion de hidroxido de sodio (30 %). Se pesaron 300 g de hidroxido de
sodio y se disolvieron con agitacion constante dentro de un recipiente con
hielos en aproximadamente 800 mL de agua, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se afor0 a 1 L.
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El andlisis se llevd a cabo en 3 etapas, la primera es la digestion en &cido
sulfarico, la segunda consiste en una destilacion con hidroxido de sodio (NaOH) y
finalmente una valoracion con acido bérico (HsBOs). El estudio se realiz6 en el
equipo Kjeldahl marca Buchi fabricado en Suiza. Se pesaron 0.5 g de la muestra y
se agrego al matraz Kjeldahl junto con 5 g de mezcla digestora y 15 mL de &cido
sulfarico concentrado (H2SO4). Se calentd el matraz en la Unidad de Digestion
marca Blchi modelo B-426 hasta que se produjo un cambio en la coloracion
(verde transparente) y se termind la digestion (aproximadamente 2 h).
Posteriormente para la destilacion, en un matraz Erlenmeyer se agregaron 50 mL
de acido bérico y 3 gotas de rojo de metilo, mientras que en el matraz Kjeldahl se
agregaron 20 mL de agua destilada y la cantidad suficiente de NaOH para
neutralizar la muestra en el Destilador marca Biichi modelo K-350 y cuando el
destilado tuvo aproximadamente 300 mL se titulé con una solucion valorada de
acido sulftrico (NMX-AA-026-SCFI-2001).

Para obtener el porcentaje de nitrégeno, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% de = (mL. Problema — mL. Blanco) (meqg. N) (normalidad del H2SO4) * 100

Nitrégeno Peso de la Muestra

6.5.1.8  Determinacion de fésforo
El fésforo es un nutriente esencial para el crecimiento de organismos, por lo que

es comun encontrarlo en residuos biologicos. Para la determinacion de fosforo (P)
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en el estiércol, en el RSOPT y en la mezcla de ambos residuos, fue necesario

preparar las siguientes soluciones:

1. Solucion patron: Se pesaron 219.5 mg de fosfato monobasico de potasio
anhidro (KH2PO4) previamente secado, se disolvieron en 500 mL de agua
destiladay se aforo a1 L.

2. Disolucion A. Se pesaron 25 g de molibdato de amonio y diluyeron en 300 mL
de agua destilada.

3. Disolucion B. Se pesaron 1.25 g de metavanadio de amonio en calentamiento
hasta ebullicion en 300 mL de agua destilada. Se enfrio y afiadi6 330 mL de
acido clorhidrico concentrado (HCI). Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

4. Disolucién reactivo metavanadio-molibdato: Se adicioné la disolucién A a la
disolucion B, se mezclo y afor6 a 1 L.

5. Hidroxido de sodio 6 N (NaOH). Se pesaron 240 g de NaOH y se diluyeron con
500 mL de agua, se agitd y dejé enfriar a temperatura ambiente y se aforé a 1L.

El estudio se realizd en el equipo Kjeldahl marca Biichi fabricado en Suiza. Se

pesoO aproximadamente 1 g de la muestra y se agregé al matraz Kjeldahl junto con

5 mL de &cido sulfarico concentrado y 1 mL de acido perclérico concentrado. Se

calenté el matraz e la unidad de digestion marca Blichi modelo B-426 hasta que se

produjo un cambio en la coloracion (vire a amarillo) y se concluyd la digestion

(aproximadamente 2 h). Se dej6 enfriar y se adiciono una gota de fenolftaleina y

20 mL de agua destilada. Se neutralizo con NaOH 6 N hasta desvanecer a un

color rosa palido (aproximadamente 25 mL). Posteriormente se afor6 a 100 mL

con agua destilada y se filtr6é (utilizando papel filtro de 0.040 mm) hasta obtener
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17.5 mL del filtrado y se mezclé6 perfectamente con 5 mL del reactivo de
metavanadio-molibdato. Se dej6 reposar 20 min y se registro la lectura a 490 nm
en el espectrofotometro marca Varian modelo Cary fabricado en Australia (NMX-
AA-029-SCFI-2001).

Los célculos de las concentraciones de fosforo se realizaron tomando como base
una curva de la solucion patron de KH2POa4 con concentraciones de 0, 10, 20, 30,

40 y 50 ppm.

6.5.1.9 Determinacion de carbono organico
El carbono organico se determind con base a la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-

109-SCFI-2007 (2007), mediante la siguiente ecuacion:

% CO = % STV
1.724
Donde: % CO= Carbono Orgéanico en porcentaje
% STV = Sdlidos Totales Volatiles

1.724 = Factor Van Benmelen

6.5.1.10 Determinacion de la relacion carbono-nitrégeno
Es necesario mantener la relacion apropiada de la materia de base en el proceso
de digestion anaerobia (NMX-FF-109-SCFI-2007, 2007).Esta se calculd6 mediante

la siguiente formula:
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CIN= CO (%)
NT (%)

Donde: C/N= Relacién Carbono/Nitr6geno
% CO= Carbono Orgénico en porcentaje

% NT= Nitrogeno Total

6.5.2  Anélisis microbiolégicos
A las muestras obtenidas de los microcosmos abiertos se les realizaron andalisis

microbioldgicos para la cuantificacion de Salmonella y coliformes totales.

