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Resumen

En el presente trabajo se evalud el proceso de digestion anaerobia mesofila
como alternativa de tratamiento a los residuos provenientes de las granjas
industriales porcinas y de una planta de tratamiento de aguas residuales. La
experimentacion se desarroll6 a escala de laboratorio, durante un periodo de 40
dias. El proceso se realiz6 en dos reactores (R1 y R2) de mezcla perfecta,
operando en modo semicontinuo a una temperatura de + 35 °C. Para el montaje
del experimento fueron agregados en cada reactor 2 L del in6culo Fango
Anaerobio y con respecto a la alimentacion, se estudiaron dos sustratos: el Purin
de Cerdo (P), afadido a Ri, y el Fango Mixto Espesado (FME), afiadido a R2.
Como parte del montaje, diariamente se alimentaron 100 mL de cada sustrato y
fueron retirados 100 mL de efluente de R1y R2. Para el seguimiento y evaluacion
del proceso se estudiaron 9 variables: Produccién de Biogas DQOrotal, S6lidos
Totales (ST), Solidos Volatiles (SV), Nitrogeno Total, Nitrégeno Amoniacal, pH,
Acidos Grasos Volatiles (AGVs) y cuantificacion de patdgenos a partir de de la
técnica gPCR. Para la digestion de purines se obtuvieron rendimientos de
eliminacién de SV y DQO de 43 y 70 %, respectivamente y una producciéon de
285 mL CHa/g DQOeliminada. Con respecto a la digestién de lodos se reportaron
rendimientos de eliminaciéon de SV y DQO de 48 y 57 %, respectivamente y una
produccion de 310 mL CHa/g DQOeliminada. A partir del proceso de digestion
llevado a cabo, se eliminan de los purines los genes de resistencia intll y sull,
con un 81y 86% de eliminacion, respectivamente. Para la digestion de lodos, se
alcanzaron valores de remocion de 96 y 73% para los genes intll y sull,
respectivamente.

Abstract

In the present work, the mesophilic anaerobic digestion process was evaluated
as an alternative treatment for waste from industrial pig farms and a wastewater
treatment plant. The experimentation was carried out on a laboratory scale, for a
period of 40 days. The process was carried out in two perfectly mixed reactors
(R1 and R2), operating in semi-continuous mode at a temperature of £ 35 °C. For
the set-up of the experiment, 2 L of the Anaerobic Sludge inoculum were added
to each reactor and, with respect to the feed, two substrates were studied: swine
manure (P), added to R1, and mixed sludge (FME), added to R2. As part of the
setup, 100 mL of each substrate were fed daily and 100 mL of effluent from R1
and R2 were withdrawn. For the monitoring and evaluation of the process, 9
variables were studied: Biogas Production CODrotal, Total Solids (TS), Volatile
Solids (VS), Total Nitrogen, Ammoniacal Nitrogen, pH, Volatile Fatty Acids
(VFAs) and quantification of pathogens from the gPCR technique. For swine
manure digestion, SV and COD elimination yields of 43 and 70%, respectively
and a production of 285 mL CH4/g COD eliminated were obtained. Regarding
sludge digestion, SV and COD elimination yields of 48 and 57%, respectively,
and a production of 310 mL CH4/g COD eliminated were reported. From the
digestion process carried out, the resistance genes intll and sull, with 81 and
86% elimination, respectively, are eliminated from the manure. For sludge
digestion, removal values of 96 and 73% were reached for the intll and sull
genes, respectively.
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Introduccion

En la actualidad, la sobrepoblacion y los grandes consumos de alimentos
derivados de ella, han propiciado la creacion de sistemas de produccién
alimentaria poco sostenibles. La cria intensiva de animales ha sido, en este
sentido, una de las practicas mas utilizadas a nivel mundial y se estima que mas
del 50% de la produccién porcina y el 75% de la avicola, es obtenida a través de
este método [1].

En el caso de la industria porcina el empleo de macrogranjas se ha convertido
en una opciodn factible, ya que permite la concentracion de decenas de miles de
cabezas de ganado en un area muy reducida, incrementando los niveles de
produccion. Ademas, con su uso se ha logrado disminuir el empleo de mano de
obra y los costes asociados al proceso y al mantenimiento de las instalaciones
destinadas a esta actividad [2].

A pesar de las ventajas que presenta este modelo productivo, su implementacion
trae consigo un impacto negativo en el medioambiente y en la salud de los
animales y seres humanos. Para el caso de la cria intensiva de ganado porcino,
los problemas medioambientales se derivan de los residuales generados en esta
practica.

El principal residuo de las granjas industriales porcinas es el denominado purin
de cerdo, una mezcla de los excrementos solidos y liquidos de estos animales,
junto a restos de comida utilizados en su alimentacion y el agua de limpieza [3].
Alrededor del 95 % del purin es agua, y el resto sdlidos, que contienen materia
organica y numerosos nutrientes [4].

De manera general se estima que un cerdo produce al dia de 4 a 7 L de purin,
por lo que, en las macrogranjas donde pueden llegar a existir 2000 cerdos, el
gran volumen de este residual generado, supone un problema [4]. Como
alternativa para su disposicion final, y debido a su contenido de nutrientes, se ha
optado por la valorizacion de este residuo como fertilizante organico. Sin
embargo, ante el incremento en el nimero de granjas y la necesidad de estas de
deshacerse del purin, la aportaciéon de los mismos como abono se ha realizado
de manera excesiva, contaminando suelos, aguas y emitiendo a la atmésfera
gran cantidad de gases [3].

Otro de los problemas derivados de la cria intensiva en la industria porcina, es el
empleo de los antibioticos como tratamiento a enfermedades infecciosas, en los
cerdos y como estimulante para el crecimiento animal [1]. En tal sentido, el uso
reiterado de estos farmacos puede provocar en los animales la aparicion de
microorganismos patdgenos que contengan genes de resistencia a antibioticos
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[5], los cuales seran expulsados del organismo del animal a través de su sistema
renal, por lo que pasaria a formar parte de la composicion del purin.

