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RESUMEN

En la actualidad, el biogas se ha convertido en una de las mejores alternativas para la
produccion de energia renovable, ya que se usan los desechos de la agroindustria como
principal sustrato para su formacion, contribuyendo con una gestion adecuada de los residuos
solidos. Sin embargo, al producir cantidades significativas de biogas se generan grandes
cantidades de biol. Si bien se suele usar como abono, este tiene dos problemas: por un lado,
puede albergar una cantidad de microorganismos patdgenos, representando un riesgo tanto
para los que lo manipulan como para los que consumen los vegetales que fueron cultivados
con este; por otro lado, la excesiva cantidad de nutrientes que posee limita su aplicacién en
los suelos, ya que podria generar problemas ambientales contaminando aguas subterraneas
y al mismo suelo.

Por otro lado, el aprovechamiento de la radiacion solar y el oxigeno ambiental para la
desinfeccion del biol, es de gran utilidad para las regiones de escasos recursos donde hay
una alta incidencia de radiacion solar. Para garantizar la desinfeccion deseada, es necesario
conocer la cinética de la muerte de enterobacterias por radiacion solar y oxigeno atmosfeérico.

El presente estudio de investigacion tuvo como objetivo modelar la cinética de desinfeccion
del biol, calculando la incidencia de radiacion acumulada por m3de biol, obtenido como
subproducto de la formacion de biogas, a partir de purin de cerdo y agua 1:10. El proceso se
realizé el 12 de diciembre del 2017, en las instalaciones de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, midiendo el tiempo y la correlacidn con la tasa de inactivacion de enterobacterias.

Se realizaron estudios donde se determind, por un anélisis de varianza (ANOVA) y una
prueba de comparacion maltiple de los tratamientos mediante la prueba de Tukey, el efecto
sinérgico de la radiacion solar y el oxigeno atmosférico para la inactivacion solar de
enterobacterias. Se comprobé que para alcanzar una éptima desinfeccion solar en el biol se
debe disminuir su turbidez, separando la fase liquida y diluyéndolo con agua 1:3.

La separacion de las fases realizada en el presente estudio alcanzd un volumen del 56 %
respecto del volumen total, reteniendo el 36 y 49 % de nitrégeno y fosforo, respectivamente,
del volumen total.

Con la fase liquida del biol se obtuvo un nivel de turbidez (NTU) de 365. A partir de esto,
se concluyd que las condiciones atmosféricas eran apropiadas para disminuir la carga
deenterobacterias, alcanzando el limite de deteccion luego de 10 horas, con una radiacion
acumulada de 209.8 watts por m?3 de biol. El efecto biocida empez6 desde los 40 watts por
m3 de biol de radiacion acumulada.

Palabras clave: desinfeccion del biol, modelamiento, fotoinactivacién, calor acumulado,
cinética de desinfeccion.

Vi



ABSTRACT

Today, biogas has become one of the best alternatives for renewable energy production, as
agro-industry waste is used as the main substrate for its formation, contributing to adequate
management of solid waste. However, producing significant amounts of biogas generates
large amounts of biol. Although it is often used as fertilizer, it has two problems: on the one
hand, it can harbor several pathogenic microorganisms, representing a risk for both those
who manipulate it and for those who consume the vegetables that were grown with it; on the
other hand, the excessive amount of nutrients it possesses limits its application in soils, as it

could generate environmental problems polluting groundwater and the same soil.

On the other hand, the use of solar radiation and environmental oxygen for biol disinfection
is very useful for resource-poor regions where there is a high incidence of solar radiation.
To ensure the desired disinfection, it is necessary to know the kinetics of the death of
enterobacteria by solar radiation and atmospheric oxygen.

This research study aimed to model the biol disinfection kinetics, calculating the incidence
of m3radiation accumulated by biol, obtained as a by-product of biogas formation, from pork
slurry and 1:10 water. The process was carried out on December 12, 2017 at the facilities of
the Universidad Nacional Agraria La Molina, measuring time and correlation with the rate

of inactivation of enterobacteria.

Studies were conducted where it was determined, by a variance analysis (ANOVA)and a
multiple comparison test of treatments using the Tukeytest, the synergistic effect of solar
radiation and atmospheric oxygen for solar inactivation of enterobacteria. It was found that
to achieve optimal solar disinfection in the biol its turbidity should be reduced, separating

the liquid phase, and diluting it with 1:3 water.

Phase separation in this study reached a volume of 56% from the total volume, retaining 36

and 49% nitrogen and phosphorus, respectively, of the total volume.

With the liquid phase of the biol a turbidity level (LTU) of 365 was obtained. From this, it
was concluded that atmospheric conditions were appropriate to reduce the load of
enterobacteria, reaching the detection limit after 10 hours, with a cumulative radiation of
209.8 watts per biol. The m3biocida effect began fromthe 40 wattsof m3accumulated

radiation biol.

Keywords: ddisinfection of the biol, modelation, fotoinactivation, accumulated calor,

unethical disinfection.
viii



. INTRODUCCION

El biol es el lodo generado como subproducto de la produccion de biogas a partir de desechos
de la industria agricola y, se utiliza principalmente como fertilizante para plantas debido a
su alto contenido de fosforo, nitrdgeno y potasio; sin embargo, debido a su propia naturaleza,
este suele albergar una cantidad apreciable de bacterias indicadoras de higiene,
representando asi un riesgo a la salud, tanto para los que lo manipulan como los que

consumen las verduras cultivadas con dicho fertilizante.

En Europa y EE. UU. se estan realizando diversos estudios sobre biol, con el fin de
sanitizarlo a bajo costo, reducir su volumen y generar nuevos productos a partir de este, de

modo que se pueda aprovechar al maximo.

Cada dia, mas paises integran a su normativa la adecuada gestion de los subproductos de la
digestion anaeroObica, para prevenir que estos provoquen problemas sanitarios y/o
ambientales. Ya que Perd ain no cuenta con una norma que rija los estandares de calidad
necesarios para el uso del biol como abono, ni pautas que garanticen una adecuada
disposicion sin generar algin impacto ambiental nocivo, es de suma importancia promulgar
las buenas practicas de uso del biol y brindar la informacion necesaria para su adecuada

gestion frente a cualquier contexto.

Algunos estudios han demostrado la desinfeccion de aguas de riego aprovechando la energia
solar y el oxigeno ambiental. De igual modo, se podria aprovechar la radiacion solar para la
desinfeccidn del biol en regiones de Pert, donde no es posible acceder a fuentes de energia

convencional, a causa de su geografia accidentada y la incidencia de radiacion solar alta.

Con la finalidad de garantizar una 6ptima desinfeccion solar del biol, es necesario conocer
el tiempo de exposicién y la cantidad de calor incidente necesarios para disminuir la

concentracion de enterobacterias a cantidades inofensivas.

El objetivo principal de este estudio es modelar la cinética de desinfeccién del biol, usando
la radiacién solar y el oxigeno atmosférico como agentes letales para las enterobacterias

nativas,



de tal modo que se pueda conocer el tipo de relacion que llevan las variables y sentar las

bases para futuros estudios a mayor escala.

Para alcanzar dicho objetivo se evalu6 las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas
del biol a tratar. Posteriormente, se ajustd las caracteristicas fisicas a las requeridas para un
optimo proceso de desinfeccion solar, por medio de la separacion de sus fases (liquida y
solida) y la dilucion de su fase liquida con el fin de disminuir su turbidez. Se evalu6 el
rendimiento de la separacion de las fases y se caracterizara el valor nutricional de la fase
liquida del biol obtenida (concentracion de nitrogeno y fosforo). Se realiz6 estudios previos
que determinaron el efecto sinérgico de la radiacion solar y el oxigeno atmosférico para la
desinfeccion del biol. Se construyd un captador solar que permita al biol contenido,
interactuar con los rayos solares de manera eficiente. Se evalu6 las condiciones atmosféricas
en las cuales se llevo a cabo el experimento y monitored en intervalos de tiempo establecidos,
la concentracion de enterobacterias en el biol tratado. Finalmente, los datos de
fotoinactivacion microbiana fueron graficados y modelados con una curva de desinfeccion
de Watson-Chick modificada y se ajusto la curva a los datos obtenidos en el experimento.
El valor optimo de los parametros lineales de la curva modelo se obtuvo por medio de

programa Solver de Excel.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Residuos orgéanicos

2.1.1. Residuos solidos.

La Ley General de Residuos Sélidos (Ley N°27314, 2000), define a los residuos sélidos

como

aquellas sustancias, productos o subproductos en estado solido o semisolido de los
que su generador dispone, o esté obligado a disponer, en virtud de lo establecido en
la normatividad nacional o de los riesgos que causan a la salud y el ambiente, para
ser manejados a través de un sistema que incluya, segun corresponda, las siguientes
operaciones o procesos: 1. Minimizacion de residuos, 2. Segregacion en la fuente, 3.
Reaprovechamiento, 4. Almacenamiento, 5. Recoleccion, 6. Comercializacion, 7.
Transporte, 8. Tratamiento, 9. Transferencia, 10. Disposicion final. Esta definicion

incluye a los residuos generados por eventos naturales.

Los residuos sélidos siempre han existido en el mundo, sin embargo, desde hace varios afios,

se han venido generando grandes cantidades, ya sea por la forma en que se fabrican o la

naturaleza quimica que adquieren, evitando de este modo que estos se integren a los ciclos

naturales de degradacién (Fernandez y Sanchez-Osun, 2007).

La Ley General de Residuos Solidos (Ley N°27314), los clasifica en:

1.
2.

Residuo domiciliario.

Residuo comercial.

. Residuo de limpieza de espacios publicos.

. Residuo de establecimientos de atencion de salud.
. Residuo industrial.

. Residuo de las actividades de construccion.

. Residuo agropecuario.

. Residuo de instalaciones o actividades especiales.



En el 2011, la disposicion de los residuos solidos en el Perd es en nueve rellenos sanitarios
en operacion: Carhuaz (Ancash), Tarma y Huancayo (Junin), Casren, Zapallal, Huaycoloro
y Portillo Grande (Lima), Urubamba y Calca (Cusco), con una cobertura de recojo de
residuos solidos en el area urbana de 73,10 %. También en ese afo, el 23 % de los residuos
municipales generados tuvo una adecuada disposicion. En Lima Metropolitana, se dispuso
el 34,2 % del total de los residuos solidos municipales generados. EI 47 % del total de
residuos solidos es arrojado diariamente al ambiente, y tan solo el 14,7 % de los residuos es
reaprovechado. En el afio 2011, Lima fue el departamento con méas generacion de residuos
solidos, con un total de 5,108 t/dia, superando con creces a los demas departamentos
(Mufioz, 2016).

2.1.2. Residuos agropecuarios.

Son residuos provenientes de cualquier actividad agricola. Estos se pueden clasificar en
organicos (de origen animal o vegetal) e inorganicos (sea el caso de algun fertilizante
inorganico u otro material de la misma naturaleza quimica) (Ministerio de Trabajo y

Promocion del Empleo, 2010).

Los residuos agropecuarios inorganicos son unos de los principales contaminantes del agua
en la actualidad, dada su alta cantidad de fertilizantes (N, P, K). Al llegar las lluvias, o la
misma agua de riego, arrastra consigo una gran cantidad de nutrientes, vertiendose en rios o
lagos. De este modo se origina la eutrofizacion, problema ambiental que lleva consigo la
pérdida de la fauna marina y al agua (Romero, 2010). Del mismo modo, los desechos
agropecuarios organicos, como las heces de los animales de granja, por contener gran
cantidad de N, P, K, ocasionan problemas ambientales similares a los ya mencionados. A
esto se suma la emisidn de gases de efecto invernadero al ambiente, por la gran cantidad de

metano que es producido por su degradacion al aire libre (Herrero y Gil, 2008).

2.1.3. Peligros de los residuos agropecuarios organicos.

La mala gestion de residuos organicos del sector agropecuario genera grandes problemas de
impacto ambiental viéndose afectados la calidad del aire, el agua y el suelo, representando,

de este modo, un riesgo a la salud publica (Matthews, 2006).

La contaminacidn hidrica se da principalmente en aguas superficiales y del subsuelo, y puede
ser un vector de transmision de bacterias enteropatdgenas hacia diversos cultivos. Solomon,
Yaron y Matthews (2002) reportaron la colonizacién de E. Coli en hojas de lechuga, a causa

de un riego con aguas contaminadas con estiércol de vaca. El agua puede llegar a



contaminarse por el vertimiento de desperdicios organicos en rios, canales o arroyos. Otro
factor de contaminacion estd dado por la lixiviacion de abono a aguas subterréneas.
Adicionalmente se generan problemas como la disminucidn del oxigeno disuelto, el aumento
de los nutrientes, que propicia el desarrollo de algas y da lugar a la eutrofizacion, causando
la muerte de peces, generando malos olores y la pérdida de la belleza natural de este recurso

y de su entorno (Lépez, 2009).

La contaminacion del suelo es causada por un abonado irresponsable que genera un
desbalance en sus caracteristicas bioldgicas, ya que el uso excesivo de purines puede
contaminar las raices de cultivos, propiciando el crecimiento de Salmonella dentro de los
frutos como el tomate (Ganyu et al.,, 2011). También se generan problemas en las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo al disminuir sus propiedades, provocando una
pérdida en los rendimientos de los productos y la posibilidad de que bacterias

enteropatogeénicas lleguen hasta los frutos (Lopez, 2009).

La contaminacion del aire se genera por los botaderos a cielo abierto y por las heces de los
animales, las cuales son uno de los principales productores de gases de efecto invernadero

tales como metano y 6xido nitroso (Matthews, 2006).
2.2. Residuos organicos de la porcicultura en Peru

En Perq, la porcicultura ha venido creciendo en los Gltimos afos, siendo la casera el tipo de
crianza en mayor proporcion. Este tipo de crianza no cuenta con una mano de obra calificada
ni la asesoria profesional que cubra todas las necesidades para el 6ptimo desarrollo de esta
actividad. Motivo por el cual las condiciones de higiene y salubridad no suelen ser las
recomendadas. La principal limitacion es la falta de agua y de un tratamiento térmico a la
comida que se les da a los animales. En segundo lugar, esta la carencia de una buena gestion
de los residuos, lo que ocasiona la acumulacion de plagas, como insectos, ratas etcétera, los
cuales se convierten en vectores de enfermedades tanto para otros cerdos como para las
personas que trabajan en dichos lugares o que viven en los alrededores (Morales, Rebatta,

Lucas, Mateo y Ramos, 2014).

La mayoria de los porcicultores prefieren enterrar parte del purin o secarlo. Sin embargo,
estos dos malos manejos no solo ponen en riesgo la salud de las personas, sino que también

causan dafios quimicos a la tierra, incrementando los niveles de nitrogeno y fdsforo



(Mariscal, 2007). La cantidad de excretas que produce un cerdo varia de acuerdo con cada

especie, como podemos ver en la tabla 1 (Hummel, 2014).