6.5.2.1 Determinacion de bacterias coliformes

Las bacterias coliformes son un grupo heterogéneo compuesto por varios géneros.
Existe poca evidencia que indique que estas bacterias coliformes pertenezcan a
un solo género taxonémico. El nUmero de organismos se establece mediante la
cuenta de unidades formadoras de colonias mediante el Método para la Cuenta de
Microorganismos Coliformes Totales en Placa. EI método se basa en que las
bacterias coliformes, fermentan la lactosa incubadas a 35 = 1°C durante 24 a 48
horas, resultando una produccién de &cidos y gas el cual se manifiesta en las
campanas de fermentacion.

El método de coliformes totales en placa permite determinar el nimero de
microorganismos coliformes presentes en una muestra, utilizando un medio
selectivo (Agar Mac Conkey) en el que se desarrollan bacterias a 35°C en
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aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccién de gas y acidos
organicos (NMX-F-308-1992, 1992).

Para la realizacion de esta prueba se tuvo que preparar previamente el Agar Mac
Conkey marca Bioxon fabricado en México; para lo cual, se suspendieron 50 g del
mismo en 1 L de agua destilada. Se mezcl6 perfectamente hasta que se obtuvo
una suspension uniforme. Se dejé reposar de 10 a 15 minutos. Se calento
suavemente agitando frecuentemente hasta que la solucion hirvié durante 1
minuto. Finalmente se esteriliz6 en autoclave a 121° C durante 15 minutos.

Una vez preparado el agar, se procedio a la siembra, para lo cual se colocaron en
las cajas Petri (previamente esterilizadas al igual que el resto del material que se
utilizé durante el procedimiento) por duplicado 1 mL de la muestra en la dilucién
primaria, utilizando para tal propdsito una pipeta estéril. Se repitié el procedimiento
tantas veces como diluciones decimales se requeria sembrar, utilizando una
pipeta estéril diferente para cada dilucion. Se adicionaron de 15 a 20 mL del Agar
Mac Conkey fundido. Se mezcl6 cuidadosamente el in6culo con el medio. Se dejé
que la mezcla solidificara dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie
horizontal fria. Se invirtieron las placas y se colocaron en la incubadora marca
Felisa modelo 133 fabricada en México a 35° C, durante 24 + 2 horas. Después
del periodo especificado para la incubacion, se contaron las colonias con el

contador de colonias marca Leica modelo 3327 fabricado en Estados Unidos.
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6.5.2.2 Determinacion de Salmonella

La Salmonella es un microorganismo patdégeno perteneciente al grupo de
Enterobacterias, bacilo gram negativo, aerobio, no esporulado que forman
colonias tipicas en medios selectivos solidos y que presentan ademds las
caracteristicas bioquimicas y serologicas. Los miembros del género Salmonella
han sido muy estudiados como patdgenos. Existen diferentes protocolos para el
aislamiento de Salmonella, todos ellos son esencialmente similares en principio y
emplean las etapas de preenriquecimiento, enriguecimiento selectivo, aislamiento
en medios de cultivos selectivos y diferenciales, identificacion bioquimica y
confirmacion serologica de los microorganismos.

La cuantificacion de Salmonella se realizd por el método de cuenta en placa a 35°
C en aproximadamente 24 h. Para la realizacién de esta prueba se tuvo que

preparar previamente el agar para Salmonella y Shigella marca Bioxon fabricado

en México; para lo cual, se suspendieron 60g del mismo en 1 L de agua destilada.
Una vez preparado el agar, se procedi6 a la siembra, la cual se realiz6 de la
misma manera que la siembra de coliformes totales, y se colocaron en la
incubadora marca Felisa modelo 133 fabricada en México, a 35°C, durante 24 + 2
horas. Después del periodo especificado para la incubacion, se contaron las
colonias con el contador de colonias marca Leica modelo 3327 fabricado en

Estados Unidos (NOM-114-SSA1-1994).
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6.5.3 Ensayo Bioldgico
6.5.3.1 Germinacion
El biosdlido (fertilizante) obtenido al finalizar el proceso de codigestion fue utilizado
para la realizacion de un ensayo biolégico de germinacion, utilizando semillas de

alfalfa (Medicago sativa) variedad San Miguel (Figura 2).

Figura 2. Ensayo biolégico de germinacion con alfalfa variedad San Miguel

Se realizaron 12 tratamientos y un blanco, utilizando una densidad de siembra de
50Kg/ha, con doce repeticiones cada uno; variando la dosis de fertilizacion y el
tipo de biosolido, estabilizado a un 3.74 % de ST; tal como se muestra en el

Cuadro 2.
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Cuadro 2. Disefo de tratamientos

Tipo de biosdlido Dosis de fertilizacion (Kg/ha)
Blanco 0
RSOPT 1,2,3,4
Estiércol 1,2,3,4
Mezcla 1,2,3,4

RSOPT-Residuo Sélido Organico de la Produccion de Tilapia

El ensayo se realiz6 durante 15 dias, durante los cuales cada tercer dia se
monitoreo la velocidad de emergencia y el porcentaje de establecimiento mediante
las siguientes formulas:

ViEi = C1 + C2—-C1 ...... Cx—Cy

ni N2 Nx

Donde: V1E1 = Velocidad de emergencia

C1= Plantulas emergidas cada dia hasta alcanzar el 100 %

ni1 = Dias transcurridos desde la siembra

% de establecimiento = No. de plantas a determinado periodo

No. de semillas

En el ensayo se observo el efecto del fertilizante sobre el proceso de germinacion,

esto se determiné mediante la observacion del numero de germinados midiendo la
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longitud y diametro de la raiz, asi como el peso fresco, peso seco y peso corregido
por cenizas, ademas de la longitud y didmetro del hipocdtilo (tallo), tal como se

muestra en la Figura 3.