Al ser el purin utilizado como fertilizante, las bacterias patdgenas pueden
contaminar suelos y aguas, ademas de ser absorbidos por las plantas. Respecto
a esto, se tiene conocimiento que puede llegar a alojarse en los frutos que luego
seran consumidos por animales y seres humanos, causando problemas en su
salud.

Debido a esto se ha optado por el uso de la digestion anaerobia, como alternativa
para el aprovechamiento energético de este residual y la obtencion de un
biofertilizante estabilizado libre de patdégenos.

A pesar de los estudios realizados en este campo, queda aun mucho por
investigar, por lo que este trabajo tiene como objetivos:

eImplementar un protocolo de determinacion de genes de resistencia a los
antibioticos (ARG) desarrollado por investigadores del ISP, dentro de la
red REPARES, para su aplicaciéon en residuos organicos y digestatos.

eEstudiar la evolucion de los genes de resistencia antimicrobiana durante
el proceso de digestion anaerobia de lodos de depuradora y de purines
porcinos.

eEvaluar la eficacia de los procesos de digestion en términos de
eliminacion de materia organicay produccion de biogas.
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Capitulo 1. Revision bibliografica.

En el presente capitulo se abordaré la tematica de los purines, sus origenes,
composicién y principales caracteristicas. Como parte de este tema, se hara
énfasis sobre la contaminacién en suelos, aguas y aire producida por este
residual, debido a un incorrecto manejo y disposicion final de los mismos. Otro
de los aspectos tratados dentro de la contaminacion, sera la presencia de
microorganismos patdgenos en los purines, y los efectos negativos que estos
suponen para la salud de los seres humanos, animales y plantas. Ademas, se
abordara la contaminacion de los lodos de depuradora por patégenos.
Finalmente se expondran las diferentes tecnologias desarrolladas para el
tratamiento de dichos residuos y la eliminacion de los microrganismos patégenos
presentes en ellos.

1.1. Purin de cerdo. Origen, caracteristicas y composicion.

El purin de cerdo es un tipo de estiércol compuesto por la mezcla de heces,
orines, paja, restos de alimentos y agua de limpieza, que se generan en las
granjas de ganado porcino. Debido a su origen y composicion, puede poseer un
aspecto licuado, pastoso o semiliquido, y un fuerte olor amoniacal [4]. La
composicion de los purines es muy variable, y depende de numerosos factores
tales como la alimentacion, edad y metabolismo del ganado, las condiciones
ambientales y el régimen de explotacion de la granja [6].

De manera general, los purines estan compuestos principalmente por agua,
materia organica, macronutrientes primarios (nitrégeno, fésforo, potasio),
macronutrientes secundarios (calcio, azufre, magnesio) y micronutrientes (boro,
hierro, manganeso, niquel, molibdeno, cobre y zinc) [5]. Las cantidades de cada
componente varian en dependencia de la procedencia del purin, pero en general
todos contienen entre 1,8 y 6,1% de materia seca, de la cual un 60 - 70% es
materia organica. El agua ocupa los mayores porcentajes en cuanto a
composicién, siendo este valor igual o superior al 95% [4]. La siguiente tabla
resume los porcentajes de cada componente en los purines de la Unién Europea
y Espafia.
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Tabla 1.1. Composicion del purin de cerdo [7].

TABLA IV Composicion tipica de purines en la Union Europea y en

Espaia
UNION EUROPEA ESPANA

Purines Purines Purines

Solidos Liquidos Liquidos
Solidos (%) 25 1-18 5-7
Materia Orgénica (%) 16,0 34-70
DBO (mg I-1) - - 5.000 - 25.000
N-TK (%) 0.5-0,7 0.2-16
N-NH4 (%) 0,07 -0,25 0,21 -0,36 0,30 -0.50
P,0, (%) 0,10-0,76 0,10-1,20 0,10 -0.30
K,0(%) 0.4 02-09 0,10-0.30
Ca0 (%) 0,60 0,14 - 0,67
MgO (%) 0,25 0,05-0,18
Na,O (%) - 0,08 - 0,09
Cd (ppm p.s.) 0.7 0,2-0,5
Cr (ppm p.s.) 1.9 24-18,0
Cu (ppm p.s.) 346 180 - 574 333 -666
Hg (ppm p.s.) -- 0,05
Ni (ppm p.s.) 5,0 32-170
Pb (ppm p.s.) 2,8 <1,0-12,0
Zn (ppm p.s.) 387 403 -919 333 - 666
Se (ppm p.s.) - 0.6

1.2. Usos del purin.

A nivel mundial el purin es utilizado como un fertilizante érgano-mineral para el
abono de los campos de cultivo y como materia orgéanica para la mejora de los
suelos. Esta alternativa demanda el empleo de grandes cantidades del residual,
lo que permite la disposicion final de una buena parte de los desechos
generados.

En la aplicacion del purin como abono, ademas de la cantidad de estiércol por
unidad de superficie, es necesario tener en cuenta otros factores, tales como las
condiciones de aplicacion en suelos declarados vulnerables, terrenos en
pendiente, época del afo, estado del suelo en que se aplica (himedo, helado o
con nieve) y profundidad a la que sera depositado el estiércol [4].

De manera general la fertilizacion con purin de cerdo mejora la
respuesta del cultivo, aumentando los valores de produccion respecto a los
obtenidos con la fertilizacion mineral. Los suelos enmendados con este tipo de
abono experimentan un incremento del pH, la conductividad eléctrica y el
contenido de nitratos, fosforo, calcio y sodio. Se conoce, ademas, que aporta
acidos humicos que propician la mejora de la estructura de los suelos y su
capacidad de intercambio cationico [5].