Tabla 1: Produccion de excretas por cerdo

Especificacion Al dia (kg) Al afo (kg)
Cerda gestante 5 1825
Cerda lactante 12 4380
Cerda destetada 5 1825
Primerizas 5 1825
Verracos 5 1825
Lechén 2 730
Gorrino 7.5 2737

Nota: Composicidon de 1/3 en estado sdlido y 2/3 en liquido.

Adaptado de Hummel (2014).

2.2.1. Tratamientos para el purin de cerdo.

Tabla 2: Procesos aplicados al purin de cerdo

Proceso Afpllca.d,o a Objetivo
raccion
Balsas de homogenizacidn, estercoleros T,S,L Regular la procjuccmn cont_lnua al
consumo estacional de cultivos
Separacién de fases T Separar. !as fases, facilitar transporte y
aplicacion
L . . Aumentar la concentracion de los s6lidos
Aplicacion de enzimas y bacterias a balsas T o
(nitr6geno)
Nitrificacién L Transformar N amoniacal a nitrico
Desnitrificacion L Trasformar nitrégeno nitrico a N
Descomposicion aerdbica heterdtrofa LT Eliminar la materia organica
Digestidn anaerdbica T,S,L Producir CHj e higienizar
Compostaje s Estabilizar la materia organica y obtener
abono
Reduccidn bioldgica de fosforo L T_raqsf_enr P soluble_ a la fase
biol6gicamente sedimentable
Precipitacion quimica L Separar mejor las fases
Secado/peletizado S Separar agua, reducir volumen
Evaporacion/concentracién L Separar agua, reducir volumen
Stripping/absorcién L Recuperar N amoniacal
Higienizacion térmica T Eliminar patdgenos
Dosificacion de aditivos T.s.L Moqmcar composicion para adecuarla a
cultivos
Ozonizacidn L Oxidacion de compuestos orgéanicos
Filtracion por membrana L Separar sales, reducir conductividad

Nota: Cafiote (2012). T: residuo integro; S: fraccion solida; L: fraccion liquida.



Para preservar la higiene y sanidad de un criadero de cerdos y sus alrededores, es importante
tener un tratamiento de los residuos orgéanicos generados (Hummel, 2014). En el caso del

purin, se recomiendan los tratamientos mostrados en la tabla 2.
2.3. Digestion anaerdbica

2.3.1. Definicion.

La degradacion de los sustratos en completa ausencia de oxigeno esta dada por respiraciones
anaerobicas y fermentaciones de la biota presente en él. Es importante destacar que dos
tercios del metano producido en este proceso provienen de la fermentacién y el tercio
restante, de la respiracién anaerdbica. En una fermentacion, la materia organica es catalizada
en ausencia de un aceptor de electrones externo, mediante microorganismos anaerébicos
facultativos o estrictos. El producto generado a través del proceso aceptara los electrones
liberados. A diferencia de este proceso, en la respiracion anaerobia, el aceptor final es una
molécula inorganica diferente. Una manera de poder aumentar la produccién de biogéas es
utilizar mezclas de residuos de distintas actividades econdmicas, tales como ganaderia,
agricultura, industria alimentaria, etcétera. A dichas mezclas se les conoce como codigestion
anaerobia. La ventaja de usar este método radica en la sinergia que se obtiene por parte de
los sustratos, ya que cada uno de ellos suple las carencias del otro. De esta manera el sistema
alcanzara un equilibrio (PSE PROBIOGAS, 2009).

2.3.2. Fases de la digestion anaerobica.

La fermentacion metanogénica consta de cuatro fases: hidrolisis, acidogénica, acetogénica,
metanogénica. La primera fase es la hidrolisis de particulas y moléculas complejas
(proteinas, carbohidratos y lipidos), las cuales son degradadas por enzimas extracelulares
fermentativas. Como resultado, se producen compuestos solubles mas sencillos
(aminoéacidos, azlcares y &cidos grasos de cadena larga) que seran metabolizados por las
bacterias acidogénicas, dando lugar principalmente a acidos grasos de cadena corta,
alcoholes, hidrogeno, diéxido de carbono y otros productos intermedios. Los &cidos grasos
de cadena corta son transformados en acido acético, hidrégeno y didéxido de carbono
mediante la accidn de los microorganismos acetogénicos. Por ultimo, los microorganismos
metanogénicos producen metano a partir de acido acético, H2 y CO, (Ministerio de Energia
[MINENERGIA], Programa de Desarrollo de las Naciones Unidas [PNUD], Organizacién
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO] y Fondo Mundial para
el Medio Ambiente [GEF], 2011).



En la figura 1, los nimeros indican la poblacién bacteriana responsable, donde: el 1
representa a las bacterias fermentativas; el 2 representa a las bacterias acetanogénicas; el 3
a las bacterias homoacetanogénicas; el 4 a las bacterias metanogénicas hidrogenotréficas y
el 5, a las bacterias metanogeénicas acetoclasticas (MINENERGIA et al., 2011).
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Figura 1. Esquema de las fases de la digestion anaerdbica. Recuperado de MINENERGIA et al., 2011.
2.3.2.1. Hidrolisis.

Las bacterias no son capaces de utilizar la materia organica polimérica. Sin embargo, por
medio de enzimas extracelulares la hidrolizan a compuestos monomeéricos solubles y de esta
manera, los sustratos pueden llegar a atravesar la pared celular y ser degradados
(MINENERGIA et al., 2011).

Esta es la fase mas lenta del proceso. Dependiendo de la complejidad del sustrato o la
temperatura la velocidad puede variar. Se ha demostrado que las grasas no se hidrolizan a
temperaturas menores a 15 °C a causa de la formacion de nata. EI pH también es otro
parametro importante cuyo valor optimo es de 6 (MINENERGIA et al., 2011). Los géneros

de los microorganismos mas representativos de esta fase son: Clostridium, Bacillus,




Bacteroidetes, Actinobacteria, Crenarchaeota (arqueobacteria) (MINENERGIA et al.,
2011).

2.3.2.2. Acidogénesis.

Los compuestos solubles se difunden por dentro de la célula y son fermentados,
convirtiéndose en acidos grasos volatiles (acético, propidnico, butirico), acetato, alcoholes
hidrégeno y CO». Es un periodo de produccion intensiva de acidos, donde hay una alta
produccion de dioxido de carbono (CO.), acido sulfhidrico (H2S), &cidos orgéanicos y
bicarbonatos; su pH se encuentra en la zona &cida, con valores entre 5.1 y 6.8 (Olaya y
Gonzalez, 2009).

Una sobrealimentacion podria inhibir la produccion de metano. Por un lado, el exceso de
aminodacidos produce una cantidad perjudicial de amonio. Por otro, el exceso de lipidos y
carbohidratos generan hidrégenos, los cuales ocasionarian una disminucion del pH,
sobrepasando la capacidad de formar metano, disminuyendo el efecto buffer e intoxicando
a las bacterias metanogénicas (MINENERGIA et al., 2011).

2.3.2.3. Acetogénesis.

El &cido propidnico y el butirico son oxidados hasta acético e hidrégeno. Hay una produccion
de dioxido de carbono (COy), nitrégeno e hidrogeno, bicarbonatos y de compuestos
amoniacales. Esta fase se caracteriza por presentar mal olor debido a la presencia de acido
sulfhidrico (H2S), flotacion de gran parte de sus sélidos. Su pH 6ptimo se encuentra en el
rango de 6.5-6.8 (Olaya y Gonzélez, 2009).

Un grupo de bacterias homoacetanogénicas solo produce acetato, a diferencia de las
acetogenicas. Esta, en vez de producir H, mas bien lo utiliza de sustrato, lo que ayuda a
mantener un pH no tan bajo. Los principales microorganismos homoacetogénicos que han
sido aislados son Acetobacterium woodii 0 Clostridium aceticum (MINENERGIA et al.,
2011).

Esta fase es la mas complicada, porque sus reacciones poseen una energia libre de Gibbs

positiva. Esto hace que la reaccion no se realice de manera espontanea.
Propionato + 3H20 <> Acetato + HCO3™ + H" + 3H2 AG” = +76.1k]J/mol
Butirato + 3H20 < Acetato + HCOs™ + H* + 3H2 AG”™ = +48.1kJ/mol

Etanol + 3H20 « Acetato + HCO3 + H" + 3H2 AG™ = +9.6kJ/mol



Sin embargo, las bacterias metanogénicas pueden intervenir para que la produccion de

biogas pueda continuar.

A partir de la féormula de energia libre de Gibbs, si quitamos los 3H2, los AG” se tornan
negativos Y las reacciones se producen espontaneamente. La naturaleza se ha encargado de
esto y son las metanogénicas las que utilizan el 3H2. Si las metanogénicas no lo utilizan, las

reacciones no proceden y los acidos grasos volatiles se acumulan (Olaya y Gonzalez, 2009).

2.3.2.4. Metanogénica.

Esta es la Gltima y mas importante parte del proceso. Los organismos (en su mayoria
arqueobacterias) utilizan como sustratos moléculas monocarbonadas o con dos atomos de
carbono unidos por un enlace covalente: acetato, H2/CO,, formato, metanol y algunas
metilaminas. El 70 % del metano producido en la fermentacion anaerdbica se forma a partir
de la descarboxilacion de acido acético, pese a que solo dos generos puedan utilizarlo
(Methanosarcina y Methanothrix), el resto de la produccion es elaborada por todos los
organismos metanogénicos restantes que son capaces de utilizar el H, como aceptor de
electrones. EI metano restante proviene de los sustratos acido carbonico, acido férmico y
metanol (MINENERGIA et al., 2011).

2.3.3. Parametros determinantes en el proceso de digestion anaerdbica.
2.3.3.1. Materia prima.

Se pueden usar los residuos organicos de origen vegetal, animal, agroindustrial, forestal,
doméstico u otros. Las caracteristicas bioquimicas que presenten estos residuos deben
permitir el desarrollo y la actividad microbiana y poseer un equilibrio de sales minerales
(azufre, fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, manganeso, molibdeno, zinc, cobalto,
selenio, tungsteno, niquel y otros menores). La materia prima deberd ser tal que los

microorganismos la puedan asimilar y no les genere toxicidad (Universidad de Chile, 1990).
2.3.3.2. Relacion C/N.

El carbono vy el nitrégeno son las principales fuentes de alimentacion de las bacterias. El
carbono brinda la energia y el nitrdgeno es utilizado para la formacidn de nuevas células.
Estas bacterias consumen 30 veces mas carbono que nitrégeno, por lo que la relacion 6ptima
de estos dos elementos en la materia prima se considera en un rango de 30:1 hasta 20:1.
Cuando la relacion es muy estrecha (40:1) disminuye la velocidad de las reacciones, por no

poder producir la cantidad necesaria de células. Si la relacion es muy amplia (10:1) se inhibe
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la actividad bacteriana por causa de la formacion de amonio de manera excesiva (Guevara,
1996).

2.3.3.3. Niveles de solidos totales y sélidos volatiles.

Tanto en la alimentacién como en la carga, la materia organica debe poseer un total de 10 %
de materia seca. Niveles altos acumularian de lodo el biodigestor, tapando la salida de la

materia digerida (Drosg, 2013).

2.3.3.4. Temperatura.

Las velocidades de reaccidn con las que se lleva a cabo cualquier proceso biolégico estan
determinadas por este parametro, influyendo en la solubilidad de los gases presentes, altas o

bajas temperaturas también pueden afectar la fermentacion, al causar dafio a las células.
Se han definido dos rangos de trabajo:

a) Mesofilo, entre 20 y 45 °C.
b) Termofilo, entre 45y 60 °C.

La temperatura 6ptima en cada uno de estos rangos es de 35 y 55 °C, respectivamente
(Obaya, 1991).

2.3.3.5. Tiempo de retencidn hidraulica.

Se define como el tiempo (dias u horas) en que los residuos son retenidos en el biodigestor
(Soriaet al., 2001). Este dependera de las condiciones climatoldgicas a las que esté expuesto

el biodigestor, como podemos ver en la tabla 3.

Tabla 3: Temperatura ambiental y tiempo de retencidn de un biodigestor segun la region donde se

encuentre
Regidn caracteristica Temperatura °C Tiempo de retencion (dias)
Tropico 30 20
Valle 20 30
Altiplano 10 60

Nota: elaborado en base a Ré y Morales (2011).

2.3.3.6. Rangos de pH.

La formacién de metano ocurre dentro del intervalo de pH de 6.8 a 7.5. Menor o mayor a

este rango indica inestabilidades en el proceso que deben corregirse.
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2.3.4. Tipos de biodigestores anaerdbicos.

MINENERGIA et al. (2011), clasifica los biodigestores anaerobios de la siguiente manera:

a)

b)

Sistemas batch o discontinuos: solo es cargado una vez, hasta el momento en que deja
de producir biogés, indicando que el sustrato ya se degradé todo lo que podia. Luego, se
retira todo el material y se vuelve a alimentar.

Sistemas semicontinuos: se cargan por gravedad una vez al dia, con un volumen de
mezcla que depende del tiempo de fermentacion o retencion. El lodo es retirado por la
presion ejercida por el ingreso de la carga y produce una cantidad diaria mas o menos
constante de biogas si se mantienen las condiciones de operacion.

Sistemas continuos: este tipo de digestores se desarrollan, principalmente, para
tratamiento de aguas residuales. En general, son plantas muy grandes, en las cuales se
emplean equipos comerciales para alimentarlos, proporcionarles calefaccion y agitacion,

asi como para su control.

Los principales modelos de biodigestores artesanales semicontinuos son:

a)

b)

Digestor del domo flotante (hindld): se compone de una campana flotante en la parte
superior y de un tambor en forma de boveda cilindrica vertical. Conforme se vaya
generando biogas, el techo va subiendo, hasta que se extraiga el gas del biodigestor, a
presion constante. Luego, vuelve a su nivel original (Calderon, 2015).

Digestor de domo fijo (chino): este reactor consiste en una camara de gas firme,
construida de ladrillos, piedra u hormigon. No es un modelo muy util, debido a su
fragilidad y a la dificultad de su limpieza. Primero se ingresa la materia organica, luego
de su degradacion, esta producira un gas, generando presién, debido a que el conducto
de salida es de menor tamarfio que el de entrada. Al volver a alimentar el biodigestor, la
biomasa degradada saldra por el tubo de desfogue y no por el tubo de alimentacion
(Olaya y Gonzalez, 2009). La cimay el fondo son hemisféricos y estan unidos por lados
rectos. La superficie interior esta sellada por muchas capas delgadas de mortero, para
hacerlo firme.