Figura 3. Medicion de tallo y raiz de germinado de alfalfa

6.6 Anélisis de resultados

Para el analisis de resultados de los parametros fisico-quimicos del proceso de
biodigestion se utilizé un disefio en blogues, realizando un andlisis por duplicado
(n=2); utilizando analisis de varianza. Cuando hubo diferencias de P<0.05 se
utilizé la Prueba de comparacion de medias de Duncan.

Para el andlisis de resultados del ensayo biolégico de germinacion se utilizé un
disefio experimental completamente al azar de una sola via, realizando un analisis
por triplicado (n=3); utilizando analisis de varianza. Cuando hubo diferencias de

P<0.05 se utilizé la Prueba de comparacion de medias de Tukey.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evolucion de parametros fisico-quimico
7.1.1 Demanda Quimica de Oxigeno

La pérdida de la materia organica fue sustancial durante la etapa bio-oxidativa,
encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos. La pérdida
de la materia organica correspondiente a la mayor degradacion ocurrié durante los
primeros 90 dias, siendo ésta en el tratamiento 1 y 3 (estiércol y mezcla
respectivamente) de 35 y 30 % respectivamente, mientras que en el caso del
tratamiento 2 (RSOPT) ésta fue de aproximadamente 75 %, tal como se muestra
en el Cuadro 3. Estos datos son similares a los reportados por Benito et al., (2009)
en un proceso de digestion anaerobia de estiércol de caballo, en dicho estudio la
pérdida de materia organica fue de 38 % y durante la fase de maduracién la

perdida fue menor, lo cual fue indicativo de la estabilidad del biosélido.

Cuadro 3. Evolucién de DQO (mg/L) durante el proceso de biodigestion

Tratamiento Dias
0 60 120 180
Estiércol 117,166 90,007 76,079 53,795
RSOPT 22,806 7,660 5,919 696
Mezcla (50:50) 51,010 40,390 31,859 18,976

DQO-Demanda quimica de oxigeno RSOPT —Residuo solido orgénico de la produccion
de Tilapia
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Los resultados son congruentes con la evolucion del rango de CO2. Después de la
fase bio-oxidativa la concentracion de CO2 permanece estable hasta el final del
proceso. Este puede ocurrir por que los compuestos de facil biodegradacion

fueron metabolizados durante la primera etapa del proceso (Benito et al., 2009).

7.1.2 Azlcares totales

Los microorganismos utilizan rapidamente los carbohidratos facilmente
biodegradables (hemicelulosas y celulosas) y los lipidos presentes, para
posteriormente degradar compuestos complejos, tales como la lignina que es el
material mas resistente a la degradacion (Leal, 1990).

Es por ello que en los primeros 90 dias aproximadamente se observo el mayor
consumo de en los 3 tratamientos (Figura 4). Existieron diferencias significativas
(P<0.05) tanto en la cantidad de azUcares presentes al inicio del proceso en cada
tratamiento como en la degradacion de los mismos, el estiércol presentd una
concentracion de azucares superior al inicio del proceso (3 mas que en el caso de
la mezcla de residuos 50:50 y 11 mas que en el RSOPT) comparado con los otros
residuos; mientras que la degradacion en el caso de la mezcla de ambos residuos
fue mayor (70 %) comparada con el 60 y 55 % en el caso del estiércol y del

RSOPT respectivamente.
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Figura 4. Evolucion de la degradacién de los azUcares totales durante el proceso de co-
digestién utilizando como sustratos estiércol (m), residuo sélido organico de la

produccién de tilapia (¢) y mezcla de ambos residuos 50:50 (A).

7.1.3 pH
El pH es un pardmetro importante que afecta el crecimiento de microbios durante
la fermentacion y éste debe mantenerse dentro del digestor anaerobio en un rango
ideal que se encuentra entre 6.8-7.2. Una solucién demasiado acida puede frenar
bruscamente el proceso de fermentacion. Si el pH aumenta, traerA como
consecuencia la formacion de CO: y el proceso de digestion disminuira; pero si el
pH baja, las bacterias no seran capaces de utilizar los materiales &cidos
adecuadamente y el proceso se detendra completamente, debido entonces a que
las condiciones de trabajo para las bacterias metanogénicas son muy estrictas y

en un rango muy limitado y cercano a la neutralidad (Amaya, 1990).
50



Resultados y Discusiéon

Durante el proceso de biodegradacién, el valor de pH presenté un incremento
como consecuencia de la degradacion y mineralizacion de los compuestos
organicos, encontrando que el tratamiento que utilizO como sustrato estiércol
presento diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los otros dos tratamientos
(RSOPT y mezcla de ambos residuos) presentando el pH més bajo (5.9) al inicio
del proceso; sin embargo, son valores cercanos a la neutralidad, por lo cual no
afecta la produccion de metano (Cuadro 4).

La cantidad del bioxido de carbono y los &cidos grasos volatiles que se producen
durante el proceso anaerobio afecta el pH del digestor. Yadvika et al. (2004),
encontraron que con un pH arriba de 5.0, la eficacia de la produccion de metano

es mayor.