Aproximadamente entre el 85 y el 90% del fésforo que se encuentra en los
purines estd en forma inorganica como fosfato de calcio, y se encuentra
mayormente en la fraccion solida (90%). El fosforo contenido en el purin, es un
fertilizante tan eficiente como el contenido en los fertilizantes fosforados
minerales [8].
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Otro de los macronutrientes imprescindibles para el crecimiento de las plantas
es el potasio. Este se encuentra en los purines en forma de sales solubles, por
lo que su eficiencia como abono es similar a la de los fertilizantes minerales tales
como cloruro o sulfato potasico [8].

1.3. Contaminacion por purines.

El uso del purin como fertilizante ha generado un problema de contaminacion
ambiental, producto a su inadecuada utilizaciébn. Un aporte excesivo de esta
enmienda organica puede causar la contaminacion de los suelos, debido a la
ruptura del balance entre los nutrientes contenidos en el residual y los
demandados por los cultivos [9]. Estos nutrientes en exceso, una vez
depositados en la tierra, pueden migrar hacia las capas subterraneas
contaminando las aguas que se encuentran a ese nivel.

Otro de los principales inconvenientes que presenta el uso de este residual como
abono, es el impacto causado por alguno de sus componentes en el ecosistema.
En el caso de los cultivos, el nitrégeno contenido en el purin puede resultar téxico
en dependencia de la forma en la que se encuentre, ya que para las plantas este
nutriente solo esta biodisponible en forma de nitritos y nitratos. Ademas, durante
el proceso de conversion del nitrogeno, la fraccion organica puede penetrar en
las capas mas profundas del suelo, debido a su solubilidad, y contaminar las
aguas subterraneas [8].

La contaminacion por fésforo es otro de los problemas derivados del uso
inadecuado del purin, como fertilizante. En suelos erosionados, un exceso de
fésforo y nitrdgeno representa un problema, ya que estas tierras podrian llegar a
los rios contaminandolos debido a la eutrofizacion. Este proceso favorece la
proliferacion de algas que impiden que se pueda realizar la fotosintesis, lo que
afecta a la fauna acuatica al reducirse el oxigeno disponible [5,8].

Otro de los problemas de contaminacion es la produccion de gases
contaminantes. Los purines inicialmente son almacenados para su posterior
utilizacion. Precisamente durante este almacenamiento, se puede propiciar la
generacion de condiciones anaerobias incontroladas, se pueden producir sulfuro
de hidrogeno (SH2), amoniaco (NHs), metano (CHa) y 6xido nitroso (N20), siendo
estos dos ultimos, gases de efecto invernadero [8].

1.3.1. Contaminacién por microorganismos patdégenos presentes en
purines.

En la industria ganadera el uso de antibiéticos se ha incrementado en las ultimas
décadas, debido al aumento en el nimero de macrogranjas empleadas para la
cria intensiva de animales. Este método de produccion trae consigo la aparicion
de numerosas enfermedades infeccionas en el ganado, debido a la aglomeracion
de animales de diversa procedencia.
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En la cria del ganado porcino los antibiéticos son utilizados con dos objetivos:
con fines terapéuticos, para evitar la propagacion de enfermedades infecciosas
entre el ganado, y como promotores de crecimiento animal, favoreciendo el
control de la flora bacteriana, lo que conlleva un mayor aprovechamiento de los
nutrientes y un aumento considerable de peso [10]. En la actualidad este ultimo
uso es ampliamente criticado, ya que el empleo excesivo de antibiéticos puede
producir graves consecuencias, no tan solo para los animales en si, sino también
para el ser humano y el medio ambiente.

En relacion con este tema, diversos estudios han demostrado que la aplicacion
de estos medicamentos esta estrechamente vinculada con la aparicion, en el
ganado porcino, de bacterias patdgenas que poseen en su material genético
genes de resistencia a antibidticos [11].

Debido a esto actualmente se investiga la prevalencia de dichos
microorganismos en los excrementos del ganado porcino, uno de los principales
componentes del purin del cerdo, el cual es ampliamente utilizado como
fertilizante organico para el abono de las tierras cultivables. Muchos cientificos
han enfocado sus estudios en la busqueda e identificacion de los genes de
resistencia a antibidticos en el estiércol porcino, ya que se tiene conocimiento
que estos pueden ser transmitidos a los cultivos, que luego seran consumidos
por seres humanos y animales, causando graves enfermedades.

Por esta razbén, dichos microorganismos han sido calificados como
contaminantes emergentes y se han creado leyes para controlar y disminuir su
uso en animales de granja [12, 13].

1.4. Contaminacion por microorganismos patogenos presentes en lodos de
depuradora.

Los lodos de depuradora son subproductos generados en los tratamientos
primarios y secundarios que tienen lugar durante el proceso de depuracion de
aguas residuales.

Su composicion varia segun la procedencia del agua residual, que puede ser de
origen industrial o urbano, pero de manera general es un producto semisolido o
liguido compuesto por materia organica, macronutrientes (nitrégeno, fésforo,
potasio, magnesio), micronutrientes (niquel, cobre, zinc), metales pesados
(cadmio, mercurio, plomo) y un gran contenido de agua (80-90%) [14].

Las aguas residuales domésticas, ademas de poseer los anteriores
componentes, albergan concentraciones de microorganismos patégenos, debido
a que estos son eliminados del organismo humano a través de sus excretas.
Respecto a este tema, investigaciones han determinado la presencia de genes
de resistencia a antibidticos en muchas de estas bacterias patdgenas, lo cual es
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consecuencia del uso excesivo de estos farmacos por parte de los seres
humanos.

Las plantas de tratamientos de aguas residuales, representan un area de
propagacion para estos genes de resistencia a antibioticos, debido a la alta
densidad de bacterias existente en ellas. Segun estudios realizados, estos
microorganismos no son totalmente eliminados durante los tratamientos
primarios y secundarios, por lo que pueden encontrarse concentraciones de los
mismos en los lodos generados en ambas etapas [15].

Debido a su contenido de nutrientes, los fangos de depuradora son ampliamente
utilizados como un abono organico en las tierras de cultivo, llegando a sustituir
en su gran mayoria a los fertilizantes quimicos. La problematica que genera su
empleo como fertilizantes, viene dada por los patégenos con resistencia a
antibioticos que pueden contener. Estos, una vez en el suelo, son capaces de
incorporarse a la cadena tréfica contaminando las frutas y vegetales, que
posteriormente serdn consumidos por seres humanos y animales [15].