Biodigestor de estructura flexible, como veremos en la figura 2: se compone de una
estructura tubular de material plastico (polietileno, PVC, entre otros, y/o una
combinacion de estos) completamente sellado. La entrada y la salida estan sujetas
directamente a las paredes. La parte inferior del biodigestor debe estar lleno de en un 80

%, aproximadamente, con la masa de fermentacidn. En la parte superior, el 20 % restante,
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se almacena el biogés. Este tipo de biodigestor es adecuado para zonas en donde hay

temperaturas altas y constantes (Vargas, 1992).
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Figura 2. Disefio de un biodigestor anaerobio tubular. Recuperado de Castillos (2011).
2.3.5. Biogas.

El biogas es un gas combustible que se forma artificialmente gracias a la accion de diversos
microorganismos que degradan la materia organica utilizada como sustrato, dentro de reactor

cerrado herméticamente de manera anaerobia.

Actualmente, el biogas que se utiliza es formado en todas partes del mundo, principalmente

en lugares donde es dificil proveer energia de manera convencional (Orrego, 2011).

El conocimiento de este compuesto se remonta a 1770, cuando Alejandro Volta colecta gas
de los pantanos y estudia sus propiedades. Tres décadas después, Avogadro identifica al
metano. Y en 1875, Propoff determina que para que se forme el metano, debe haber un
ambiente anaerobio. Con mayor comprension del gas, Pasteur propone utilizarlo como
fuente de energia para el alumbrado puablico, aunque dicha idea no se lleg6 a realizar. A
partir de la década de 1990 en Europa, principalmente, se empez6 a desarrollar tecnologias

para generar biogas de manera industrial y artesanal (Corona, 2007).

Su composicidn es variable, pero en lineas generales es 45-70 % metano, 20-00 % di6xido

de carbono, 2-3 % nitrégeno molecular, &cido sulfhidrico 1,5-2 % (Hernandez, 2015).
2.3.6. Biol.

El biol, también llamado digestato o digerido anaerobico (PSE PROBIOGAS, 2011) es el
subproducto del proceso de digestion anaerobia y se puede usar en los principales cultivos
agricolas. El valor de fertilizante que posee depende de los nutrientes presentes en la materia

prima. Sin embargo, el biol es el resultado de un proceso y, por lo tanto, tiene caracteristicas
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que son especificas para cada tanque digestor. La digestion anaerobia determina una
reduccion en las sustancias organicas menos estables, pero no disminuye la cantidad de
nitrégeno, fésforo y potasio de la biomasa inicial. Es un material que, en comparacion con
la composicion inicial, es homogéneo, con un alto contenido de humedad, debido a la
degradacion bioldgica de la mayor parte de la sustancia seca, gracias a la accion de
numerosos grupos bacterianos que compiten por la produccion de biogés. La sustancia
orgénica producida es, por lo tanto, méas estable y rica en elementos de fertilidad, tales como
nitrégeno, fésforo y potasio que, a través de la distribucién de campo, pueden devolverse al
suelo como nutrientes para los cultivos (Lukehurst, Frost y Seadi, 2010).

En el campo legal, se habla de “digestato” como el material derivado de la digestion
anaerobia de efluentes de estiércol y diferentes biomasas, también mezcladas; mientras que,
el termino biomasa significa “materiales naturales, vegetales y no peligrosos de origen
agricola y forestal” utilizados en la agricultura o para la produccion de residuos energeticos

y agroindustriales clasificados como subproductos (Gatti, 2015).

2.3.6.1. Problematica actual del biol.

En Europa, la produccion de energia renovable, que actualmente cubre el 23 % de la
demanda de la energia global, es la opcién mas sostenible para contrarrestar el calentamiento
global (Hussain, Arif y Aslam, 2017). El aumento en la demanda de energia por medio de la
digestién anaerdbica ha generado dos problemas a las grandes productoras (British
Standards Institution, 2010).

El primero es el aumento en el costo de la materia prima. El desarrollo de la produccion de
biogas en los Gltimos afios tuvo un impacto negativo en la evolucion de los mercados
agricolas. El aumento de la demanda de productos agricolas para la produccion de biogéas ha
aumentado los costos de adquisicion de biomasa significativamente. También aumento el
costo de las rentas de superficie de maiz de ensilaje y, por lo tanto, hubo un incremento en
los costos de adquisicion. Con una alta proporcion de materias primas renovables, los costos

de adquisicién subieron hasta el 50 % de los costos anuales totales (Schisseler, 2009).

Los cultivos energéticos para la produccion de biogas son masivos desde principios de 2008.
Sin embargo, las experiencias de los Gltimos afios muestran la gran dependencia de la
produccién de biogas a partir de los precios del sustrato y, por lo tanto, la alta importancia

de la utilizacién eficiente de este. Del mismo modo, se debe buscar una optimizacion en la

14



produccion de biogas y en la utilizacion de sus subproductos, generando un mayor valor a

partir de estos (Schusseler, 2009).

El segundo problema es la excesiva cantidad de biol que se genera en los grandes centros de
produccion de biogas, por su alta demanda. La cantidad de biol producida es mayor a la que
los productores pueden llegar a necesitar como fertilizante, y tanto su almacenamiento como
su transporte representan un alto costo. Por otro lado, el exceso de biol en los campos de
cultivo pueden ocasionar escorrentias en el subsuelo, produciendo lixiviacion vy
contaminacién del agua subterrdnea. Asi, su disposicion sin algln tratamiento previo que
reduzca su volumen, tanto para su uso, almacenamiento o transporte, representa un riesgo

ambiental y/o financiero.

En la actualidad, la mejor opcion para afrontar dichos problemas es generarles un mayor
valor a los subproductos, desarrollar productos para nuevos mercados y aumentar la calidad
de sus subproductos de manera rentable (Blanco, 2016). Para conseguirlo, se han

desarrollado diversos tratamientos en la produccion del biol.

2.3.7. Tratamientos para el biol.

Los tratamientos aplicados al biol son tecnologia que buscan mejorar su calidad o desarrollar
nuevos productos a base partir de este. En algunos casos se busca la reduccion del volumen
y disminuir costos de transporte. Otros procesos se centran en generar nuevos productos y
utilizarlos en mercados distintos a los convencionales, ya sea como sustrato para el cultivo
de algas, cultivo de hongos, obtencion de energia, etcétera. En otras ocasiones, se busca
mejorar la calidad del biol, reduciendo su carga patdgena, aumentando su tiempo de vida,
estabilizandolo, solidificandolo para evitar escorrentias, etcétera. Los tratamientos pueden
ser aplicados en tres puntos clave del proceso:

2.3.7.1. Predigestion.

Los tratamientos, en este punto, se centran en tratar a la materia prima, con el fin de mejorar

la disponibilidad de materia organica y mantener la calidad sanitaria del biol.

Entre los tratamientos en la etapa predigestion tenemos: la hidrolisis térmica, licuefaccién

enzimatica, sistema de autoclave, etcétera.

2.3.7.2. Posdigestion.

La asociacion WRAP realiz6 un estudio, encontrando los principales métodos

postratamiento del biol, dividiéndolos por el tipo de proceso empleado (biolégico, fisico,
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quimico). Como vemos en la tabla 4, cada tratamiento es especifico para ciertas condiciones

0 ciertos problemas que se busquen resolver (Pell-Frischmann, 2012).

Tabla 4: Tratamientos postproduccién para el biol

Physical Thermal Biological Chemical
Thickening (Belt) Drying (Rotary Drying) Composting Struvite precipitation
Thickening (Centrifuge)  Drying (Belt drier) Reed Beds Ammonia recovery
Dewatering (Belt press)  Drying (J-Vap) Biological Oxidation (Stripping + Scrubbing)
Dewatering Drying (Solar) Biofuel Prodution Ammonia recovery
(Centrifugue) Evaporation (scraped (Algae) (Membrane Contactor)
Dewatering (Hydrocell)  surface heat exchangers)  Biofuel Prodution Ammonia recovery (lon
Dewatering (Bucher Conversion (Incineration)  (liquor as process Exchange)
press) Conversion (Gasification) water) Acidification
Dewatering Conversion (Wet air Biofuel Production Alkaline Stabilisation
(Electrokinetics) oxidation) (hydrolysis of fibre to
Purification Conversion (Pyrolysis) Bioethanol)

(Ultrafiltration and Microbial Fuel Cell

Reverse Osmosis)
Nota: Recuperado de Pell-Frischmann (2012).

En la actualidad, paises que tienen un gran desarrollo en la digestion anaerdbica y la utilizan
como fuente importante de energia aprovechan el biol para generar el maximo beneficio
economico. En Inglaterra se usa con mayor frecuencia la extraccion del nitrogeno (nitrogen
stripping), en Holanda y Bélgica se forman nuevos productos agricolas en forma de pellets,
en Alemania se busca tratar la parte liquida del biol para cultivar microalgas productoras de
combustible y aprovechar al maximo la generacion de energia. Otros paises con menor
produccién de biogas compostan la fraccion solida del biol para poder estabilizarlo (Pell-
Frischmann, 2012).

Los tratamientos pueden darse de manera individual o combinada, de tal forma que cada uno
se vuelve una actividad de un proceso y asi se puede llegar a obtener los resultados deseados.
Cada proceso a causa del ambiente donde se desarrolla, las materias primas o lo que se
busque obtener, es diferente. Sin embargo, algo que tienen en comun la mayoria de los
procesos es la necesidad de separar la fase sélida de la liquida en el biol (Trémier, Déchaux,
Mikkelsen, Seghetta y Maiken Thomsen, 2013).
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2.3.8. Separacion de las fases del biol.

La separacion de las fases del subproducto biol es una préactica que se populariza cada vez
mas en distintos paises de Europa. El efluente por la digestion anaerdbica se somete a la
separacion de sus fases por medio de la centrifugacion, obteniendo un 25 % de fase sélida y
un 75 % de fase liquida. Esta separacién no genera cambios quimicos en el digerido. Lo que
se consigue es una redistribucion de los componentes y, por lo tanto, permite una mejora en
la capacidad en la gestion de las fases obtenidas (Pérez, 2017). La fase s6lida, que contiene
diversos compuestos himicos, calcio, hierro y puede ser aprovechada como composta o
restructurados de suelo. Cabe mencionar que la separacion de la fase s6lida implica una
reduccion de los voliumenes a almacenar, reduciendo el costo de almacenaje y el aumento
del valor del producto. Por otro lado, la fase liquida, rica en nitrégeno, potasio y magnesio,
puede ser aprovechada como agua de riego, en cultivo de hongos o microalgas, obtencion
de estruvita o procesarla por stripping, generando, del mismo modo que con la fase sélida,
un aumento en su valor economico, nuevas utilidades en diversos campos, y todo,

minimizando los efectos perjudiciales para el medio ambiente (Monlau et al., 2015).
La separacion de las fases segun Drosg,Werner, Seadi, Madsen y Linke (2015):

-Filtro tipo prensa: este método se recomienda para bioles que tengan una gran cantidad de
fibra y no se desee separar en particulas tan pequefias. Requiere de un costo bajo de

inversion.

-Centrifugacion: se utiliza cuando se busca separar particulas de menor tamafio o extraer el
fosforo de la fase liquida. Tiene un mayor poder de separacion, pero tiene un costo energético

muy alto.

-Precipitacion/floculacién: los agentes precipitantes o floculantes se pueden agregar al biol
para mejorar la separacion de sus fases. Estos métodos se usan mas como un paso previo
para optimizar un proceso de separacién que como un proceso de separacion en si. Los
agentes mas comunes son sales, como sulfato de aluminio o sulfato férrico, aungue también
se pueden usar diversos tipos de polimeros. Sin embargo, a causa del principio de
incertidumbre, Suecia y Alemania no aceptan bioles como fertilizantes cuando estos han

sido tratados con polimeros.

-Flotacion: este proceso se aplica rara vez en bioles, debido a sus costos adicionales. Se

fundamenta en la fuerza de elevacion de las particulas, incrementada por su unién con
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pequefas burbujas de gas. La principal ventaja de este método es que necesita poco espacio
en comparacion con otros métodos de separacion de fases, como la centrifugacion o la

precipitacion. Para cualquier método de flotacion se requiere del uso de agentes floculantes.
2.4.Calidad microbiolégica en el biol

La calidad del biol esta relacionada al uso que se le dara. Sin embargo, hay aspectos basicos
e importantes como el de eliminar, en la medida de lo posible, la probabilidad de que pueda
ocasionar dafios a la salud humana. Los principales riesgos provienen de la presencia de
microorganismos patdgenos (Salmonella, Shigella, Escherichia coli, etcétera) y el contenido
de metales pesados (Soto y Meléndez, 2004).

2.4.1. Microorganismos indicadores y patdgenos en biofertilizantes.

Un examen general para identificar todos los microorganismos patdgenos en un alimento o
biofertilizante es muy costoso, como para realizarse de manera rutinaria. Sin embargo, es
necesario realizarlos siempre que haya la sospecha de alguno especifico. Por ello, se han
determinado grupos amplios de microorganismos, que con su enumeracion se pueda indicar
si es que un alimento o materia prima estuvo en condiciones que pudieran haberlo expuesto
a algun microrganismo causante de alguna enfermedad. En otras palabras, las bacterias
indicadoras son utilizadas para revelar si es que no hubo buenas précticas en los tratamientos
de produccion o materias primas destinadas a los alimentos (International Commision on
Microbiological Specifications for Foods [ICMSF], 1972).

Por otro lado, la gran incidencia de casos en los que se hayan encontrado microorganismos
productores de enfermedades transmitidas por los alimentos y que representen un riesgo
mortal a los consumidores, obligan a la industria a realizar los analisis respectivos para

identificar la presencia o ausencia de ciertos microorganismos patdégenos especificos.

Los grupos microbioldgicos utilizados como indicadores de higiene del agua de riego o
fertilizantes organicos son coliformes totales, coliformes fecales, Enterobactereaceae y

Escherichia coli.

2.4.1.1. Escherichia coli.

Segun la segunda edicidon del manual Bergey (Garrity, Bell y Lilburn, 2004), el género
Escherichia esta dentro del Filo Proteobacteria, en la clase Gammaproteobacteria, Orden

Enterobacteriales, incluido en la Familia Enterobacteriaceae. Son bacilos gram negativos,

18



catalasa positivos y oxidasa negativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos,
inmdviles 0 moviles mediante flagelos peritricos y con necesidades nutricionales sencillas,
siendo méas facil su deteccion por medio de pruebas microbioldgicas que las de otros

microrganismos entéricos (Gibert, 2010).

Habita principalmente en el tracto intestinal de los animales de sangre caliente, motivo por
el cual se le considera un indicador de contaminacion fecal. No siempre guarda una
correlacion estrecha con la presencia de otros microrganismos patdgenos como la

Salmonella.