Cuadro 4. Evolucién del pH durante el proceso de biodigestion

Tiempo (Dias)
Tratamiento

0 60 120 180
Estiércol 5.90 5.92 7.30 7.35
RSOPT 7.26 7.34 7.52 7.75
Mezcla (50:50) 6.70 7.49 7.56 7.60

RSOPT- Residuo Sélido Orgéanico de la Produccion de Tilapia
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7.1.4  Acidos Grasos Volatiles (AGV's)

Para que un proceso de digestion anaerobia se desarrolle eficazmente debe existir
una concentracion de AGV’'s, menor de 2000 mg/L (Yadvika et al., 2004). Es
l6gico asumir que parte de la materia organica hidrolizada se convierte en acidos
grasos volatiles y si la concentracion de AGV’'s no es suficientemente alta para
sobrepasar la capacidad buffer del sistema, el pH permanece sin cambios (Gomez
et al., 2006).

Respecto a los AGV’'s, éstos presentaron una disminucién debido a la
metanogénesis, esto ocurre en los tres tratamientos; sin embargo, el tratamiento 1
y 3 (estiércol y mezcla de ambos residuos respectivamente) presentaron
diferencias significativas (P<0.05) con el tratamiento que utiliz6 como sustrato el
RSOPT, tanto en el contenido de acidos al inicio del proceso como en el consumo
de los mismos durante la biodigestion.

El tratamiento que utiliz6 como sustrato estiércol, es el que presentd mayor
contenido de acidos grasos volatiles, seguido de la mezcla de ambos residuos
(50:50), y finalmente el RSOPT presentd la menor cantidad, sin embargo, lo ideal
en el proceso de biodigestion para la produccion de energéticos como el metano

es que la mayor cantidad de AGV’s, se convierten en biogas (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Evolucién de AGV's durante el proceso de biodigestion

Tiempo AGV’s (ppm)
(dias) AA AP AB
Estiércol
0 2,800.95 3,831.60 1850.10
60 2,770.00 3,236.90 1,609.30
120 2,456.55 703.40 ND
180 1,016.75 254.05 ND
RSOPT
0 560.70 68.27 ND
60 420.16 37.77 21.24
120 109.90 25.86 ND
180 99.69 ND ND

Mezcla (50:50)

0 2,137.95 434.65 ND
60 1,075.55 324.55 ND
120 559.30 65.38 ND
180 318.35 ND ND

AGV’s-Acidos grasos volatiles AA-Acido acético AP-Acido Propionico AB-Acido Butirico
ND- No detectado RSOPT —Residuo solido organico de la produccion de Tilapia

7.1.5 Producciéon de metano y CO2
La mayor produccion de metano y menor produccién de CO:z se obtuvo en la
biodigestion de la mezcla de residuos (50:50), mostrando diferencia significativa
(P<0.05) comparado con los otros dos tratamientos (estiércol y RSOPT). La

produccion de metano fue de forma ascendente durante los primeros 90 dias
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aproximadamente con un 70 % de metano, mientras que el estiércol solo alcanz6

un 43 %y el RSOPT el 2 % (Figura 5).
(a)

80

70

60

50

% 40

30

20

10

L

O".““’.... PN

3 60 90 120 150

(b)

L
&

]
¢

o,

»®
o B N B8 B8 288 B

30 60 90 120 150
Dias

Figura 5. Produccion de biogas, cuantificacion de (a) metano de la digestién anaerobia de
estiércol (m), Residuo Solido Organico de la Produccion de Tilapia (¢) y mezcla
(A) y (b) de CO: de la digestiobn anaerobia de estiércol (m), Residuo Soélido

Orgénico de la Produccion de Tilapia (¢) y mezcla (4).
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Este porcentaje fue similar al reportado por Alvarez, et al. (2006) quiénes
manejaron una produccion de metano de entre 40 — 60 % utilizando como sustrato
residuo de bovino y entre 20 — 57 % utilizando residuo de Lama glama (llama), al
igual que Cantrell et al. (2008) que mostraron resultados de varios experimentos
modificando algunos factores como el tiempo de retencion hidraulica, la carga, el
tipo de sustrato, entre otros, obteniendo produccibn de biogds con

concentraciones de metano de entre 33 — 69 %.

7.1.6 Sdlidos totales (ST), sélidos totales volétiles (STV) y sdlidos
totales fijos (STF)

Tal como se muestra en el Cuadro 6, los tratamientos presentaron diferencias
significativas (P<0.05) en la evolucion de los solidos totales, fijos y volatiles
durante el proceso de biodigestion. El tratamiento que utiliz6 como sustrato
estiércol present6 al inici6 del proceso mayor concentracion de ST y como
consecuencia mayor concentracion de STV y menor de STF, comparado con los
otros tratamientos.
Alvarez et al., (2006) reportaron porcentajes de ST de 15.6 % y 59.5 % en
estiércol de bovino y de Lama glama (llama) respectivamente, de los cuales el
828 %y 74.4 % son STV; mientras que Amaya (1990) en un estudio realizado
con estiércol de bovino y cerdo como sustrato, éstos presentaron porcentajes de
ST de 17.6 % y 18.3 % respectivamente; estos datos son muy superiores a los

obtenidos en este estudio, los cuales al inicio del proceso fueron de 9.32 % en el
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estiércol de bovino, 4.43 % en el RSOPT y 7.89 % en el caso de la mezcla (50:50)

de ambos residuos.