Por tal razon numerosos estudios han identificado y analizado los genes de
resistencia a los antibiéticos presentes en las aguas residuales y su presencia
en los lodos de depuradora.

1.5. Bacterias resistentes a antibioticos (ARB).

Las bacterias resistentes a los antibioticos son aquellas que pueden sobrevivir
tras el contacto con un antibiotico, ya que poseen la capacidad de resistir a los
efectos del mismo. Esta capacidad adquirida es consecuencia de un proceso de
seleccion natural, el cual viene dado por una serie de mutaciones que pueden
ocurrir al azar en el material genético de una bacteria [16]. Cabe destacar que
estas mutaciones se originan, debido a la gran cantidad de errores producidos
en los mecanismos de reparacion del ADN bacteriano.

Una vez entran en contacto los microorganismos con el antibiético, ocurre un
proceso de presion selectiva por el cual solo las bacterias que poseen el
mecanismo para resistir, sobreviviran. Dichas bacterias transmitiran esta
capacidad de resistencia a través de los mecanismos de transferencia horizontal
de genes, por lo que cada vez existiran mas microorganismos con dicha
caracteristica [17,18].

Cualquier bacteria que adquiera genes de resistencia, ya sea por mutacion
espontanea o por intercambio genético, tiene la capacidad de resistir a uno o
mas antibidticos. Esto se debe a que con el tiempo son capaces de acumular
multiples rasgos de resistencia, por lo que pueden volverse resistentes a muchas
familias de antibioticos, denominandose bacterias multirresistentes.
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1.5.1. Genes de resistencia a antibiéticos (ARG).

Un gen es un segmento de acido desoxirribonucleico (ADN) que contiene la
informacion necesaria para la sintesis de un producto génico, ya sea algun tipo
de acido ribonucleico (ARN) o una proteina.

1.5.2. Mecanismos de resistencia a antibiéticos.

En el caso de la resistencia a antibioticos, el gen puede codificar algan producto
génico que tenga como funcién inhibir la accién de un determinado antibiético.
Dependiendo del producto que codifique el gen, se han establecido varios
mecanismos de resistencia.

El mas comun de estos mecanismos es la inactivacion del antibiético por
modificaciones enzimaticas. En este caso el gen codifica a una enzima (molécula
organica de naturaleza proteica) capaz de crear cambios en la estructura del
antibiotico, haciendo que este pierda su funcionalidad. La inactivacion de los
antibidticos B-lactamicos, se debe a las modificaciones en su estructura
realizadas por las enzimas [3-lactamasas, a partir de reacciones de hidrdlisis. Por
otra parte, las enzimas metilasas, acetil-transferasas, nucleotidiltransferasas y
fosfotransferasas inhiben la accion de los antibiéticos aminoglucésidos,
mediante reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion [16,19].

Otro de los mecanismos es la modificacion del sitio activo, los cuales se pueden
encontrar en diferentes componentes bacterianos, que involucran actividades
celulares vitales. En estos sitios, el antibiético ejerce su accidn para interrumpir
alguna de las funciones de la bacteria, causando su muerte. Un cambio en
cualquiera de estos blancos de accién, debido a mutaciones ocurridas en los
genes que los codifican, impide que el antibiético ejerza su accién en la bacteria
[16].

Los cambios en la permeabilidad de la membrana externa de la bacteria, es otro
de los mecanismos de resistencia a antibidticos que se conoce. En este caso,
las porinas, proteinas que se encuentran en la membrana exterior de la célula
bacteriana y que tienen como funcion el transporte a través de la membrana de
algunos elementos, entre ellos los antibioticos, pueden sufrir cambios en su
estructura. Estas modificaciones estructurales, las cuales se deben a mutaciones
que ocurren en el material genético de la bacteria, provocan la pérdida de la
funcionalidad de la proteina, bloqueando la entrada de los antibidticos al interior
de la bacteria [19].

1.5.2.1. Transferencia horizontal de genes (HGT).
La transferencia horizontal de genes es el proceso por el cual se transfiere el

material genético entre organismos unicelulares, sin relacién de descendencia.
Este tipo de transferencia es la via principal para propagaciéon de los genes de
resistencia a antibioticos entre bacterias [20].
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Los principales mecanismos, a través de los cuales tiene lugar este proceso son:
transformacion, transduccion y conjugacion. En la transformacion la bacteria
toma material genético del medio exterior, incorporandolo a su estructura [21].

La conjugacién consiste en la transferencia de un plasmido (molécula de ADN
extracromosomico, generalmente circular) entre una bacteria donadora y una
bacteria receptora, durante el contacto directo entre ellas. Mientras que, durante
la transduccion, el ADN cromosomico es transferido de una bacteria a otra
mediante un bacteriéfago (virus que infecta a una bacteria) [22].

Existe un cuarto mecanismo denominado transposicidbn que consiste en el
movimiento de transposones, los cuales son elementos genéticos moviles que
pueden tomar genes de resistencia a antibiéticos, e incorporarlos en un plasmido
0 un cromosoma [22].

Los mecanismos descritos anteriormente se muestran en la siguiente figura.

TRANSFORMATION

Figura 1.1. Mecanismos de transferencia horizontal de genes [23].

1.6. Técnicas para la eliminacién de la contaminacion por purines y lodos
de depuradora.

En la actualidad, numerosas técnicas han sido implementadas con el objetivo de
disminuir o eliminar la contaminacion por genes de resistencia a antibioticos,
presentes en los residuales provenientes de las plantas de tratamiento de aguas
y de la industria ganadera.

En este aspecto, algunas de las técnicas mas utilizadas son los tratamientos
biolégicos, entre los que se encuentran la digestidn anaerobia y los fisicos tales
como, la hidrélisis térmica, la filtracion por membranas, el proceso de adsorcién
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con carbén activo, la desinfeccién por radiacién ultravioleta, ozonizacién, la
oxidacion avanzada, la fotocatalisis, la oxidacion catalitica y la sondlisis [24].