2.4.1.2. Coliformes totales.

La definicion de coliformes totales no esta basada en criterios taxondémicos estrictos sino en
reacciones bioquimicas especificas o en la apariencia de colonias caracteristicas en medios
selectivos o diferenciales. El término habitual “coliformes” comprende 4 géneros de la
familia de las Enterobactereaceas: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella
(Intendencia Montevideo, 2014). Las principales caracteristicas de este grupo son:
fermentadores de la lactosa (poseen la enzima B-galactosidasa) con produccion de gas a 31-
37 °C, en 48 horas, aerobias 0 anaerobias facultativas, son oxidasa negativa y no forman

esporas (Carrillo y Lozano, 2008).

Este grupo siempre esta presente en las heces de los animales de sangre caliente, por lo tanto,
su presencia puede ser de procedencia fecal. Sin embargo, a los coliformes también se le
puede encontrar en el agua, el suelo y los vegetales (Intendencia Montevideo, 2014). Si bien
su existencia no indica necesariamente la presencia de un patdgeno, cantidades significativas
de estos dan indicios para pensar que ha habido una mala manipulacion o no se ha seguido
un buen proceso de saneamiento (Méndez, 2008). Por ello, se analizan solo como
sefalizadores de la eficacia del tratamiento y la integridad del sistema de distribucién, no
como indicadores de la presencia de patdgenos (Pan American Health Organization
[PAHO], 1995).

2.4.1.3. Coliformes fecales.

Son aquellos coliformes totales que son capaces de fermentar lactosa a 44-45 °C, también
son conocidos como coliformes termotolerantes (debido a que la presencia de estos no
necesariamente es de origen fecal). El género predominante es Escherichia, pero algunos
tipos de bacterias de los géneros Klebsiella también pueden ser termotolerantes (Ashbolt,

Grabow y Snozzy, 2001).
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El grupo de coliformes fecales ha surgido como un intento de encontrar un método rapido y
fiable para establecer la presencia de E. coli y variantes estrechamente relacionadas, sin
necesidad de purificar los cultivos obtenidos de coliformes o aplicar costosos métodos de
confirmacion (ICMSF, 1972). Se aislan con frecuencia de la materia fecal, pero no son
exclusivos de ella. Cierta cantidad significativa de coliformes termotolerantes tienden a
habitar en el suelo y las plantas (Olvera, 2007). Por ello, es que se utiliza preferentemente

para analisis de aguas y no para andlisis de vegetales frescos.
2.4.1.4. Enterobactereaceae.

Es una familia de bacterias gram negativa del orden de las enterobacteriales de la clase de
las gammaproteobacterias del Filo Proteobacteria, conformada por 58 géneros y alrededor
de 170 especies (Parte, 2018). Los miembros de esta familia son bacilos, anaerobios
facultativos, no espordgenos. Algunos géneros son moviles principalmente por flagelos
peritricos, a excepcion de Tatumella, Shigella y Klebsiella, los cuales son especies no
moviles (GOV.UK, 2014a). La temperatura de crecimiento 6ptima de la mayoria de los
géneros es a 37 °C; sin embargo, hay algunas especies que se desarrollan mejor a 25-30 °C.
Algunas cepas usan D-glucosa como unica fuente de carbono. Sin embargo, otras requieren
de ciertas vitaminas y aminoacidos, como oxidasa negativos y las reacciones de catalasa
varian entre si, reducen nitratos a nitritos, excepto por algunas cepas de Erwinia (Garrity,
Brenner, Krieg y Staley, 2005). Las enterobacterias se dividen, de acuerdo con su capacidad
para fermentar lactosa, en tres grupos: las bacterias que fermentan lactosa de manera rapida
(coliformes), las que fermentan lactosa de manera lenta (Citrobacter, Serratia, Hafnia,
Yersinia, etcétera) y las que no fermentan lactosa (Salmonella, Shigella, Proteus,

Morganella, entre otras) (Granados y Villaverde, 1997).

En diversos laboratorios se ha optado por usar a la Familia de Enterobactereaceae como
indicador de inocuidad y de un buen proceso de sanidad en los analisis microbiolégicos a
alimentos y biofertilizantes. Este indicador es utilizado principalmente en Europa y no tanto
en América Latina. Las razones por las cuales algunos laboratorios prefieren este indicador
son las siguientes: una prueba solo para las bacterias lactosa positivas, como en el caso del
grupo de los coliformes, puede llevar a resultados falsos, como en el caso en que las muestras
estan cargadas con bacterias lactosa negativa (Salmonella, Shigella, E. coli enterinvasiva,
etcétera) (ICMSF, 1972).
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Para su deteccion se utiliza, generalmente, el método de placa vertida, utilizando el medio
de cultivo agar rojo violeta bilis més glucosa, y una prueba de confirmacion en agar OF-
glucosa, aunque en la actualidad también se opta por usar 3M™ Petrifilm™
Enterobacteriaceae. Es un sistema de siembra todo-en-uno. Sus ingredientes varian,
dependiendo del microorganismo de interés. En lugar de una placa petri, Petrifilm™
Enterobacteriaceae posee una pelicula de plastico delgada como soporte del medio de
cultivo, comprende un agente gelificante soluble en agua fria, los nutrientes e indicadores

para la actividad y la enumeracion (Ortega, 2014).

2.4.2. Microbiota del biol.

El biol es considerado un material vivo, a causa de la gran cantidad de microorganismos que
alberga, provenientes de los sustratos con los que se elabord. Una parte de ellos son los
encargados de llevar a cabo las diversas transformaciones por las que pasa la materia prima
hasta llegar a ser completamente digerido. Otros microorganismos presentes brindan
propiedades beneficiosas al ecosistema del suelo-planta, sin embargo, el biol también
pudiera contener microorganismos potencialmente patdgenos, que suponen un riesgo no solo
para los humanos que lo manejan sino también al sistema de suelo y planta, a los animales
que pastan y a las personas que consuman las plantas fertilizadas con este abono
(MINENERGIA et al., 2011).

2.4.2.1. Comunidad microbiana involucrada en el proceso de la digestion anaerdbica.

Estudios moleculares han revelado que la mayor cantidad de microorganismos presentes en
el biol son archaea. El Filo dominante fue Euryarchaeota. Por otro lado, en menor cantidad
se encontraron bacterias Firmicutes y Bacteroidetes. Cada uno de los grupos presentes en el

biol forma parte importante de cada fase.

En la primera y segunda fase de la degradacion participan bacterias de al menos 128 6rdenes
de 58 especies y 18 géneros. Las especies que se presentan principalmente son Clostridium,
Ruminococcus, Eubacterium y Bacteroide. En la tercera y cuarta fase de la degradacién se
encuentran, principalmente, bacterias metanogénicas. En la actualidad, se han identificado

81 especies, de 23 géneros, 10 familias y 4 6rdenes (Sun, Pope, Eijsink y Schniirer, 2015).
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2.4.2.2. Microorganismos patdgenos e indicadores presentes en el biol a causa de un

tratamiento de sanitizacion deficiente.

Por su misma naturaleza, los sustratos utilizados para producir biogas (subproductos
animales) suelen poseer una alta carga de microorganismos patdgenos tales como Listeria
monocytogenes, Salmonella, Escherichia coli, Mycobacterium, Clostridium, Campylobacter
y Yersinia. A pesar de realizarse la digestion anaerdbica con éxito, muchas veces quedan
presentes estos microorganismos, lo cual representa un riesgo si es que se le dan las
condiciones necesarias para desarrollarse. Para minimizar los riegos bioldgicos, la union
europea exige que el biol sea pasteurizado a 70 °C, con el fin de eliminar, principalmente,
las enterobacterias (Salmonella, cepas patogenas de E. coli, entre otras) (Bonetta, Ferretti,
Bonetta, Fezia y Carraro, 2015).

2.4.3. Incidencias de brotes de ETAS por abonos.

Las enfermedades ocasionadas por la ingesta de alimentos contaminados han sido
reconocidas como un problema de salud publica por la cantidad de personas afectadas y las
graves repercusiones en la economia. Los alimentos pueden contaminarse por accion de
agentes bioldgicos y ser el origen de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA).
Segun la Organizacién Panamericana de la Salud, en el periodo comprendido entre 1960 y
1990 ocurrieron casi cinco millones de defunciones en nifios menores de cinco afios,
causadas por diarrea, en América. Esto significa que hasta tres millones y medio de nifios
murieron por diarrea debido al consumo de alimentos contaminados (Vasquez, 2003) y en
Latinoamérica, la red de Sistema de Informacion Regional para la Vigilancia
Epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (SIRVETA) registro entre
1993 y 2002, 181 brotes de ETA causados por el consumo de frutas y hortalizas
contaminadas, afectando a mas de 5000 nifios. El principal motivo de dichos brotes se debe
a que los alimentos de origen vegetal pueden albergar bacterias patdgenas provenientes del
tracto digestivo de mamiferos, transportadas por aguas contaminadas utilizadas para el riego
o0 el uso de abonos organicos como estiércol, compost, digestato, etcétera. Esto incrementa
el riesgo de contraer una ETA, teniendo en cuenta que muchos de los vegetales se consumen
crudos o se emplean como ingredientes de platos o postres, cuya composicion facilita la

multiplicacion de patdgenos (Barrantes, Achi, Bolafios, Cerdas y Cortés, 2012).
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2.4.4. Criterios microbioldgicos de calidad sanitaria en violes.

Debido a los posibles efectos que pueden acarrear sobre la salud humana y animal, y al
ambiente, la presencia de patdgenos en los bioles, se desarrollan criterios microbioldgicos,

con la finalidad de establecer pardmetros de gestion de riesgos que indiquen su aceptabilidad.

2.4.4.1. Normativa Europea.

El Reglamento (CE) N°1774/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, contempla un
conjunto de normas destinadas a preservar la seguridad de la cadena alimentaria humana y
animal, que es complementario a la legislacion comunitaria sobre alimentos y piensos. El
uso de subproductos animales no destinados al consumo humano (SANDACH) estan
clasificados en tres categorias, siendo la categoria uno el nivel de los materiales mas
riesgosos, el nivel dos un riesgo intermedio y el nivel tres, un riesgo leve. Dentro de la
categoria dos se encuentra el estiércol y contenido del aparato digestivo. Segun el
Reglamento (CE) N°1069/2009, publicado por el Diario Oficial de la Union Europea, ningin
material de la categoria uno y dos debera ser usado para generar compost o biogas, excepto
el estiércol, el calostro o huevos, siempre y cuando pasen por un tratamiento que asegure su
inocuidad (GOV.UK, 2014b).

Con el fin de asegurar la inocuidad de los alimentos, la Unién Europea ha establecido
parametros microbioldgicos para los abonos generados a partir de SANDACH. Las muestras
no deben presentar Salmonella, y en el caso de Enterobacteriaceae, menos de 300 colonias
(GOV.UK, 2014b).

Los SANDACH como cuerpos enteros (o0 partes) de animales o productos de origen animal,
incluidos 6vulos, embriones y esperma pueden generar un gran riesgo para la poblacion a
nivel mundial. Las enfermedades como encefalopatias espongiformes, fiebres, entre otros,
ponen en evidencia las consecuencias nefastas de su uso indebido y de la necesidad de la

norma mencionada.

2.4.4.2. Normativa estadounidense.

La regla federal de biosolidos esta contenida en 40 CFR, Parte 503. Los biosélidos que se
aplicaran a la tierra deben cumplir con estas estrictas normas y estandares de calidad. La
regla de la Parte 503 que rige el uso y eliminacion de biosélidos contiene limites numéricos
para metales en biosélidos, estandares de reduccion de patdgenos, restriccion de sitios,

restricciones y monitoreo de cosecha, mantenimiento de registros y requisitos de informes
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para biosdlidos aplicados a la tierra, asi como requisitos similares para biosolidos que se
eliminan o se incineran en la superficie. La normativa distingue entre dos tipos de lodos
tratados: lodos clase A y clase B (United States Environmental Protection Agency [EPA],
2018).

Los lodos de clase A deben cumplir las siguientes limitaciones bacterianas:

- Coliformes fecales menor a 1000 NMP por gramo de sélidos totales.

- Bacteria Salmonella sp menor a 3 NMP por cada cuatro gramos de sélido totales.
Los lodos de clase B:

- Test de coliformes fecales en los biosolidos. Se usa la media geométrica de la densidad
de coliformes fecales. Deben tomarse siete muestras aleatorias al dia.

- Utilizar uno de los procesos para la reduccion significativa de patdégenos.

2.4.4.3. Normativa peruana (para agua de riego).

En Per(, no existe norma que defina los parametros que debe tener el biol para asegurar su
calidad. Sin embargo, se puede tomar como base los Estandares de Calidad Ambiental para
el Agua (Decreto Supremo N°002-2008-MINAM, 2008): Coliformes totales: < 50 NMP/ml,

Eschericchia coli: < 1 NMP/ml, Salmonella: Ausente.
2.5. Radiacion solar

La radiacion solar es el flujo de energia en forma de ondas electromagnéticas que provienen
del sol (EPA, 2015). La radiacion que llega del sol a la tierra es la principal fuente de energia
para los fendmenos atmosféricos y la vida. Se ha estimado que la energia total que llega a la
tierra por radiacion solar es 1370 W/m? de esta cantidad de energia recibida,
aproximadamente el 30 % es reflejada al exterior, 20 % es absorbida por la atmosfera, y el
50 % restante es absorbido por la tierra (del cual un 20 %seréa absorbido por la tierra misma
y un 30 % sera convertido en calor latente y sensible). La energia proveniente del sol consta,
en un 9 %, de radiacién ultravioleta (UV, se puede dividir en UV-A, UV-B Y UV-C 0.001-
0.39 um) que aporta 113 W/m2, 42 % de luz visible (0.39-0.77um), que aportan 639W/m? y
49 % de luz infrarroja (0.77-1000 um), que aportan 618 W/m?. Estas relaciones van
cambiando conforme van llegando a la superficie terrestre (Zaratti y Forno, 2003; Reyes,
2001).
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Radiacién UV: gran parte de la radiacién UV no llega a la superficie terrestre. La radiacion
UV-C (0.001-0.2 um) —que es la radiacion energéticamente mas fuerte del espectro de la
radiacion solar— es absorbida por la atmésfera y no ingresa a la superficie terrestre. Esta
radiacion suele ser fabricada artificialmente para su uso como germicidas. La radiacién UV-
B (0.2-0.3 um) es atenuada, en gran medida, por la capa de o0zono. Sin embargo, una pequefia
parte de esta radiacion es filtrada y llega hasta la tierra. Esta radiacion tiene capacidad no
ionizante, pero puede generar cambios a nivel del &cido desoxirribonucleico (ADN) en los
organismos. La radiacion UV-A (0.3-0.39 um) llega completa a la superficie terrestre y es

menos nociva que las demas radiaciones.