Cuadro 6. Evolucion de Sdlidos Totales durante el proceso de biodigestion

Tiempo (dias) ST (%) STF (%) STV (%)

Estiércol

0 9.32 25.6 74.4

60 8.75 36.1 63.9

120 8.54 48.4 51.6

180 8.23 52.2 44.4
RSOPT

0 4.43 85.3 14.7

60 4.15 91.2 8.8

120 4.10 93.8 6.1

180 4.05 94.2 5.7

Mezcla (50:50)

0 7.89 51.8 48.2
60 7.01 67.7 32.3
120 6.35 75.2 24.8
180 6.02 78.6 214

ST-Sélidos Totales STV-Sdélidos volatiles STF-Sdlidos fijos RSOPT —Residuo solido
organico de la produccién de Tilapia

En forma general, podemos decir que la cantidad de ST y mas concretamente de

STV al final del proceso en los 3 tratamientos presenta una disminucion debida a
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la descomposicion de la materia organica, la cual se transforma en metano;
mientras que los STF aumentan, debido a que se concentra la materia inorganica.

Como se observa, la materia organica al finalizar el proceso de co-digestion debe
ser superior al 50 % de los solidos totales, lo cual hace del residuo un excelente

acondicionador de suelos (Amaya, 1990).

7.1.7 Nitrogeno

El contenido de N2 en el estiércol de bovino reportado como minimo requerido es
de 0.6 % necesario para la incorporacién dentro de la estructura celular de las
bacterias metanogénicas (Alvarez et al., 2006), por otra parte, un exceso de
nitrégeno en el sustrato conduce a la formacion de amonio, el cual puede causar
la inhibicion y crecimiento celular y conllevar a la disminucién o eliminacion de la
produccién de metano. Las formas solubles de nitrégeno son asimiladas de
inmediato, y las formas insolubles son solubilizadas antes de ser usadas por los
microorganismos (Leal-Lara, 1990)

La actividad metanogénica disminuye con el incremento en la concentracion de N2
(Mata-Alvarez et al., 2000). La concentracion de N2 en los 3 tratamientos presento
alta estabilidad durante todo el proceso, sin embargo, presenté diferencia
significativa (P<0.05) entre los mismos. La concentracion de Nz, fue un 20 %
mayor en el estiércol que en la mezcla (50:50) de ambos residuos y en el RSOPT
(Cuadro 7), pero debido a la producciéon de metano que en el tratamiento del

estiercol fue menor, puede deducirse que el N2 se encontraba en forma no
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disponible o en exceso para las bacterias metanogénicas, lo cual pudo ser causal
de la disminucion en la produccién del bioenergético.

Por otra parte, en el caso de la mezcla y del RSOPT las concentraciones
presentadas fueron similares a las reportadas por Alvarez et al. (2006) de 0.05 %y
0.14 % en estiércol de bovino y de llama respectivamente durante un proceso de

biodigestion.

Cuadro 7. Evolucion de la concentracion de Nitrégeno durante el proceso de

biodigestion expresada en %

Tratamiento Tiempo (Dias)

0 60 120 180
Estiércol 0.25 0.24 0.23 0.21
RSOPT 0.06 0.05 0.05 0.03
Mezcla (50:50) 0.15 0.14 0.12 0.11

RSOPT —Residuo solido organico de la produccién de Tilapia

En un estudio realizado por Benito et al., (2009) utilizando como sustrato estiércol
de caballo mezclado con residuos de jardineria encontraron que el N2 presenta un
descenso durante los primeros 120 dias del proceso (de 8.9 g/Kg hasta 7.0g/Kg)

para presentar un incremento al finalizar el mismo.
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7.1.8 Fosforo

El fésforo es un elemento que debe conservarse hasta el final del proceso de co-
digestion, debido a que éste es indispensable en cualquier fertilizante organico, ya
que es un nutriente necesario para la tierra y los cultivos. La concentracién de
fésforo al inicio del proceso de biodegradacion, presentd diferencias significativas
(P<0.05) entre los 3 tratamientos, siendo un 50 % mayor en el tratamiento con
estiércol comparado con el de la mezcla (50:50) de ambos residuos y alrededor de
90 % mayor que en el caso del tratamiento de RSOPT.

El porcentaje de fésforo se mantiene practicamente sin variacion durante todo el
proceso en los 3 tratamiento, siendo en promedio de 1.22 % en el caso del
estiércol de bovino, 0.10 % en el caso del RSOPT y alrededor de 0.43 % en la
mezcla de ambos residuos (50:50), datos inferiores a los reportados por Alvarez et
al., (2006) quienes encontraron 2.4 % y 5.2 % en estiércol de bovino y de llama
respectivamente. Esta diferencia puede deberse a la diferencia climatica y
fisiolégica de los animales, ya que el estudio realizado por Alvarez et al. (2006), se
desarrollo en Perl, una region que presenta diferencias en altitud, clima y como

consecuencia en el tipo de alimentacion del ganado (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Evolucion de la concentracion de fosforo durante el proceso de

biodigestion expresado en %

Tiempo (Dias)

Tratamiento 0 30 60 90
Estiércol 1.25 1.31 1.24 1.08
RSOPT 0.15 0.11 0.09 0.05
Mezcla (50:50) 0.53 0.45 0.45 0.31

RSOPT —Residuo solido organico de la produccién de Tilapia

7.1.9 Carbono organico

En la mayoria de los laboratorios se sigue usando el factor de Van Benmelen de
1.724 para estimar la materia organica (M.0O.) a partir del carbono organico, el cual
resulta de la suposicién de que la M.O. contiene un 58 % (1/0.58) de carbono.