Entre estos tratamientos, la digestion anaerobia se presenta como una
alternativa factible para la remocion de genes de resistencia a antibidticos,
debido a la experiencia y resultados adquiridos a partir del uso de este proceso
para la eliminacion de microorganismos patdégenos. Sumando a esto,
investigaciones realizadas han confirmado que las otras tecnologias son, a pesar
de su eficacia, sumamente costosas y demandan un gran consumo de energia.
Ademas de que, durante la aplicacion de muchas de ellas, se generan
compuestos toxicos, que resultar dafiinos para el ser humano y el medio
ambiente.

El empleo de la digestion presenta numerosas ventajas, tales como altos
rendimientos de eliminacibn de materia organica, bajos requerimientos
nutricionales, baja demanda de energia y, parejo a todo esto, el biogas generado
en el proceso [24].

La hidrolisis térmica también se ha mostrado como una propuesta tentativa ya
que es ampliamente utilizada como pretratamiento de la digestion anaerobia, con
el objetivo de hidrolizar la materia organica, cuando la etapa limitante en este
proceso es la hidrolisis. Referido a este uso, numerosas investigaciones han
demostrado que posibilita, ademas, la remocién de microorganismos patdgenos.

En la actualidad, se ha apostado por su empleo como postratamiento debido a
que, durante etapa de digestion anaerobia, pueden crearse las condiciones para
que estas colonias de microorganismos vuelvan a proliferar. Sumado a esto, la
implementacion de la hidrélisis térmica, presenta bajos costos operacionales y
altas eficiencias [25].

1.6.1. Digestion anaerobia.

La digestion anaerobia es un proceso bioquimico mediante el cual los
microorganismos, en ausencia de oxigeno, degradan la materia organica
obteniéndose como producto final biogas y un lodo estabilizado, conocido como
digestato.

En la actualidad este proceso es ampliamente utilizado en el tratamiento de las
aguas residuales que poseen altas cargas organicas y de residuos organicos
provenientes de los sectores industriales, urbano, ganadero, agricola y
alimenticio. Con su aplicacion se logra la mineralizacion de la materia organica,
el aprovechamiento energético de los residuos organicos y el incremento del
valor fertilizante del lodo obtenido [26].

El biogas es el subproducto méas importante de la fermentacion anaerobia ya que
es considerado una fuente de energia renovable por su alto contenido de metano
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(CHa), el cual representa entre un 50 y un 70% de la composicién total del mismo.
La cantidad final de metano dependera de la materia prima empleada y del
correcto funcionamiento del proceso. El otro componente mayoritario es el
dioxido de carbono (COz), cuya proporcion oscila entre un 30 y un 50%, aunque
también puede contener otros gases tales como hidrégeno (Hz), nitrégeno (N2),
oxigeno (O2) y sulfuro de hidrégeno (H2S), en pequefias proporciones [27].

El digestato obtenido en la fermentacion anaerobia es una suspension acuosa
gue contiene una gran cantidad de compuestos organicos de origen vegetal y
microbiano, ademas de numerosos elementos minerales entre los que se
encuentran nitrégeno, fésforo, potasio (K) y calcio (Ca). Por su contenido de
nutrientes inorganicos, el lodo constituye un potencial biofertilizante para el
abono de las tierras de cultivo [28].

1.6.1.1. Etapas de la digestion anaerobia.

El proceso de digestion anaerobia resulta complejo tanto por el niamero de
reacciones bioquimicas que tienen lugar, como por la cantidad de grupos de
bacterias involucradas en él. La degradacion de la materia organica en ausencia
de oxigeno consta de cuatro etapas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis.

Durante la primera etapa, enzimas extracelulares excretadas por bacterias
hidroliticas, transforman las moléculas organicas complejas y los sélidos
organicos no disueltos en compuestos mas simples y solubles, respectivamente,
a partir de reacciones de hidrdlisis. En esta fase las enzimas rompen las cadenas
que componen a los polimeros para su conversibn en monémeros, moléculas
mas simples utilizadas como fuente de alimento y energia por las bacterias que
no son capaces de degradar estos compuestos. De manera general se
degradan proteinas, carbohidratos y lipidos, por medio de amilasas y proteasas,
formandose los correspondientes mondmeros: aminoacidos, azucares y acidos
grasos [29].

En la acidogénesis, los productos obtenidos en la fase hidrolitica son
transformados, por la accion de bacterias acidogénicas, en acidos grasos
volatiles tales como acético, propidnico y butirico. En esta etapa también se
produce amoniaco (NHs), debido a que, durante la transformacion de las
proteinas, el nitrdgeno organico es convertido en nitrégeno amoniacal [30].

Seguido de esta etapa tiene lugar la acetogénesis en la cual las bacterias
productoras de acetatos, transforman los &cidos organicos en acido acético,
hidrogeno y dioxido de carbono [30].

Por udltimo, tiene lugar la metanogénesis en la cual se obtienen como productos
finales metano y diéxido de carbono. En esta fase participan dos grupos
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principales de bacterias, las metanogénicas acetoclasticas y las metanogénicas
hidrogenotroficas. El primer grupo es el encargado de transformar el acido
acético, obtenido durante la acetogénesis, en dioxido de carbono y metano. Esta
sera la principal via de formacion del metano, proporcionando alrededor del 70%
del total producido. Las bacterias metanogénicas hidrogendfilas, tiene como
funcion formar agua y metano a partir del hidrogeno y diéxido de carbono
producidos en la etapa anterior [31]. La figura 1.2 muestra las etapas que fueron
descritas anteriormente.