2.5.1. Efecto biocida del oxigeno y la radiacion solar.

Las bacterias son destruidas por el efecto sinérgico de los componentes de la radiacion solar.
La radiacion infrarroja conduce al aumento de la temperatura y la desnaturalizacion de la
accion enzimatica. Por otro lado, parte de la radiacion UV (radiacion UV-B) actla
directamente sobre el ADN y enzimas, modificando su estructura, produciendo la muerte
celular. Y, por ultimo, el UV-A también reacciona con el oxigeno disuelto en el agua,
produciendo especies altamente reactivas de oxigeno. Estas moléculas también interfieren
con las estructuras celulares, eliminando asi a los organismos patogenos (Gagliano y Litter,
2003).

Por un lado, los rayos UV-A no tienen actividad ionizante, pero provocan cambios quimicos
en las moleculas de algunas enzimas que los absorben, de modo que aparecen moléculas
alteradas denominadas genéricamente fotoproductos. Estos originan la inactivacion celular.
Por otro lado, los rayos UV-B producen cambios a nivel de los nucleétidos, ya que estos
absorben radiacion de 260 nm, alterando su conformacion y produciendo otros
fotoproductos, como dimeros de pirimidina en una de las hebras del ADN bacteriano. El
hecho de tener solo un cromosoma y carecer de intrones acentia mas los efectos de la
radiacion UV-B en las bacterias. Con una menor, pero considerable, consecuencia, la luz
visible también tiene un efecto letal sobre ciertos microorganismos; ya que, en condiciones
de mucha intensidad, esta radiacion afecta a ciertas moléculas como rivoflavinas y
citocromos, que absorben la energia de cuantos para excitarse y luego trasladar esta energia
a otras moléculas, causando asi, fotooxidaciones en residuos de His y Tyr de las proteinas.
También puede llegar a producir oxigeno singlete, el cual es muy oxidante, produciendo

dafos irreparables a la célula (lafiez, 1998).
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2.6. Métodos de desinfeccion solar

En 1877, Downes y Blunt demostraron el efecto bactericida de la radiacion solar, por medio
de tubos con una carga microbiana similar, pero con diferente turbidez. El estudio, dio a
conocer sin saber los motivos exactos, que la luz solar afecta el desarrollo microbiano, siendo

las bacterias mas susceptibles que los hongos.

Estudios posteriores determinaron que el efecto biocida de la luz solar en microorganismos
puede estar asociado a su radiacion infrarroja, o a su radiacion ultravioleta o una
combinacion de ambas. Se han desarrollado métodos de desinfeccion de agua y abono
aprovechando la energia proveniente del sol. Los métodos que aprovechan la radiacion
infrarroja del espectro son llamados “fototérmicos™ (solarizacion del suelo, pasteurizacion
solar del agua, destilacion solar del agua) y las que aprovechan la radiacion ultravioleta o
ambas son conocidas como “fotoquimicas™ (oxidacion fotocatalitica, desinfeccion solar de
aguas (SODIS), reduccion fotocatélica, purificacion de agua por medio de paneles solares)
(Mérquez-Bravo, 1998).

2.6.1. Solarizacion del suelo.

La solarizacion del suelo es un proceso hidrotérmico que tiene lugar en la tierra hiumeda, el
que es cubierto por una pelicula plastica y expuesto a la luz solar durante los meses mas
calidos. El proceso del calentamiento solar del suelo es conocido como solarizacion del suelo
y abarca un complejo de cambios fisicos, quimicos y bioldgicos asociados con el

calentamiento solar.

La radiacion solar penetra a través de la pelicula plastica y es absorbida por el suelo. La
mayor parte de la radiacion absorbida es convertida en calor. Dado que todos los objetos por
encima del cero absoluto emiten calor, tanto la cantidad como la calidad de la energia

radiante emitida por el suelo dependen de la temperatura del mismo.

De acuerdo a la ley de Stephan, la cantidad de radiacién emitida es funcién de la cuarta

potencia de la temperatura absoluta:

Q=exdxT* (1)
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Donde:

Q = Cantidad de energia radiada en calorias.

d = Constante de Stefan-Boltzman (8,132 X 10-11 cal/cm?/min.g K4).

T = Temperatura absoluta en grados Kelvin.

e =relacion entre la radiacion emitida por una superficie real y la emitida por el cuerpo negro

a la misma temperatura.

La longitud de onda de la radiacién emitida por cualquier objeto también esta influenciada
por la temperatura. De acuerdo a la ley de Wein, la longitud de onda de la radiacién emitida
es inversamente proporcional a la temperatura del objeto. Por lo tanto, la radiacion solar es
emitida a longitudes de onda mas cortas, comparadas con las emitidas por la tierra. 99 % de
la radiacion solar estd comprendida entre 150-4 000 nm, mientras que la radiacion terrestre
es emitida a cerca de 10 000 nmy 99 % de la radiacion del suelo es emitida entre 400-100
000 nm (IR larga). Por lo tanto, la radiacion solar puede facilmente penetrar la cobertura de
plastico, pero la radiacion emitida por el suelo (normalmente a una longitud de onda mas
larga) no puede pasar a través de esa cobertura. La mayor parte de esa radiacion sera retenida
debajo de la cobertura plastica. Por este medio la temperatura del suelo podria alcanzar
niveles letales para los microorganismos del suelo, incluyendo patdgenos de las plantas y
malezas. Los microorganismos del suelo son destruidos de forma directa o indirecta por las
temperaturas a las que se llega durante el calentamiento solar del suelo himedo bajo
peliculas de polietileno que limitan el escape de vapores de agua del mismo. La sensibilidad
de algunos microorganismos a elevadas temperaturas estd relacionada con pequefias
diferencias en macromoléculas, que llevan a un incremento de los enlaces intramoleculares
con pequefios cambios en los enlaces con moléculas de hidrogeno, los enlaces idnicos y los
enlaces de disulfitos. Los lipidos insaturados (que tienen un punto de fusién mas bajo) en las
membranas de los microorganismos meséfilos producen una mayor sensibilidad a elevadas
temperaturas, durante la solarizacion del suelo, que otras especies termotolerantes. La
sensibilidad de los organismos al calor esta relacionada con un limite superior de la fluidez
de las membranas, mas alld del cual su funcion se reduce. Los microorganismos
termotolerantes y termdfilos del suelo suelen sobrevivir a la solarizacion del suelo (Brock,
1978).
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2.6.2. SODIS.

La desinfeccion solar de aguas (SODIS) es un método eficiente para la eliminacion de
microorganismos patdgenos presentes en aguas de consumo humano. EI método tiene la
ventaja de ser economico y féacilmente aplicable, solo requiere de la energia solar,
apartandose de los métodos convencionales de purificacion de agua tales como la cloracidn,
el hervido del agua, y otros, cuyo costo es, tal vez, inaccesible para poblaciones que viven
en condiciones precarias. Los microorganismos patégenos son eliminados por la radiacién
ultravioleta (UV-A), en sinergia con la radiacion infrarroja (IR) a partir de determinada
temperatura. Aunque el método no esteriliza el agua, elimina microorganismos causantes de
serias enfermedades como diarreas, infecciones intestinales, cOlera, etcétera. La difusion
eficiente del método lograria evitar muchas muertes causadas por el consumo de aguas
contaminadas no tratadas. Los requerimientos para la aplicacion de este método son
solamente la disponibilidad de luz solar y de botellas de PET (polietiléntereftalato), y que el

agua tenga una turbidez menor a 30 NTU (Marquez-Bravo, 1998).

La luz del sol utilizada durante la desinfeccion solar se compone principalmente por los
rayos UV-A (solo un 4,5 % de la radiacion solar utilizada para la desinfeccion solar es UV-
B) y el mecanismo de inactivacion principal es un proceso fotooxidativo, debido a la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) tales como el
anion superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Las ROS pueden provocar
la peroxidacion de lipidos e incluso lesiones del ADN mediante la formacion de dimeros de
pirimidina. Cuando las ROS reaccionan con el ADN, este se rompe en una sola cadena,
modificandose las bases nitrogenadas, lo que puede ser letal y mutagénico. Ademas, se
pueden oxidar proteinas y provocar dafios en la membrana, que conducen a la muerte celular.
Las diferencias en la inactivacion de bacterias a temperaturas de entre 12 y 30 °C parecen
ser insignificantes. Sin embargo, cuando la temperatura sube a 50 °C la accion bactericida
se duplica, debido a la fuerte sinergia entre la radiacion UV y el aumento de temperatura
(McGuigan et al., 2012).

2.7. Modelamiento cinético matematico

Un modelo matematico es la descripcion de las propiedades y caracteristicas de los sistemas
0 procesos de manera similar a la realidad fisica, relacionando sus variables por medio de
operaciones matematicas (Calderdn, 2017; Cabeza, 2011). Estos modelos poseen un amplio

uso en distintos rubros.
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Segun un estudio de Yuste y Capellas (2009), los modelos matematicos pueden ser divididos
de tres maneras:

a) Modelos descriptivos: buscan describir un proceso o sistema.

b) Modelos predictivos: buscan no solo describir, sino también predecir los resultados
de un proceso o sistema.

c) Modelos explicativos: buscan entender como trabajan los componentes del sistema.

En el campo de la microbiologia, los modelos predictivos pueden ser divididos de acuerdo
con el comportamiento que desean describir:

a) Modelos de crecimiento: estudia el aumento de una poblacion microbiana.

b) Modelos de inactivacion: estudia la muerte o inactivacion de los microorganismos.
También pueden dividirse de acuerdo con la expresibn matemética o aproximacion
estadistica que los defina:

a) Modelos probabilisticos: estudian la probabilidad de que suceda un evento
relacionado con la poblacion microbiana, ya sea muerte, crecimiento, inactivacion
de sus toxinas 0 muerte de esporas, etcétera.

b) Modelos cinéticos: evaltuan la velocidad con la que se dan ciertos cambios en la
poblacion microbiana, impulsados por factores ambientales.

Otra manera de clasificarlos es por el disefio experimental o metodologia que se haya llevado
a cabo para su formulacion.

a) Modelos empiricos: son modelos que se forman a base de datos que surgen de
experimentaciones a base de “prueba y error”.

b) Modelos mecanicistas: surgen con una base teorica y buscan comparar la respuesta
de los microrganismos a través de experimentos.

Pero la forma mas usada y aceptada para clasificar a los modelos microbioldgicos es por la
cantidad y tipo de variable que buscan estudiar, como:

a) Modelos primarios: estudian la respuesta de los microorganismos frente al tiempo.

b) Modelos secundarios: usando los modelos primarios fijan algin factor mas al
modelo, sea temperatura, actividad de agua, pH, etcétera.

c) Modelos terciarios: es la combinacion de los modelos primarios y secundarios
obtenidos, dando como resultado una grafica 3D.

En el campo de la microbiologia, los modelos cinéticos son tomados de los modelos de la
cinético-quimica. En general, los modelos cinéticos dan parametros definiendo con que
rapidez se producira una reaccidbn en un proceso, sea quimico, fisico, bioquimico

(enzimaticos) o microbioldgico. Son formados por ecuaciones llamadas “ecuaciones
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cinéticas”, que relacionan la concentracion de los componentes con el tiempo en el que se
van consumiendo o produciendo en cierto proceso. Tienen como fin correlacionar datos
experimentales y comprender de mejor manera el proceso en cuestion, hacer una prediccion
cuantitativa del proceso, reducir costos en el disefio experimental y en el proceso, considerar
0 no variables que puedan (o no) afectar el desarrollo experimental y utilizar el
modelamiento matematico para escalar procesos realizados a nivel de banco o laboratorio
(Calderon, 2017).

Con el fin de comprender mejor los modelos cinéticos microbiolégicos, se explicaran
primero los conceptos de las reacciones cinético-quimicas ya que los primeros fueron

formados a base de los conceptos de los segundos.

2.7.1. Ecuacion cinética de una reaccion.

Es una ecuacion empirica que relaciona la rapidez con que se da una reaccion (sea la
formacion de un producto o el consumo de el o los sustratos) con la concentracion de los
compuestos que participan en dicha reaccion (Scott, 2001).
La velocidad de reaccion se puede medir, ya sea observando la desaparicion de un reactante
con el tiempo.

V = —d(R)/d(t) (2)

O la aparicion de un producto con el tiempo
V =d(P)/d(t) ©)

Siendo la siguiente reaccion quimica

aA+ bB =cC + eE 4)
Su velocidad de reaccion podria estar representada en cualquiera de las siguientes ecuaciones
At -0

d[B] _ 1d[c] _ 1 d[E] (5)
C e

Una vez obtenida la velocidad, al relacionarla con su concentracién se obtiene la ecuacion
de la velocidad o la ley de velocidad. Resultados experimentales determinaron que las

velocidades de una reaccion estan regidas por la siguiente formula:

V =K [A]“[B]F (6)

En esta ecuacion, las potencias son los 6rdenes de reaccion respecto de cada uno de los
reactivos. Asi, n es el orden de reaccion respecto a la especie A, y m es el orden de reaccion

respecto a la especie B. La suma de todos los 6rdenes de reaccion, n + m +, se denomina

30



orden global de la reaccion. K es una constante cinética e indica si la reaccion es rapida o
lenta. Se obtiene de manera experimental, al igual que los indices parciales de la reaccion,

de tal manera que una reaccion de orden cero sera:

V =K [A]° (7)
Una ecuacion de primer orden seré:
V=KI[A]' (8)

Una ecuacion de tercer orden sera:
V =K [A]? 9)

2.7.1.1. Ecuaciones de concentracion versus tiempo.

También llamadas ecuaciones de velocidad integradas. Integrando la ecuacion de velocidad
es posible apreciar como cambian con el tiempo las concentraciones de los reactivos. Esta
ecuacion dependera del orden de la reaccion.

Para una ecuacion de velocidad de reaccion de orden 0, su ecuacion de concentracion-tiempo

sera:

1 d[A] [4]
V=K[A]"> -=—==K f[A]td —Kf “dt - [A] = [4,] — Kt (11)

Para una ecuacion de velocidad de reaccion de orden 1, su ecuacion de concentracion-tiempo
sera:
V =K[A]' - In[A] = In[4], — Kt (12)
Para una ecuacion de velocidad de reaccion de orden 0, su ecuacion de concentracion-tiempo
sera:
L

— 2 1
V=K[A]P > o=+ Kt (13)

2.7.2. Crecimiento y muerte microbiana.

El crecimiento puede definirse como un incremento o decrecimiento en la poblacién
microbiana (no hace referencia a la masa celular individual). Este crecimiento se estudia
analizando la curva de crecimiento de un cultivo microbiano (normalmente en un cultivo
discontinuo). La curva esta compuesta por cuatro fases: fase de latencia, fase exponencial,
fase estacionaria y fase de muerte o declinacién, tal como se muestra en la figura 3 (Willey,
Sherwood y Woolverton, 2011).
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Figura 3. Curva del crecimiento microbiano. Recuperado de Willey, Sherwood y Woolverton (2011).