Los resultados de carbono organico obtenidos en el proceso de biodegradacion,
se muestran en el Cuadro 9, en el que se observa que este porcentaje presento
diferencias significativas (P<0.05) entre los 3 tratamientos y se encuentra
alrededor del 3 % en el tratamiento del estiércol, 0.2 % en el del RSOPT y 1.3 %
en el de la mezcla de ambos residuos, lo cual corrobora los datos anteriormente
mencionados en la seccién de Sélidos Totales Volatiles (los cuales representan la
materia organica, en su mayoria carbono); en donde se mencioné que el
tratamiento que utiliza como sustrato el estiércol es el que presenta una mayor
cantidad de compuestos organicos en comparacion con los otros dos tratamientos;

y dicho material, durante el proceso de biodigestién se convierte en biogas.
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Cuadro 9. Carbono Organico (%) durante el proceso de biodigestion

Tratamiento Tiempo (Dias)

0 30 60 90
Estiércol 4.02 3.24 2.56 2.12
RSOPT 0.38 0.21 0.15 0.13
Mezcla (50:50) 2.21 1.31 0.91 0.75

RSOPT —Residuo solido organico de la produccién de Tilapia

7.1.10 Determinacion de larelacién carbono-nitrégeno

Debe conocerse la cantidad tanto de carbono como de nitrégeno presentes,
siendo ambos elementos necesarios para la supervivencia de los
microorganismos. Se sabe que estas bacterias requieren de 25 a 30 veces mas
carbono que nitrégeno (Amaya, 1990).

Si la relaciébn C/N es alta, o sea con poca concentracion de N2, traer& como
consecuencia que algunas bacterias mueran por falta de éste, empleando las
restantes el N2 que constituyen las células de aquéllas. En el proceso de
asimilacion de este N2, parte del C se oxidardA a CO2, de esta forma la
concentracion de carbono en el fermentador se reduce cuando las bacterias
recobran el Nz faltante. Entonces la digestion puede continuar, pero el proceso
global sera mucho mas lento que si el material alimentado tuviera una relacion

mas adecuada.
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Si la relacién es baja, por el contrario el C se terminard antes que el N2, originando
que el proceso de fermentacion se detenga y posteriormente el material perderd el
N2 remanente (Amaya, 1990).

La relacibn C/N durante el proceso de co-digestion, mostrd6 una disminucion
significativa al final del proceso, tal como lo refiere la literatura; sin embargo, en
existen diferencias significativas (P<0.05) entre los 3 tratamientos, siendo esta
relacion mayor en el tratamiento con estiércol y menor en el del RSOPT, aunque
en forma general presentan los 3 tratamientos valores semejantes a los obtenidos

en otras investigaciones (Cuadro 10).

Cuadro 10. Relacion C/N durante el proceso de biodigestion

Tratamiento Tiempo (Dias)

0 30 60 90
Estiércol 16.42 14.10 12.17 9.02
RSOPT 8.39 4.46 4.24 2.35
Mezcla (50:50) 14.71 11.42 8.46 5.34

RSOPT —Residuo solido organico de la produccion de Tilapia

En un estudio realizado por Benito et al. (2009) utilizando como sustrato estiércol
de caballo mezclado con residuos de jardineria encontraron que la relacion C/N
presenta un ligero incremento durante los primeros dias del proceso, seguido de

un descenso de 36.7 hasta 25.8 en un periodo de 190 dias. Mientras que segun
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Amaya (1990), la relacion C/N presente en estiércol de bovino es de 23.8 y en

estiércol de porcino es de 18.6.

7.2 Andlisis microbiologicos
Como se observa en el Cuadro 11, el residuo de Tilapia tuvo un mayor contenido
de coliformes fecales (CF) en comparacion con el estiércol al inicio del proceso.

En la concentracion de Salmonella, todos los tratamientos al inicio presentaron

cantidades menores a 3.5x10 3 UFC/g. La disminucién de Salmonella y coliformes
en la digestibn anaerobia fue mayor del 99 % en todos los tratamientos. El
biosolido obtenido de los 3 tratamientos, cumple con los requerimientos de un
biosdlido tipo “B” segun la EPA (1999), el cual debe presentar concentraciones de

coliformes fecales menores a 2x10% UFC/g.

Cuadro 11. Evolucién microbiolégica del proceso de biodigestion (UFC/q)

Tiempo Estiércol RSOPT Mezcla (50:50)
(dias) Salmonella Coliformes | Salmonella Coliformes | Salmonella  Coliformes
totales totales totales

0 1.1x10°3 1.8x10° 3.2 x10° 2.1x107 2.3x10° 1.1x10°
60 4x10? 7.4x10* 1.6x10° 1.1x10° 3.1x10? 1.9x10*
120 3.5x102 3x10* 1.2x10? 7.7x10% 1.1x10? 5.4x10°3
180 ND 2.1x103 ND ND ND 3.5x10?

UFC- unidades formadoras de colonias RSOPT —Residuo solido orgénico de la

produccion de Tilapia
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7.3 Ensayo Bioldgico

El peso corregido por cenizas en promedio de 1.12 mg, no presento diferencia
significativa entre los diversos tratamientos y el blanco (P<0.05), al igual que la
longitud y el diametro de la raiz y la longitud y el diametro del hipocétilo, con una
media de 0.90 cm, 1.65 cm, 2.85 cm y 0.02 cm respectivamente (Cuadro 12).

En el Cuadro 13 se muestran los resultados de la velocidad de emergencia y el
porcentaje de establecimiento que en promedio fue de 0.84 plantas/dia y 62 %
respectivamente, datos que indican que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos y el blanco (P<0.05).