Materia organica compleja
(carbohidratos, lipidos y proteinas)

HIDROLISIS

(Bacterias fermentativas hidroliticas)

2

Componentes organicos simples
(azdcares, acidos grasos y aminodacidos)

ACIDOGENESIS

Bacteria fermentativa acidogénica

Acidos organicos voléatiles (cadena larga),
alcoholes, cetonas

ACETOGENESIS

Bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno I Baclerias acetogénicas

H2, CO; - Acetato

vyv

(Bacterias acetogénicas consumidoras de hidrégeno) I

METANOGENESIS 2 A
Metanogénicas hidrogenotréficas Metanogénicas acelociasicas

- CH,, CO,
Figura 1.2. Etapas de la digestion anaerobia [32].

1.6.1.2. Digestion anaerobia como alternativa para la eliminacién de
bacterias resistentes a los antibidticos.

En la actualidad, numerosas investigaciones se han enfocado en la evaluacion
de la digestion anaerobia como método para la eliminacion de genes de
resistencia a los antibiéticos, presentes en las aguas residuales y en los residuos
organicos provenientes de diversas industrias.

Si bien el proceso se presenta como una alternativa viable, se han de tener en
cuenta una serie de factores de los cuales dependera su eficacia. La tecnologia
empleada para llevar a cabo la digestion anaerobia y la temperatura a la cual se
operara el reactor, son los dos aspectos principales en este sentido [33,34].

En una investigacion realizada por Aziz et al., 2022 [33] fueron analizadas
distintas tecnologias para la remocion de genes de resistencia a antibiéticos,
presentes en aguas residuales, a través de la digestiébn anaerobia. El estudio
comprendié la evaluacion de cinco sistemas y los resultados obtenidos
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permitieron seleccionar al biorreactor anaerobio de membranas como el mas
conveniente. El disefio en cuestion brinda los mejores rendimientos de
eliminacion para los genes resistentes a los antibiéticos de los siguientes grupos:
sufamidas (sull, sul2), tetraciclinas (tetO, tetW), macrélidos (ermF, ermB) y
betalactamicos (blanpwm-1, blactx-m-15, bla oxa-a8, bla oxa-1).

En relacion con la temperatura (T), recientes estudios han demostrados que la
digestion anaerobia operada en modo termofilo (T>45 °C), es mas eficiente que
la operada en modo mesdfilo (20 °C <T<45 °C). Probablemente, esto se asocie
con la desnaturalizacién que sufren algunos de los componentes de las células
bacterianas a elevadas temperaturas, lo que causa la inactivacion del
microorganismo.

Pandey et al., 2011 [35] analizaron el impacto de la temperatura en la
eliminacién de patdgenos presentes en estiércol vacuno, para lo cual llevaron a
cabo tres procesos de digestion anaerobia a 25, 37 y 55 °C. Tras finalizar la
experimentacion se pudo concluir que las tasas de inactivacion de patégenos a
55 °C, fueron de 15 a 17 veces mayores que las alcanzadas a 25y 37 °C.

Otro estudio realizado por Zhang et al., 2021 [36] compara también la digestion
anaerobia mesofila y termdfila en cuanto a remocion de patdgenos resistentes a
antibioticos presentes en lodos de depuradora. Con este objetivo evalu6 el
proceso a las temperaturas de 25, 37 y 55 °C, concluyendo que la digestion
anaerobia termdfila brinda una remocién mayor que la mesdfila.

1.6.2. Hidrolisis térmica.

La hidrélisis térmica es un proceso fisico-térmico en el cual se logra romper la
estructura de los polimeros de cadena larga, obteniéndose moléculas organicas
mas simples, a partir de la aplicacion de elevadas temperaturas (de 140 a 170
°C) y presiones (de 6 a 9 bar), durante un tiempo establecido [37].

Esta tecnologia es ampliamente utilizada como pretratamiento en la digestion
anaerobia cuando la materia organica se encuentra en forma de particulas, lo
que sitia a la hidrolisis como etapa limitante en el proceso. Sus funciones
principales: son solubilizar los sdélidos organicos suspendidos y desintegrar la
estructura de las moléculas organicas complejas, presentes en el residual, con
el objetivo de que el sustrato esté mas asequible para las bacterias, durante la
biodegradacion [38].

La aplicacion de la hidrélisis térmica como pretratamiento consigue aumentar el
rendimiento del proceso de digestibn anaerobia, ya que permite acelerar la
velocidad de la reaccién en la etapa de hidrolisis, obteniéndose menores tiempos
de retencion en los reactores. Ademas, se incrementa la carga organica del
digestor, lo que trae consigo una mayor produccién de biogas. Otro de los
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resultados de la implementacion de esta tecnologia es que logra una disminucion
en el volumen del digestato y aumenta su calidad, ya que reduce la
concentracion de microorganismos patdégenos presentes en él, permitiendo su
utilizacién como biofertilizante [39].

1.6.2.1. Hidrélisis térmica como alternativa para la eliminacion de bacterias
resistentes a los antibioticos.

La hidrolisis térmica, como pretratamiento, también es empleada para eliminar
de los residuales, microorganismos patdogenos que contienen genes de
resistencia a los antibiéticos. En este proceso, la remocion de los patdégenos
tiene lugar debido a las altas temperaturas que se alcanzan, las cuales destruyen
el material genético de la célula, causando la inactivacién de las bacterias [40].

A pesar de que son bien conocidos los beneficios que muestra el pretratamiento
con hidrdlisis térmica en la eliminacion de bacterias resistentes a antibidticos,
recientes estudios evidencian que, durante el proceso de digestion anaerobia,
estos microorganismos pueden regenerarse [41]. Por esta razdén, numerosas
investigaciones han sido encaminadas al analisis de las ventajas que brinda la
hidrélisis térmica como postratamiento. Los ensayos experimentales muestran
que, con el nuevo disefio, se logra reducir considerablemente la concentracion
de bacterias presentes en el residual.