Una manera practica de desarrollar una curva de crecimiento y muerte celular es por medio
de softwars que puedan graficar los datos, cuantificando experimentalmente la concentracion
microbiana en intervalos de tiempo determinados, al hacer el ajuste a alguna ecuacion (sea
lineal como en el caso de la ecuacion de Watso-Chick, o sea no lineal, como Weibull,
Gomperz, Cerf con hombro). Se podran apreciar ecuaciones de la curva que relacionan a las
variables por medio de constantes cinéticas como K (que indica la velocidad de inactivacion
microbiana) o pu (que indica la rapidez con la que crecen los microorganismos) entre otras,
que buscan describir o comprender el sistema.

Se considera a un microorganismo muerto cuando pierde de forma irreversible la capacidad
de dividirse. Esta definicion se da debido a que si un microorganismo ha perdido la capacidad
de dividirse no podra formar una colonia y no se podra detectar su presencia por los métodos
microbioldgicos tradicionales. Sin embargo, un microorganismo puede estar muerto desde
el punto de vista microbioldgico y continuar desarrollando una actividad metabdlica que se
traduzca, por ejemplo, en liberacion de toxinas. La fase de muerte celular es ocasionada por
factores internos como el agotamiento de nutrientes, acumulacion de desechos toxicos,
etcétera, o factores externos como agentes bactericidas tanto fisicos como quimicos,

variacion de PH y actividad de agua o radiacion.

La importancia del conocimiento de la cinética de la muerte celular radica en el disefio de
los procesos de esterilizacién o desinfeccidn, dependiendo del caso. La muerte de las células
no ocurre instantdneamente, sino que sigue una conducta logaritmica (con ciertas

excepciones).
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2.7.3. Cinética de inactivacidon microbiana.

Si bien es informativo comprender el metabolismo, crecimiento o muerte de los
microorganismos y todas sus facetas, es necesario también conocer cdmo poder
modelarlo, siendo el interés principal la rapidez con la que se desarrolla o inactiva un
determinado proceso biolégico, como la generacion de un metabolito, el crecimiento
microbiano o la muerte celular.

Para poder modelizar la inactivacién microbiana por un tratamiento, es necesario entender
la relacién entre las variables dependientes e independientes, siendo los parametros mas
adecuados el tiempo, como tratamiento variable dependiente y el nimero final de
microorganismos como variable independiente.

Entre las ecuaciones de cinética de inactivacion microbiana, la mas usada (por su precision

y su simplicidad) es la propuesta por Watson-Chick:

No— gkxe™t Y = g xCrxt (14)
No No

Donde:
N,: es el nimero inicial de microorganismos presentes.
N : es el nimero de microorganismos posterior al tratamiento.

K : constante de velocidad de la reaccion, que depende del desinfectante utilizado y de la
mortalidad del microorganismo afectado en las condiciones operatorias aplicadas (pH,

fuerza idnica, temperatura, etcétera).

C: concentracion de desinfectante (o dosis de tratamiento en el caso de una irradiacion UV,

por ejemplo), supuesta constante durante toda la duracién de la inactivacion.

n: orden de la reaccion (generalmente se puede considerar el valor de n como 1, volviéndose

una ecuacion de orden 1.
t: tiempo de contacto entre el microorganismo y el desinfectante.

En el proceso fotocatalitico, la expresion general de la ecuacion de Chick-Watson se puede
modificar para nuestras condiciones experimentales, donde el tiempo es sustituido por la
cantidad de energia solar recibida durante el experimento por unidad de volumen (Q,,;) para

hacer posible la comparacién con resultados obtenidos en otros reactores solares:
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lni = _K X Qsol (15)

No

El parametro Q,,; permite evaluar y comparar resultados de experimentos llevados a cabo
en diferentes dias u horas con diferentes condiciones meteoroldgicas. Se calcula segln la
ecuacion, donde t, es el tiempo experimental para la muestra n, Q,,; es la media de la
irradiancia solar medida durante el periodo (¢t,, — t, — 1), A, es la superficie iluminada del

captador solar y V; es el volumen total del reactor.
2.8. Microbiologia predictiva

La microbiologia predictiva es un area de la microbiologia de los alimentos que se ha
desarrollado de gran manera en las Gltimas décadas, ya que permite anticipar el efecto del
cambio en determinados factores medioambientales sobre el crecimiento o inactivacion de

los microorganismos (Yarce, 2013).

Busca modelar matematicamente el desarrollo microbiano a condiciones especificas para su
prediccion en posteriores momentos, en determinadas condiciones ambientales. De esta
manera, con el uso de estos modelos se puede estimar la vida atil de los alimentos, la
seguridad microbioldgica de los mismos, el aislamiento de puntos criticos y la optimizacion
de las cadenas de produccion y distribucion. Tambien pueden dar una idea de como las
variables ambientales afectan la supervivencia de bacterias patdgenas y alteraciones
(Cabeza, 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

2.9. Extraccion del biol

El biol con el que se trabajo fue brindado por el Centro Modelo de Tratamiento de Residuos
(CEMTRAR) de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), extraido del tanque
colector de biol de un biorreactor del tipo tubular de geomembrana de PVVC productor de

biogas a base de purin de cerdo y agua, en relacion de 1-10 respectivamente.
2.10. Caracterizacion del biol

2.10.1. Caracterizacion fisicoquimica.

Se extrajeron cinco litros de biol, se midié su pH con un potenciémetro Hanna modelo pH
211, se mandd a analizar el biol obtenido en cuanto a cantidad de nitrogeno y fosforo al

Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Agua y Fertilizantes (LASPAF).

2.10.2. Caracterizacion microbioldgica (Enterobacterias).

Se determino la carga de enterobacterias diluyendo 10 g de biol en 90 g de agua peptona al
1 %, colocando 1 ml de la dilucién en una placa petrifilm-enterobacterias e incubando en

una estufa a 37 °C durante 24 horas.
2.11. Obtencidn y caracterizacion de la fase liquida del biol

Para separar las fases del biol, primero se dejo decantando cinco litros de biol dentro de una
refrigeradora a 4 °C durante tres dias. Posterior a eso, se colecto la parte liquida y paso por
un filtro Watman de 4 mm con la ayuda de un embudo Biichner, un matraz Kitasato y una

bomba de succién.

2.11.1. Caracterizacion fisicoquimica.

Se midio el pH, la cantidad de nitrogeno y fosforo presentes en la fase liquida del biol.


http://www.lamolina.edu.pe/facultad/agronomia/laspaf/

2.11.2. Caracterizacion microbioldgica.

Se determiné la carga de enterobacterias diluyendo 10 g de la fase liquida del biol en 90 g
de agua peptona al 1 %, colocando 1 ml de la dilucién en una placa petrifilm-enterobacterias
e incubando en una estufa a 37 °C durante 24 horas.

2.12.  Disminucion y cuantificacion de la turbidez

La turbidez de la fase liquida del biol se cuantificé por un turbidimetro Hanna modelo HI
98703.

Posteriormente, con el fin de obtener una menor turbidez y aumentar la penetrabilidad de la
radiacion, se diluyd la fase liquida del biol colectado con agua estéril destilada, en relacién

1:2 y 1:3 respectivamente, hasta alcanzar un valor cercano a 300 NTU.

2.13. Prueba preliminar del efecto sinérgico de la radiacion solar y el oxigeno
atmosférico en la inactivacion de las enterobacterias presentes en la fase liquida del
biol

Para el experimento se usé un disefio factorial a dos niveles, 22, donde los factores a estudiar
fueron la radiacion solar y el oxigeno a nivel atmosférico. Cada factor contd con dos niveles,
un nivel + (que indica presencia del factor) y un nivel — (que indica la ausencia del factor),

tal como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5: Codificacion de los tratamientos preliminares del disefio factorial.

Radiacidn solar Oxigeno

(luz) con sin
con ++ +-
sin -+ -

Para realizar el experimento, se expuso 30 ml de FLB 1:3 en placas Petri de 90 ml y fueron
tapados con plastico de baja densidad de polietileno y polipropileno, desde las 12 pm hasta
las 4 pm (durante 4 horas). Para realizar el experimento ++ se expuso cada placa a la
radiacion solar y al oxigeno atmosférico. En el experimento -+ se cubrieron las placas con
una bolsa de polietileno negro (evitando que pasen los rayos solares). Para el caso del
experimento +- se cubrid a las placas con una bolsa transparente de polietileno con un
Anaerocult® por dentro debidamente hidratado, para poder, asi, generar un ambiente

anaerobio. A modo de garantizar que exista un ambiente anaerobio se usd una banda de
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Anaerotest®. Por ultimo, para el experimento — se usé una bolsa negra y un Anaerocult® de

la misma manera que en los experimentos anteriores.

Pasada las cuatro horas de exposicion, se extrajo 1 ml de cada placa y se procedi6 al analisis
microbioldgico correspondiente (el analisis microbiolégico se explica en detalle mas

adelante).

2.14. Exposicion de la fase liquida del biol diluido 1:3 a la radiacion solar y al oxigeno

atmosférico

2.14.1. Construccion del captador solar.

Para exponer el biol a la radiacién solar, se construyeron dos contenedores rectangulares de
plastico transparente con 3.5 cm de profundidad, 20.6 cm de largo y 12.5 cm de ancho, con
una tapa de polietileno y una valvula de extraccion de muestra, en el cual se vertié 11 del biol
filtrado en cada uno. Para el control se utilizé contenedores de la misma medida, pero con

tapa de polietileno negro (para evitar el ingreso de radiacion solar UV).

2.14.2. Tiempo de exposicion y medicion de la radiacion solar incidente y temperatura.

Los datos de la radiacion global incidente y temperatura atmosférica fueron estimados y
brindados por el centro meteorolégico Alexander Von Humbolt de la UNALM. Se registré
cada parametro cada hora, como se detalla en la tabla 6, durante tres dias, utilizando el equipo

de la estacion meteoroldgica Davis.

2.14.3. Toma de muestras.

La toma de muestra se realizd por medio de la valvula de extraccién, previamente
desinfectada con alcohol de 70° y enjuagado con agua destilada. Se extrajo 10 g de muestra

de cada contenedor en los intervalos que muestra la tabla.
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Tabla 6: Horarios de toma de muestras.

;—i:err:g]o Muestra
7:00 MO
8:00 M1
9:00 M2
10:00 M3
11:00 M4
12:00 M5
13:00 M6
14:00 M7
15:00 M8
16:00 M9
17:00 M10

2.15. Construccién de la cinética de la muerte de enterobacterias

2.15.1. Analisis microbiologico cuantitativo de enterobacterias.

Almacenamiento de la muestra

Las muestras fueron trasportadas en un contenedor a 10 °C desde el Centro Meteorologico
de la UNALM hasta el lugar de andlisis, el laboratorio Q5 del Departamento de Quimica de
la UNALM.

Preparacion de la muestra

La muestra se homogenizo y se prepard con una dilucion de 1:10 con buffer de agua
peptonada (método I1SO 6579). Se pipeted 10 ml de la muestra en un recipiente estéril y se
mezclo con 90 ml del buffer de agua peptonada. Por ultimo, se homogenizo la dilucién y se

verificd que llevara un pH de entre 6.2y 7.7.

Inoculacion de la muestra

Junto a un mechero Bunsen, se coloco la placa Petrifilm™ Enterobacteriaceae en una
superficie plana y nivelada. Se levanto la pelicula superior. Con una pipeta perpendicular a
la placa Petrifilm™ Enterobacteriaceae, se inocul6 1 ml de la muestra preparada en el centro
de la pelicula inferior y se bajo, cuidadosamente, la pelicula superior para evitar atrapar

burbujas de aire.

Incubacion de las placas
Se incubaron las placas boca arriba, utilizando el método AFNOR, método validado 3M
01/0609/97 se incub6 a 37 °C + 1 °C durante 24 horas. Para incubar las muestras se us6 una

estufa Memmert ule 500.
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Interpretacion de los datos
Se realizé la lectura de las placas, contabilizando Unicamente las colonias que presentaron
un halo amarillo y/o burbujas de gases asociadas. Se consideré el factor de dilucién y se

obtuvo el N° de UFC (unidades formadoras de colonias)/ml con la siguiente formula:

UFC/ L= N° de colonias por placas X el factor de dilucion
m

ml de la muestra sembrada

2.15.2. Determinacion fisicoquimica de las condiciones climaticas.

La temperatura atmosférica y la radiacién solar fueron cuantificadas por la estacién
automatica Davis del centro meteoroldgico Alexander Von Humboldt de la UNALM, en

cada hora del dia.

Se integro la radiacion solar respecto al tiempo y se obtuvo la irradiacion. Posteriormente,

con esos datos se calculd la energia acumulada de radiacion solar W/m?3 de biol.

2.15.3. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica de la fase liquida del biol diluido 1:3

a la exposicion de la radiacion solar y oxigeno.

Se extrajo una porcion de la muestra para el andlisis microbiologico y se midid
inmediatamente la temperatura con un termometro de alcohol. Posteriormente, en el
laboratorio Q5 del Departamento de Quimica, se midié el pH con un potenciometro Hanna
modelo pH 211.

Con todos los datos obtenidos, se construy6 una curva de la concentracion de enterobacterias
en cada muestra tomada versus el tiempo, y la concentracion de enterobacterias de cada
muestra tomada versus la energia acumulada de la radiacion global incidente J/m? y se

calcularon los parametros cinéticos.
2.16. Andlisis estadistico

Se realiz6 el ajuste de los datos, usando el cuadrado de la diferencia de sus puntos con la

ecuacion cinética de desinfeccién de Watson-Chick modificada.

Con el fin de calcular el valor 6ptimo de los parametros cinéticos se usé el programa Excel-
Solver y se calculd el coeficiente R de correlacion para determinar el grado de ajuste de los

datos con la ecuacion cinética.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

2.17. Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del biol, la fase liquida del biol
(FLB) y la fase liquida del biol diluida 1:3 (FLB 1:3)

La separacion de las fases sélida y liquida del biol tiene como finalidad, disminuir el
volumen y concentrar la mayor cantidad de nutrientes en la fase s6lida. Tanto la eficiencia
como el costo del proceso pueden variar, dependiendo de como se efectlien. Los principales
nutrientes que se toman en cuenta en el biol son: el nitrogeno, el fosforo y el potasio; ya que
se encuentran en mayor abundancia y relevancia en los aspectos agricolas y ambientales

(Martinez y Francesena, 2018).

Los resultados de la division de las fases en este estudio mostraron un rendimiento bajo en
comparacion a otros trabajos con diferentes métodos de separacion de fases. Lukehurst et al.
(2010), reportan un volumen final de la fase liquida entre 80-90 % con respecto al volumen
total del biol. Sin embargo; el presente estudio solo alcanzé un porcentaje del 56 % en la
separacion. Esto se debid a que, la decantacion efectuada como primer paso para facilitar la
separacion por filtracion al vacio, no fue potenciada con ningin agente coagulante o
clarificante que pudiera decantar de mejor manera las particulas en suspension que quedaron

en la zona media del recipiente.