Se observo un efecto positivo en el peso fresco y peso seco en la interaccion del
biosdlido obtenido de la biodigestion del RSOPT, con una dosis de fertilizacion de
2Kg/Ha resultando mejor que las otras interacciones y que el blanco con P<0.05
(Cuadro 14), lo cual indica que el mejor fertilizante organico es el residuo obtenido
de la biodigestion de RSOPT con una dosis de 2 Kg/Ha, no obstante los 3

biosélidos cumplen con las especificaciones minimas requeridas.
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Cuadro 12. Resultados de ensayo biolégico de germinacion

Tratamiento P.C. Longitud Diametro Longitud del Didametro del
y Dosis Cenizas de la raiz de la raiz hipocétilo hipocétilo
(mg) (cm) (cm) (cm) (cm)
Blanco 1.3747 1.3122 0.0199 3.1626 0.0325
T1- 1Kg/Ha 2.3086 1.0221 0.0158 3.1604 0.0453
T1- 2Kg/Ha 3.3727 0.5928 0.0184 2.9475 0.0582
T1-3Kg/Ha 0.9308 1.0826 0.0001 2.4796 0.0018
T1-4Kg/Ha 0.2400 0.3144 0.0217 1.3362 0.0362
T2- 1Kg/Ha 0.2911 1.0513 0.0213 2.6036 0.0213
T2- 2Kg/Ha 2.1350 0.0817 1.8134 1.8134 0.0127
T2-3Kg/Ha 0.8658 0.7205 2.2270 2.2270 0.0072
T2-4Kg/Ha 0.8470 0.8609 3.5040 3.5040 0.0198
T3- 1Kg/Ha 0.5007 1.2815 4.0982 4.0982 0.0150
T3- 2Kg/Ha 0.3254 0.8744 2.1576 2.1576 0.0001
T3-3Kg/Ha 0.1803 1.2642 4.0905 4.0905 0.0104
T3-4Kg/Ha 1.1886 1.2747 3.5423 3.5423 0.0140
PROMEDIO 1.1201 0.9026 1.6562 2.8556 0.0211

T1-Residuo solido organico de la produccion de Tilapia

T2-Estiercol

T3-Mezcla (50:50)

P.C. Cenizas- Peso corregido por cenizas
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Resultados y Discusiéon

Cuadro 13. Velocidad de emergencia y porcentaje de establecimiento de

Tratamiento y Dosis

Velocidad de emergencia

(plantas por dia)

Porcentaje de

establecimiento (%)

Blanco
T1- 1Kg/Ha
T1- 2Kg/Ha
T1-3Kg/Ha
T1-4Kg/Ha
T2- 1Kg/Ha
T2- 2Kg/Ha
T2-3Kg/Ha
T2-4Kg/Ha
T3- 1Kg/Ha
T3- 2Kg/Ha
T3-3Kg/Ha
T3-4Kg/Ha

PROMEDIO

1.2439

1.0927

0.3538

0.8116

1.1113

0.7519

1.0260

0.4016

1.1466

0.9724

0.6125

0.9024

0.6095

0.8489

80

83

25

58

70

60

84

33

80

78

54

60

42

62

T1-Residuo solido organico de la produccion de Tilapia

T2-Estiercol

T3-Mezcla (50:50)
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Cuadro 14. Peso fresco y peso seco de ensayo biolégico de germinacion.

Tratamiento y Dosis

Peso seco (g)

Peso fresco (g)

Blanco
T1- 1Kg/Ha

T1- 2Kg/Ha

T1-3Kg/Ha
T1-4Kg/Ha
T2- 1Kg/Ha
T2- 2Kg/Ha
T2-3Kg/Ha
T2-4Kg/Ha
T3- 1Kg/Ha
T3- 2Kg/Ha
T3-3Kg/Ha

T3-4Kg/Ha

0.0040

0.0063

0.0097

0.0035

0.0021

0.0011

0.0067

0.0030

0.0029

0.0015

0.0018

0.0015

0.0036

0.0016

0.0025

0.0039

0.0014

0.0008

0.0004

0.0027

0.0012

0.0012

0.0006

0.0007

0.0006

0.0014

T2-Estiercol

T3-Mezcla

T1-Residuo solido organico de la produccién de Tilapia
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Conclusiones

VIII. CONCLUSIONES

Se observd una disminucién de DQO, en los tres tratamientos, durante los
primeros 90 dias; presentando una degradacion de alrededor del 30 % en el caso
de los tratamientos que utiliz6 como sustrato estiércol y la mezcla de residuos y de
75 % en el caso del RSOPT; debido a la hidrélisis de compuestos de baja

degradacion.

La cantidad de azucares totales presentes al inicio del proceso en los tres
tratamientos present6 diferencias significativas; siendo el estiércol el que presento
una mayor cantidad, seguido de la mezcla de residuos. Mientras que el mayor
consumo de azucares se presento los primeros 90 dias siendo éste mayor al 55 %

en los tres tratamientos.

El pH durante el proceso permanece en valores cercanos a la neutralidad en los

tres tratamientos, lo que es ideal para el proceso de biodigestion.

Los tres tratamientos presentaron una disminucion importante en la concentracion
de Acidos Grasos Volatiles (AGV’'s) durante los primeros 90 dias de la
biodigestion, pero los tratamientos que utilizan como sustrato estiércol y mezcla de

residuos fueron los que presentaron una mayor cantidad de estos acidos,
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conllevando a una mayor produccion de biogas que en el tratamiento que utilizé

RSOPT.