En un estudio realizado por Cai et al., 2021 [41], fueron evaluados los efectos
de la temperatura en la remociéon de patdgenos presentes en un digestato,
durante el postratamiento con hidrolisis térmica. El disefio experimental consistié
en un proceso de hidrélisis a diferentes temperaturas (80, 120, 160 y 180 °C),
para un periodo fijo de 30 minutos. En este caso no se vari6 el tiempo ya que
investigaciones anteriores afirman que, la temperatura tiene mas impactos
significativos en la biodegradabilidad, durante la hidrolisis térmica, que el tiempo
de duracion del proceso.

Los resultados alcanzados permitieron concluir que para un tiempo de 30
minutos y una temperatura de 180 °C, se redujo la concentracion de
microorganismos en 4 logs con respecto a la cantidad inicial, lo que supone una
remocion considerable. Los autores afirman también que, el lodo estabilizado
puede ser utilizado como biofertilizante, ya que no representa ningun riesgo
ecologico debido a su baja concentracion de microorganismos patégenos [41].

Con el empleo de esta tecnologia también se logra reducir la viscosidad del
fango, por lo que aumenta su capacidad de deshidratacion. La mejora obtenida
favorece el proceso de separacion solido-liquido, permitiendo alcanzar mayores
rendimientos en la etapa de deshidratacion posterior a la hidrdlisis térmica. Como
resultado, se obtiene un lodo mas deshidratado, lo que representa una ventaja,
ya que facilita su manejo y reduce los costos asociados a su gestion [42].
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Capitulo 2. Materiales y métodos.

En el presente capitulo se describe el procedimiento experimental del proceso
de digestion anaerobia, el montaje de la experimentacion y la evaluaciéon de los
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos durante el tiempo de investigacion.
El estudio se realizd en el Instituto de Procesos Sostenibles (ISP) de la
Universidad de Valladolid (Uva).

2.1. Caracterizacion de las materias primas empleadas.

2.1.1. In6culo.

El fango anaerobio utilizado durante la experimentacién proviene del proceso de
digestion anaerobia, realizado en la Planta de Tratamientos de Aguas
Residuales de la provincia de Valladolid. La caracterizacion fisico-quimica del
lodo se realiz6 mediante la determinacion de los pardmetros que se presentan
en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Parametros fisico-quimicos analizados en el fango anaerobio.

Parametros Método de ensayo
Fisico-Quimicos
Demanda Quimica de Oxigeno Total (DQOotal) Reflujo cerrado
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble (DQOsoube) APHA-AWWA-WPCF (1992)
Nitrégeno Total (NKT) APHA-AWWA-WPCF (1992)

iy . Destilaciéon
Nitrdgene Amoniacal APHA-AWWA-WPCF (1992)
Solidos Totales (ST)
. . APHA-AWWA-WPCF (1992
Sélidos Volatiles (SV) CF (1992)
Electrométrico

PH APHA-AWWA-WPCF (1992)

2.1.2. Fango mixto espesado.

El fango mixto espesado (FME) que se utilizé para realizar los ensayos, esta
compuesto por los lodos provenientes de los tratamientos primarios y
secundarios de la Planta de Tratamientos de Aguas Residuales de la provincia
de Valladolid.

2.1.3. Purin de cerdo.

El purin de cerdo (P) empleado en los ensayos, proviene de una granja porcina
localizada en el pueblo Narros de Cuéllar, perteneciente a la provincia de
Segovia.

La caracterizacion fisico-quimica y microbiologica de ambos sustratos se realizo
a partir la determinacion de los parametros que se presentan en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Parametros fisico-quimicos y microbiolégicos analizados en los sustratos.

Parametros Método de ensayo
Microbiolégico
Reccién en Cadena de la Polimerasa (qPCR) Método Interno
Fisico-Quimicos
Demanda Quimica de Oxigeno Total (DQOotal) Reflujo cerrado
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble (DQOsoube) APHA-AWWA-WPCF (1992)
Nitrégeno Total (NKT) APHA-AWWA-WPCF (1992)
Destilacion

Nitrogeno Amoniacal APHA-AWWA-WPCF (1992)

Sdélidos Totales (ST)
Sdélidos Volatiles (SV)
Acidos Grasos Volatiles (AGVs) Cromatografia de Gases
Electrométrico
APHA-AWWA-WPCF (1992)

APHA-AWWA-WPCF (1992)

pH

2.2. Proceso de digestion anaerobia.

Con el objetivo de estudiar la eliminacion de los microorganismos patdgenos que
contienen genes de resistencia a antibidticos, presentes en el purin de cerdo y
en el fango mixto anaerobio, se evalué un proceso de digestion anaerobia
mesofila. También se analizé el aprovechamiento energético de ambos
residuales a partir de la produccion de biogas. Para ello se realizé un estudio a
escala de laboratorio durante 40 dias comprendidos entre el 23 de mayo y el 1
de julio del 2022.

Para el desarrollo de la investigacion se llevaron a cabo, de manera simultanea,
dos procesos de digestion anaerobia. En ambos se utilizd como in6culo el fango
anaerobio, que porta el consorcio bacteriano encargado de degradar la materia
organica y producir el biogas. Como fuente aportadora de nutrientes y materia
organica fueron empleados dos sustratos, el fango mixto espesado y el purin de
cerdo.

La tabla 2.3 muestra el esquema del ensayo experimental, representado también
en la figura 2.1, y la distribucion de los sustratos en el mismo.

Tabla 2.3. Estructura del ensayo experimental.
Reactor Identificacion In6culo Sustrato
Reactor No.1 R . Purin de cerdo
Fango anaerobio .
Reactor No.2 R> Fango mixto espesado
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Figura 2.1. Esquema del proceso de digestion anaerobia. Izquierda (Reactor No.2),
derecha (Reactor No.1).
2.2.1. Montaje del experimento.
El ensayo se llevé a cabo en dos reactores de mezcla perfecta operando en
modo semicontinuo. El patron de flujo mezcla perfecta se obtuvo por agitacion
magnética y para garantizar las condiciones termdfilas se situaron ambos
reactores en una camara caliente, a una temperatura de + 35 °C.

Para determinar el volumen al cual iban a operar los reactores, se calculo el
volumen total a partir de la siguiente ecuacion.