La distribucion de las concentraciones del nitrégeno y fosforo entre las fases del biol no son
congruentes con estudios previos como podemos observar en la figura 4. Esto se debe a la

baja eficiencia de separacion de las fases.

Se determin6 que la fase liquida del biol solo contuvo un 36 % del nitr6geno total. Sin
embargo, otros estudios muestran que, bajo un proceso 6ptimo, la fase liquida suele contener
70-80 % del nitrogeno total. La baja cantidad de nitrégeno del experimento probablemente
se debid a la baja eficiencia del proceso de separacion, ya que la fase sélida, contenia gran
cantidad de liquido que, a su vez albergaba gran cantidad de nitr6geno. De igual manera, el
fosforo también tuvo variaciones en los resultados, comparado con otros estudios. Los

andlisis de fosforo dieron



como resultado que, la fase liquida contenia el 49 % del fosforo total. Una concentracion
ligeramente méas baja que lo que muestran los resultados de otros estudios (50-55 %). La
ligera baja de concentracion del fosforo en comparacion con el nitrégeno se debié a la poca
solubilidad en la fase liquida. Por tal motivo, la fase solida, la misma que retuvo humedad,

no impact6 de manera relevante en la concentracion de dicho nutriente (Garcia, 2016).

Concentracion de fosforo y nitrégeno
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_ 400
>
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103.36 89.6
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Biol FLB FLB 1:3
= Nitr6geno mg/L 661 431.2 143.73
m Fdsforo mg/L 103.36 89.6 29.87

m Nitrégeno mg/L  m Fosforo mg/L
Figura 4. Concentracion del fésforo y nitrogeno en el biol, en la fase liquida del biol y FLB 1:3.

Respecto al pH, como observamos en la figura 5, se mantuvo estable en el tiempo,
conservando su valor ligeramente basico (valor caracteristico de los bioles). Este valor de
pH en el biol es consecuencia tanto de la transformacién del CO, disuelto en (NH,),COs,
como del consumo de los &cidos grasos volatiles. Si se dan las condiciones necesarias, el pH
del biol se mantendra en ese rango, alcanzando su estabilidad; si el pH decrece, podria ser

un indicador de que el amonio se esta volatilizando (Drosg et al., 2015).
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Figura 5. Niveles de pH en el biol, FLB y la FLB 1:3.

La carga microbioldgica del biol fue mayor a 1500 colonias (limite superior de colonias en
una placa petrifilm-enterobacterias). Los parametros clave que influyen en la inactivacién
de un agente patdégeno son la temperatura, el tiempo de retencién hidraulica y de lodos,
interacciones microbioldgicas competitivas, composicion de la materia prima, pH y la
presencia o acumulacién de material toxico (Avery, Yongabi, Tumsweige, Strachan y
Goude, 2014). Si bien, la digestion anaerodbica tiene la capacidad de disminuir la carga
enteropatdgena del sustrato con el que es alimentado, no siempre se llega a un proceso
optimo. Diversos estudios muestran un nivel de supervivencia significativamente alto de
enterobacterias, e incluso de coliformes. Esto se debe, principalmente, a que la familia de
enterobacterias son anaerobias facultativas, esto quiere decir que, la falta de oxigeno no
representa un inconveniente para su supervivencia. Por otro lado, los metabolitos liberados
por diversas bacterias en la fermentacion anaerobica, antagonicos para las enterobacterias y
las temperaturas a las que llega la digestion anaerdbica, suelen no afectarlos, ya que las
particulas sélidas del biol suelen albergar gran cantidad de bacterias, sirviéndoles asi, como

barrera protectora (Sahlstrom, 2003).

La fase liquida del digestato obtenido en este estudio tuvo una concentracion de 1130
UFC/ml como se muestra en la figura 6. El proceso de separacion de fases del biol disminuye
la concentracion de enterobacterias en la fase liquida, sin embargo, esta reduccion no

siempre llega a estar en los limites permitidos para su uso agricola, representando adin un
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riesgo a la salud. Los resultados también muestran que, al diluir la fase liquida del biol en
una proporcion de 2 litros de agua por 1 de biol, se reduce aproximadamente 1/3 de la

concentracion inicial.

Concentracion de enterobacterias
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Figura 6. Concentracién inicial de enterobacterias en el biol, en FLB y FLB 1:3.

2.18. Diminucion de la turbidez de la fase liquida del biol

El biol dio una turbidez incontable para el rango del turbidimetro empleado como vemos en
la figura 7, la fase liquida obtuvo 935 NTU, un valor de turbidez excesivo para que la
irradiacion solar pueda hacer efecto en la inactivacion de las enterobacterias. La fase liquida
del biol diluida 3:1 tuvo una turbidez de 365 NTU. Estudios anteriores informan de una
reduccion microbiana por medio de radiacién solar hasta 300 NTU. A menor NTU, mayor
penetrabilidad de la irradiacién solar y mayor efectividad de la inactivacion microbiana. La
turbidez del digestato es producida por las particulas s6lidas que se encuentran suspendidas
en él (Garcia, 2010).
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Figura 7. Disminucién de la turbidez del biol.

2.19. Prueba preliminar del efecto sinérgico de la radiaciéon solar y el oxigeno
atmosférico en la desinfeccion de la FLD 1:3

UFC de Enterobacterias/mL
1600

1400
1200

1000 uflb1:3--
uflb1:3r
uflb1:30

flb 1:3 ryo

800

600

400

200

0

Figura 8. Concentracion de Enterobacterias luego del tratamiento preliminar.

Las pruebas preliminares demostraron el efecto sinérgico que poseen la radiacion solar y el
oxigeno atmosférico para la desinfeccion de las FLB 1:3 luego de que cada tratamiento sea

expuesto durante 24 horas a las condiciones dadas como se aprecia en la figura 8.
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Se confirmd que, hay suficiente evidencia estadistica para determinar con un 0.05 de
significancia que, cada tratamiento tuvo un resultado distinto al otro, siendo el tratamiento

combinado de la radiacion solar con oxigeno atmosférico el mas nocivo.
2.20. Caracterizacion de las condiciones climatoldgicas

Los muestreos se realizaron el 12 de diciembre de 2017, pero se tomaron datos
meteoroldgicos hasta el 14 de diciembre de 2017, en el centro meteorolégico de la UNALM.
El dia de experimentacién presenté un tiempo soleado con baja nubosidad. El analisis
microbioldgico y la incubacion fueron realizados en la misma universidad, en el laboratorio

de fisicoquimica Q5. Las muestras fueron analizadas antes y después de su exposicion al sol.

La radiacion solar alcanzé su pico a las 13:00 horas con un valor de 884 W/m? mientras que
la mayor temperatura se produjo a las 15:00 horas, con 24.6 °C como se muestra en la figura
9. Segun Claure (2006), para llegar una inactivacion de coliformes al 100 % en aguas
residuales es necesario exponerlos a radiaciones de 5.6 KW /m? con temperaturas entre 24-
27 °C.

Condiciones climatolégicas
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Figura 9. Temperatura atmosférica y radiacion solar.

2.21. Determinacion fisicoquimica de la FLB 1:3

La temperatura del digestato fue en aumento hasta llegar a los 48 grados. La capacidad de
retener el calor y superar la temperatura ambiental se debe a que el capacitador funciona

como un invernadero, permitiendo el ingreso de la radiacion infrarroja de determinada

45



longitud de onda, que serd absorbida por el digestato. Posteriormente, como cualquier
cuerpo, el digestato emanard calor en forma de radiacion infrarroja. Debido a la que la
radiacion emanada poseia una mayor longitud de onda que la que ingresd, esta no pudo salir

del capacitador.

Meierhofe y Wegelin (2003) presenta estudios donde que demuestran que el uso de platina
para concentrar la radiacion solar en el capacitador y cubrirlo de negro con la finalidad de
retener mejor el calor en el sistema, permite obtener temperaturas de hasta 65 grados en

aguas, para su desinfeccion solar.

No todos los plasticos permiten el paso de la radiacién UV. Luzi, Tobler, Suter y Meierhofer
(2016), en la guia de SODIS, recomiendan como captador solar el uso de plastico PET u otro
pléstico previamente aprobado por algun otro estudio, ya que; la gran mayoria de plasticos,
debido a su propia naturaleza o por el hecho de poseer aditivos para no deteriorarse, evitan
el paso de la radiacion UV. También se recomienda que el liquido a desinfectar no posea
una profundidad mayor a 10 cm. El pH se mantuvo en el tiempo como se observa en la figura

10, lo que significo estabilidad en el proceso y que el amonio no se evaporo.

Condiciones fisicoquimicas de la FLB 1:3
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Figura 10. Caracterizacion fisicoquimica del biol durante el proceso de desinfeccidn solar.
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2.22. Cinética de la desinfeccion de enterobacterias respecto del tiempo de
exposicion, y cinética de desinfeccion de enterobacterias respecto al calor

acumulado

El presente estudio mostré el efecto de fotoinactividad que ejerce la exposicion de la fase
liquida del biol a la radiacion solar. Luego de ocho horas, la concentracion de
Enterobactereaceas se redujo dos logaritmos, llegando al limite de deteccion inferior del
analisis de deteccién como se aprecia en la figura 11. Las pruebas de reconstitucion
bacteriana dieron negativo. Diversos estudios muestran la inactividad de coliformes,
Salmonella, Enterococcus y demés bacterias de importancia sanitaria. El efecto biocida
depende principalmente de tres parametros: el tiempo de exposicion solar, los niveles de
NTU del liquido a desinfectar y la temperatura. Reportes de varios estudios informan que,
el principal efecto de la radiacion solar es la generacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) los cuales oxidan la cadena de ADN, produciendo dimeros de timina que afectan la
funcion de las proteinas y desestabilizan la membrana (Helali, 2012). Baatout menciona que,
el principal efecto de las temperaturas altas (30 °C-50 °C) es producido por una
desestabilizacion de la membrana, afectando sus funciones (actividad respiratoria, el
transporte, barrera de permeabilidad, etcétera). El efecto sinérgico de la radiacion solar y el
aumento de la temperatura producen un aumento de la generacion de superoxidos en el
citosol y mayores efectos sobre las enzimas catalasa y superoxidasa dismutasa (Castro-
Alférez, Polo-Lépez, Marugan y Fernandez-lbanez, 2017). En la tabla 7 se muestran los
valores obtenidos en este estudio para la relacion entre las diferentes horas del dia y la
radiacion. Sin embargo, al juntarse las temperaturas elevadas y la radiacion solar se produce
un efecto sinérgico en la inactivacion microbiana, siendo el principal sitio de accion la
funcion de la enzima superoxidasa dismutasa, evitando que la bacteria pueda protegerse de
los ROS generados por la radiacion solar y las temperaturas altas (Castro-Alférez et al.,
2017).
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Cinética de desinfeccion respecto al tiempo
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Figura 11. Nimero de UFC de enterobacterias por ml de biol vs. horas de tratamiento.

Tabla 7: Relacion entre hora del dia y radiacién
solar acumulada por litro de biol.

Horas Q solar W/L
07:00 a. m. 0
08:00 a. m. 8.085
09:00 a. m. 25.165
10:00 a. m. 48.86
11:00 a. m. 77.21
12:00 p. m. 107.835
01:00 p. m. 138.775
02:00 p. m. 167.51
03:00 p. m. 191.625
04:00 p. m. 209.79
05:00 p. m. 219.205
06:00 p. m. 221.48
07:00 p. m. 221.62




Ya que la radiacion solar no es un pardmetro constante en este experimento, se busco
cuantificarlo de modo que se pueda replicar dichas condiciones y compararlo con otros

trabajos de una manera méas adecuada.

z : Ay
Qsoin = Lsorn—q * % (th — th-1)
t
n

2.23. Modelamiento cinético de la desinfeccion solar de enterobacterias,

determinacion de los paradmetros y formacion de la ecuacion de la curva

Los datos cinéticos de inactivacion celular mostrados en la figura 12 se ajustaron

estadisticamente con el modelo log-lineal de la ecuacién modificada de Watson-Chick.

De este ajuste se obtienen los parametros lineales de inactivacion k=0.009, a = 0.4 y b=-
1.74. También se puede apreciar una mejor comprension de la relacion entre las variables
asociadas, para asi poder comparar los resultados frente a otros estudios con los mismos

parametros experimentales y que se ajusten al mismo modelo.

Cinética de desinfeccion-Radiacion solar acumulada
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Figura 12. Logaritmo del namero de UFC de enterobacterias por ml de biol respecto de la radiacién solar
acumulada por litro de biol.

Los modelos de inactivacion suelen presentar segmentos no lineales al inicio y al final del
proceso. La primera regién no lineal se denomina hombro, y es un segmento de la curva
donde no hay una disminucion de la concentracion microbiana, indicando que el proceso de
desinfeccién no ha comenzado. La segunda region no lineal suele estar al final y se le

denomina cola, es la region donde se alcanz6 el maximo punto de desinfeccién y pese a
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transcurrir el proceso de desinfeccion, la concentracion microbiana no cambiard méas. En la
figura 13, se pueden observar 3 regiones (1 lineal y 2 no-lineales). Dicho comportamiento
de la curva puede estar influenciado tanto por las especies microbianas que interactdan en el

proceso como los componentes quimicos del digestato.

El comportamiento lineal refleja una relacion directa entre la dosis de radiacion solar

acumulada y la inactivacion celular.

Existen diversas teorias para explicar la formacién de las regiones no-lineales (hombro y

cola) (Bevilacqua, Speranza, Sinigaglia y Corbo, 2015):
La formacion de hombros en la grafica puede deberse a:

— La presencia de algun grupo de bacteria resistente al tratamiento.

— Grupo de bacterias que contrarresten los efectos letales.

- El medio protege, hasta cierta medida, a las bacterias.

— Se requiere de la acumulacion de lesiones para que el agente letal pueda empezar a

inactivar a las bacterias.
La formacion de cola en la grafica de puede deber a:

— Subpoblacion bacteriana resistente a la inactivacion.
— Poblacién inaccesible al tratamiento

— Poblacién bacteriana no llega a recibir la cantidad de dosis letal.

Las enterobacterias son un grupo extenso de microorganismos, los cuales poseen un
metabolismo distinto. La formacion de hombro y de cola se puede deber a las distintas dosis
que se requiere para cada especie bacteriana presente en el digestato. Por otro lado, también
se puede asumir que, la formacion de hombro se debe a la necesidad de lesiones acumuladas
para que el tratamiento pueda llegar a ser letal, ya que, para que se forme la cantidad
necesaria de ROS, por efecto del sinergismo entre las temperaturas ligeramente altas, la
radiacion solar y el oxigeno atmosférico, debe ocurrir una serie de procesos quimicos tanto

en el digestato como dentro de cada célula (Castro-Alférez et al., 2017).
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Cinética microbiana de desinfeccion solar
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Figura 13. Cinética microbiana de desinfeccion solar.