Existieron diferencias significativas entre los tres tratamientos respecto a la
cantidad de soélidos totales, fijos y volatiles; obteniéndose que el estiércol fuera el
tratamiento con un mayor porcentaje de solidos totales y como consecuencia
también un mayor porcentaje de solidos volatiles (los cuales representan la
materia organica, en su mayoria carbono) y un menor porcentaje de sélidos fijos

en comparacion con los otros tratamientos.

La relacién C/N presenté una disminucion importante al finalizar el proceso de co-
digestion en los tres tratamientos, lo cual indica que con el proceso de

biodegradacion se esta transformando la materia organica en biogas.

Al finalizar el proceso de co-digestion de los tres tratamientos como resultado de la
estabilizacién de la materia organica se produjo un biosdlido tipo “B”, en el cual
hubo una reduccién de més del 99 % del contenido de bacterias patdgenas y una
mineralizacion de N2 y P, no obstante, el tratamiento que utiliz6 como sustrato el
estiércol fue el que presenté mayores concentraciones de los nutrientes (N2 y P),
sin embargo la mezcla de residuos cumple con la concentracion necesaria de

estos dos elementos.

69



Conclusiones

El resultado de este estudio indica que fue significativamente mejor (P<0.05) la
mezcla de residuo de bovino y tilapia (50:50) para obtener produccién de biogas
con una mayor concentracion de metano y una menor produccion de COz, lo cual

ocurre de forma ascendente alrededor de los primeros 90 dias.

Por todo lo anterior, la mezcla de residuos de bovino y tilapia (50:50) es el mejor

sustrato para la produccion de biogas (con mayor concentracion de metano) y

biosdlido tipo “B”.
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X. ANEXOS

Cuadro 15. Cuadro de ANOVA de DQO (mg/L)

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 2.31x10%0 1.15x101° 1.84x1016
Bloque 3 4.83x10° 1.61x10° 2.56x10%°
Error 18 1.13x10° 6.27x107
Total 23 2.91x10%°

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada

Cuadro 16. Cuadro de ANOVA del contenido de Azucares Totales (mg/L)

GL SC CM f
Tratamiento 2 901,102.36 450,551.18 84.98
Bloque 3 175,578.78 58,526.26 11.03
Error 18 95,432.97 5,30.83
Total 23 1,172,114.12

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Cuadro 17. Cuadro de ANOVA del pH

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 3.35 1.67 17.26
Bloque 3 3.63 1.21 12.47
Error 18 1.74 0.09
Total 23 8.72

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f” calculada

Cuadro 18. Cuadro de ANOVA del Acido Acético

GL SC CM f
Tratamiento 2 15,771,593.77  7,885,796.88 55.00
Bloque 3 5,975,538.79  1,991,846.26 13.89
Error 18 2,580,640.10 143,368.89
Total 23 24,327,772.66

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Cuadro 19. Cuadro de ANOVA del Acido Propionico

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 19,112,176.51  9,556,088.25 14.96
Bloque 3 8,176,478.87  2,725,492.95 4.26
Error 18 11,490,811.49 638,378.41
Total 23 38,779,466.87

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f” calculada

Cuadro 20. Cuadro de ANOVA del Acido Butirico

GL SC CM f
Tratamiento 2 3,964,812.97 1,982,406.48 8.88
Bloque 3 2,042,024.11 680,674.70 3.05
Error 18 4,014,692.10 223,038.45
Total 23 10,021,529.19

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Cuadro 21. Cuadro de ANOVA de Produccién de Metano (%)

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 23,351.14 11,675.57 130.23
Bloque 22 6,177.35 280.78 3.13
Error 113 10,130.28 89.64
Total 137 39,658.78

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f” calculada

Cuadro 22. Cuadro de ANOVA de Producciéon de CO2 (%)

GL SC CM f
Tratamiento 2 110,752.56 55,376.28 192.49
Bloque 22 18,809.22 854.96 2.97
Error 113 32,507.07 287.67
Total 137 162,068.85

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Cuadro 23. Cuadro de ANOVA de ST (%)

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 82.86 41.43 206.43
Bloque 3 4.18 1.39 6.95
Error 18 3.61 0.20
Total 23 90.66

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f” calculada

Cuadro 24. Cuadro de ANOVA de STFy STV (%)

GL SC CM f
Tratamiento 2 14,542.63 7,271.31 858.74
Bloque 3 368.94 122.98 14.52
Error 18 152.41 8.46
Total 23 15,063.99

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Anexos

Cuadro 25. Cuadro de ANOVA del contenido de Nitrogeno (%)

GL SC CM f
Tratamiento 2 0.1373 0.0686 428.75
Bloque 3 0.0039 0.0013 8.12
Error 18 0.0030 0.00016
Total 23 0.1442

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’

Cuadro 26. Cuadro de ANOVA de Fésforo (%)

GL SC CM f
Tratamiento 2 5.2779 2.6389 2399.00
Bloque 3 0.1071 0.0357 32.45
Error 18 0.1098 0.0011
Total 23 5.4048

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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Cuadro 27. Cuadro de ANOVA de Carbono Orgénico (%)

Anexos

GL SC CM f
Tratamiento 2 42.56 21.28 434.34
Bloque 3 1.72 0.57 11.75
Error 18 0.89 0.04
Total 23 45.18

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f” calculada

Cuadro 28. Cuadro de ANOVA de la relacion C/N

GL SC CM f
Tratamiento 2 465.56 232.78 141.42
Bloque 3 35.16 11.72 7.12
Error 18 29.64 1.64
Total 23 530.36

ANOVA-Andlisis de Varianza GL-Grados de Libertad CM-Cuadrado Medio f-“f’ calculada
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