Para el presente estudio se utilizé una modificacion de la ecuacion de Watson-Chick, la cual

contemplo la presencia de una fase de latencia tipo hombro y una fase terminal tipo cola.

0, QsoL < Q1
LOQ(N/N0)= a—kxQ, QsoL = 01
b
Donde a y k son parametros de ajuste de la regién lineal del modelo de la ecuacion

modificada de Watson-Chick que observamos en la tabla 8, y b es el logaritmo de la tasa de

letalidad méxima a la que se llegd con el tratamiento.

Tabla 8: Parametros de la cinética de fotoinactivacion de enterobacterias en biol.

Parametro
Coef, R"2
K a b
0.009 0.4 -1.74 0.99
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V. CONCLUSIONES

Al separar las fases del biol se obtuvo un volumen de la fase liquida del 56 % con
respecto del volumen total. La teoria nos muestra que, un eficiente proceso de separacion
de fases obtiene como volumen final de la fase liquida el 80-90 %. Por lo tanto, se puede
concluir que, la separacion de las fases por medio de sedimentacién y una posterior

filtracion al vacio con una membrana de 5 micras de diametro de poro no es eficiente.

La fase liquida del biol contuvo un 36 % y 49 % del nitrogeno y fosforo total. Estudios
previos demostraron un eficiente proceso de separacion de fases del biol en la fase liquida
de 70 y 55 % de nitrogeno y fosforo, respectivamente. En consecuencia, es de esperar
que la mala separacion de las fases haya producido una atipica reparticion de los

nutrientes.

La separacion de las fases disminuyd en gran medida la turbidez del biol. Pese a que el
proceso de separacion no fue del todo eficiente, se llego a remover la cantidad de solidos
necesarios para que con una dilucion posterior de la fase liquida del biol de 1:3 con agua
destilada alcanzara la cantidad de NTU necesarias para un proceso Optimo de

fotoinactivacién solar de las enterobacterias nativas.

El presente estudio demostro que, el oxigeno a nivel atmosférico, por si solo no inactiva
a las Enterobacterias nativas del biol. También se demostro que, la radiacion solar sin
presencia de oxigeno no produce una inactivacion relevante. Por otro lado, al exponer al
biol al oxigeno de la atmésfera y a la radiacion solar se obtuvo un alto nivel de
desinfeccion. Se presume que estos factores ambientales interactian de manera
sinérgica, promoviendo la formacion de especies reactivas del oxigeno en biol,

inactivando a las enterobacterias nativas.

Se demostré por medio de la estacidbn meteoroldgica Davis que, las condiciones
atmosféricas eran las indicadas para que se pudiera realizar la desinfeccion solar de
Enterobacterias en el biol de manera satisfactoria, con una temperatura maxima de 28 °C

y una radiaciéon maxima de 884 W/m?.



El tratamiento de desinfeccion solar no demostro afectar las propiedades fisicoquimicas
caracteristicas del biol, manteniendo estable su pH y sin sobrepasar las temperaturas de
60 °C.

El estudio concluyé que, a las condiciones expuestas, el biol pudo ser sanitizado con
éxito para su uso como abono agricola. El efecto de letalidad empezo6 al recibir 48 J/L de
calor acumulado, siguiendo una cinética de fotoinactivacion microbiana de primer orden

y alcanzado el limite de deteccion al recibir 209 W/I de calor acumulado.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios con sistema de captacion solar (fotoreceptores) que
aprovechen mejor la irradiacion solar circunglobal optimizando el calor que puede llegar
a generar los rayos solares que impactan cerca al biol a tratar y a la radiacion que emana

la tierra.

También se recomienda evaluar la desinfeccion solar con una mayor concentracion de
NTU del biol, con el rango 600-900, con el fin de determinar la muerte celular de

Enterobacterias en biol a una menor dilucién.

Mejorar la eficiencia de la separacion de las fases liquidas y solidas con tecnologias mas
sofisticadas, dando una fase liquida con una menor turbidez y asi evitar diluir la fase
liquida del biol. La fase solida obtenida tendria una mayor concentracion de fosforo y la

fase liquida tendria una mayor concentracion de nitrégeno.

Se recomienda, por ultimo, disefiar un sistema de captacion solar que pueda aumentar la
superficie de contacto del biol con la radiacion solar a la que es expuesta, una posibilidad
podria ser por medio de sistemas tubulares, disminuyendo la proporcion de volumen por

area superficial.
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Anexo 1. Disefio del biorreactor y del captador solar
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<4 1
Enfrada de Sustrato
Valvula de E:@ LLave " (Mezcla Estercol
Sequndad o + chala + agua)
i \
Sada de Biogas (Vol Aéreo = 20%)
Biol \
— Biomasa
(Vol. Liquido = 80%)
e’
Tanque
Colector
de Biol

Nota: Imagen recuperada de Cafiote (2012).
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Anexo 2. Diagrama del flujo del proceso
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Anexo 3. Diagrama del flujo de actividades
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Anexo 4. Flujo de trabajo para el analisis microbioldgico de las muestras

Almacenamiento:

Incubacion Interpretacion Recuento
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Anexo 5. Recuento de Enterobacterias con halo amarillo y/o burbujas asociadas a las colonias.

Nota: Elaborado en base al 3M.

Anexo 6. Resultados de analisis fisicoquimico del biol filtrado

MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE : ISRAEL BELLATIN FORONDA
PROCEDENCIA : LIMA

MUESTRA DE : BIOL

REFERENCIA : H.R. 62002

BOLETA : 1184

FECHA : 15/01/18

Ne N P

LAB | CLAVES Total Total

mg/L mg/L
989 431.20 89.60

Dr. Sady Garcia BendezU/Jefe de Laboratorio
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Anexo 7. Andlisis fisicoquimico del biol extraido
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Anexo 8. Temperaturas y radiacion solar del dia 12/12/2017 — 15/12/17 y gréfica de la irradiancia

3 . Temperatura Radiacidn solar
Dia Tiempo -
Alta Bajo Rad. Whatss/m2

12/12/2017  12:00 a. m. 17.6 16.5 0
12/12/2017 01:00 a. m. 16.6 16.1 0
12/12/2017  02:00 a. m. 16.1 154 0
12/12/2017  03:00 a. m. 15.4 15 0
12/12/2017  04:00 a. m. 15.1 14.9 0
12/12/2017  05:00 a. m. 15.2 14.7 0
12/12/2017  06:00 a. m. 15.4 14.7 5
12/12/2017  07:00 a. m. 16.7 154 73
12/12/2017  08:00 a. m. 18.1 16.7 231
12/12/2017  09:00 a. m. 22.6 18.1 488
12/12/2017  10:00 a. m. 24.6 22.6 677
12/12/2017  11:00 a. m. 24.9 24.4 810
12/12/2017  12:00 p. m. 25.1 24.6 875
12/12/2017  01:00 p. m. 25.2 24.7 884
12/12/2017  02:00 p. m. 26.2 25.1 821
12/12/2017  03:00 p. m. 26.7 26.1 689
12/12/2017  04:00 p. m. 26.6 26.1 519
12/12/2017  05:00 p. m. 26.4 24.1 269
12/12/2017  06:00 p. m. 24.1 21.1 65
12/12/2017  07:00 p. m. 21.1 19.5 4
12/12/2017  08:00 p. m. 19.5 19.1 0
12/12/2017  09:00 p. m. 19.2 19.1 0
12/12/2017  10:00 p. m. 19.1 18.8 0
12/12/2017  11:00 p. m. 18.9 18.4 0
13/12/2017 12:00a. m. 18.4 17.8 0
13/12/2017 01:00a. m. 17.8 17.4 0
13/12/2017 02:00a. m. 17.4 17 0
13/12/2017 03:00a. m. 17 16.3 0
13/12/2017 04:00a. m. 16.3 15.8 0
13/12/2017 05:00a. m. 16 15.7 0
13/12/2017 06:00 a. m. 16 15.7 5
13/12/2017 07:00a. m. 17.4 16 72
13/12/2017 08:00 a. m. 18.6 17.4 246
13/12/2017 09:00 a. m. 21.8 18.7 479
13/12/2017 10:00a. m. 24.3 21.8 653
13/12/2017 11:00a. m. 24.9 24.2 789
13/12/2017  12:00 p. m. 25 24.5 877
13/12/2017  01:00 p. m. 25.1 24 538
13/12/2017  02:00 p. m. 24.9 24.1 662
13/12/2017  03:00 p. m. 24.5 23.2 624
13/12/2017  04:00 p. m. 24.2 22.6 414
13/12/2017  05:00 p. m. 23.4 22.6 309
13/12/2017  06:00 p. m. 23.3 21 114
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Anexo 9. Irradiacion solar acumulada en el fotoreceptor

Rad. Acum. fotorecepto
250.00

200.00

150.00

100.00

50.00

Radiacion solar/m3 de fotoreceptor

R

TS INEEIENEIEOIINI NSO Q
'Q'QQ\Qwa%usb«%q \\\r\,

Horas del dia

Anexo 10. Estadistica de la prueba preliminar

Factor N Media Agrupacion
FLB 1:3r 3 1500 A
3
3

FLB 1:3 -- 150.0 A
FLB 1:30 70.67 B

FLB1:3ryo 3 3.67 C
Nota: Las medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes.
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Anexo 11. Comparaciones en parejas de Tukey - agrupar informacion utilizando el método de
Tukey y una confianza de 95%

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para FLE 1:3 -, FLB 1:3 1, ...

T
1
FLB 1:3 r - FLB 1:3 —- - —e—
1
|
FLB1:30-FLB1:3 - —e— |
1
|
1
FLB1:3ryo-FLB1:3 - | |—&—] i
|
1
FLE1:30-FLB1:3r - —a— !
|
1
FLB1:3ryo-FLB1:3r |—®— :
1
|
FLB1:3ryo-FLB1:3 0 - —e—r |
1
|
160 120 80 40 0

& wn intervalo no contiene cero. las medias correspondientes son sighificativamente
diferentes,
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Anexo 12. Fundamento de la generacién de ambiente anaerobio del Anaerocult P ® y reaccién de
las tiras indicadoras de ausencia de oxigeno Anaerotest

Instructivo Anaerocult® P

1.13807.0001

-t
Microbiologia

Anaerocult® P
para produccion de un medio anaerobio en la capsula de Petri
individual

Producto sanitario para diagnéstico in vitro c€

Contenido: 25 Anaerocult® P
25 bolsas de incubacién especiales

Para uso profesional solamente

Empleo

Produccién de un medio anaerobio en la capsula de Petri individual
para cultivo de Yy

Fundamento

Anaerocult® P contiene componentes que fijan quimicamente en
forma completa el oxigeno dentro de breve tiempo y producen un
medio exento de O (anaerobio), inclusive una atmésfera de CO,.

vol [%] z-
.5% Co.
12
ﬂ
8
o]
2
0;

Composicion

Tierra silicea
Hierro en poivo
Acido citrico
Carbonato sédico

En la mezcla quimica contenida en los sobres hay cristales de silice.

En caso de rotura de los sobres, no inhalar el polvo. inhalaciones
pueden ser para la salud. En caso de contacto

con los ojos pueden producirse irritaciones.
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Instructivo Anaerotest:

1
Humodaoercmaoualammva
de la tira de Anaerotest® (art. nan,

% 1.15112)) (fig. 1).

Microbiologia
Anaerotest®

Para comprobacion de un medio anaerobio

Merck KGaA, 84271 Darmstactt, Germaty
Tel. 49 (05157 72-2440, www marck-chamicals com '
Version 05-05-2017

@ Producto santano pars dagnostico in vitro c€

Anaerotest® sobre la tapa de la 50 varillas
capsula de Petri inoculada (i zona Para uso pr clinico
reactiva sefiala hacia abajo y debe m
quedar colgando al aire libre) (fig. 2). Para de un medio
Fundamento
La forma {a2ul} dei and de en
medio exente de oxigeno se on
lsuco-azut de En caso 99
de oxigeno la reducda se de
3 ruevo on ia farma oxidada (azuf).
Introducir Anaerocult* P en bolsas de Compaosicién
incubacion especiales (fig. 3). Azt de metieno ~ reductores - estabilzador.
5 iplicacié
= €l e utiza con art. nom.
11mmw'kmdmdnm
bios, con art, ndm. 1.01611,0001 Anacrocut ® A mini para
1-4 capsulas de Petrt y con art. num. 1,53807.0001
W‘Pmmmmmwuma
Arseroctt ™IS fare. rim. 196818.0007) 6 emplea
conjuntaments con ol Sstema de identificacion o© resp.
4 con 1-2 placas m joye de
Humedecer Anaerocult® P con 3,0 mi on la bolsa de €l indica-
de agua (fig. 4). dor 58 plade utiizar an otras o8
anssrobios.
Cultirs de 8608 OrpansmOs 8 portir 08 Muestas clinicas huma-
NS, POr EMpio, ONNa, heces, SSPUID, uﬂqnyﬂm
oalular se realiza con medios cutturales especiicos (art. nim,
105452, 1.10328., 1.10455., 1.10886., 1.10676.) para ol &
8grostica cinico. £ cullhid Jebs estar an ambients Snaers-
e oo
D vammm
Técnica
5 H la zona de 4 eunwua-m
Colocar la capsula de Petri i y an o

Ver fecha de caducidad.

Conservacion

Proteger de la humedad y mantener bien cerrado (cerrar bien nueva-
mmmammhmmwm

+15°C «> +25°C.

* La anaerobiosis es indicada por el viraje de color de la tira de
Anaerotest® de azul a blanco tras aprox. 4 horas.

b mente después con la tira de Anaero-
test* fijlada con cinta en la bolisa de in-
/ cubacion especial y cerrar con Anaero-
l/' clip® (art. nGm. 114226.) o con un
aparato usual para soldar ldminas (es
recomendable aplicar 2 costuras solda-
% das)’ (fig. 5).
La bolsa debe cerrarse por soldadura
aprox. a 2 cm de distancia de la aber-
tura de la boisa.

En caso de emplear o an. nim, !1&29.@1”
cult ™A, art. ndm. 136812 0001 Anaerocut® IS, art. nim.
1016110007 Anaarocult™ A mini y art, mim. 1138070001
Anaarocult” P deben consullarse las exactas NSuooigs
Nes 08 eMpieo &n las corespondientes hojas adjuntas
Evaluacion

En condiciones anaerobias tiene lugar una decolonacidn
gradua dentro de 6-8 horas.

Estabilidad
Var fecha de caducidad.

Conservacién
AIMACHNAT AN CHTHTO0 ¥ &N lugar 5eco
Almacensar de +15°Ca +25 'C.

Tornar solamente ol nimero de varillas indicadoras que

e NOCEsano en cada caso.
No tocar las zonas de reaccion da ia varilla indicadora.
Cermar do nuevo ¥ o
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