V=m*xr®xh Ec. 2.1

Donde:
r: radio del reactor
h: altura del reactor

La siguiente tabla muestra las medidas para ambos reactores.

Tabla 2.4. Dimensiones de los reactores.
Altura (h) Diametro (D) Radio (r) Volumen (V)
(cm) (cm) (cm) (L)
21,20 11,80 5,90 2,50

Una vez calculado el volumen total, se establecié que el volumen de operacion,
en cada reactor, seria de 2 L. Este ajuste se realiz6 debido a que durante la
digestién anaerobia puede ocurrir un proceso de formacion de espumas. Segun
la literatura consultada, ese suceso ocurre principalmente por dos razones, una
sobrealimentaciéon durante la fase de arranque del digestor o, debido a que las
bacterias tuvieron una rapida adaptacion al sustrato, por lo que pueden generar
en un corto periodo de tiempo una gran cantidad de biogas [42].
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Con el objetivo de cuantificar la produccién de biogas, se utilizaron dos
medidores de pulsos, los cuales fueron acoplados a los digestores a través de
unos tubos de poliuretano de diametros externo e interno, 8 y 55 mm,
respectivamente. Al reactor No.1 fue conectado el medidor No.1, mientras que
al reactor No.2 se acopl6 el medido No.2.

Previo a iniciar el proceso ambos medidores fueron calibrados, con el objetivo
de detectar algun error en las conexiones realizadas que pudiera provocar la
fuga del gas. Para iniciar la etapa de calibracion se determiné el volumen de
biogas que se obtenia por cada pulso emitido, para lo cual se calcul6 el volumen
ocupado por el gas entre las varillas pequefia y mediana que posee el medidor.
La siguiente figura muestra el disefio del equipo y la ubicacion de las varillas
anteriormente mencionadas.

Varllla med|ana

e M ‘

Varilla pequefia U

Figura 2.2. Medidor de pulsos. Izquierda (Vista frontal), derecha (Vista lateral).

La tabla 2.5 muestra las mediciones asociadas a las varillas y el volumen de
biogas obtenido por pulso.

Tabla 2.5. Dimensiones de los medidores de pulso.

Medidor No.1 Medidor No.1

Longitud de la varilla pequeia (cm) 2,70 2,90
Longitud de la varilla mediana (cm) 7,00 7,10
Distancia entre varillas (cm) 4,30 4,20
Diametro del medidor (cm) 5,00 5,00
Radio del medidor (cm) 2,50 2,50
Volumen de Biogéas producido por pulso (cm?®) 84,40 82,46

Durante la calibracién fue utilizada una bomba marca Watson-Marlow modelo
323 (Figura 2.3), la cual se establecié que operaria a una velocidad angular de
Srpm.
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Figura 2.3. Bomba empleada en la calibracion de los medidores.

Para determinar el caudal de aire que suministraria la bomba a esa velocidad,
se realizé la prueba de la probeta invertida. El inicio del experimento consistié en
colocar una probeta llena de agua hasta un volumen de 100 mL, de manera
invertida, en un recipiente lleno de agua hasta una altura inferior a la de la
probeta. Posteriormente se bombeo aire en el interior de la misma, durante un
determinado tiempo, con el objetivo de hallar el volumen de agua que ha sido
desplazado por el aire. La prueba se realiz6 por triplicado y el tiempo empleado
en cada experimento fue de 6 minutos.

La figura 2.4 muestra un esquema de la prueba y los resultados obtenidos, con
la misma, se muestran en la tabla 2.6.

Aire
suministrado
por la bomba

£ T T

Figura 2.4. Representacion de la prueba de la probeta invertida [43].

Tabla 2.6. Resultado de la prueba de la probeta invertida.
Pruebas Tiempo consumido Volumen consumido Caudal suministrado

realizadas (minutos) (mL) (mL/min)
No.1 6 64 10,67
No.2 6 64 10,67
No.3 6 64 10,67
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Para la calibracién de los medidores ambos reactores se llenaron de agua hasta
un volumen de 2 L y la bomba fue conectada primeramente a R1 y posteriormente
a Rz, durante un tiempo determinado. Al finalizar la prueba se debia comprobar
si el caudal de aire suministrado por la bomba era el mismo que estaba llegando
al medidor de biogéas. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Tabla 2.7. Resultados de la calibracion de los medidores.
Tiempo de la medicién Caudal emitido por el medidor

Medidor (minutos) Pulsos (mL/min)
No.1 1320 132 8,44
No.2 1340 161 9,90

Tras la medicién realizada se concluyd que no existen fugas ya que el aire que
llega al medidor es, aproximadamente, el mismo que el suministrado por la
bomba.

Una vez finalizada la calibracion se procedio al montaje del experimento, para lo
cual se alimentaron en ambos reactores 2 L de fango anaerobio. El in6culo se
fue sometido a una fase de acondicionamiento durante 48 horas, con el objetivo
de que los microorganismos se adaptaran a las nuevas condiciones presentes
en el medio.

Posteriormente fueron inoculados en el reactor No.1, 100 mL del sustrato purin
y en el reactor No.2, 100 mL del sustrato fango mixto espesado, se esperaron 48
horas para que los microorganismos adaptaran su sistema al nuevo sustrato y
se extrajeron los primeros 100 mL de efluente. Para garantizar que el proceso
operara en modo semicontinuo se alimentaron diariamente 100 mL de ambos
sustratos y se extrajeron 100 mL de efluente de cada digestor.

2.2.2. Variables respuestas.
Las variables estudiadas para el seguimiento y evaluacion del proceso se
muestran en la tabla 2.8.

Tabla 2.8. Parametros fisico-quimicos y microbiolégicos analizados en el fango
anaerobio.

Parametros Método de ensayo
Microbiolégico
Reccion en Cadena de la Polimerasa (qQPCR) Método Interno
Fisico-Quimicos
Demanda Quimica de Oxigeno Total (DQOrotal) Reflujo cerrado
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble (DQOsoube) APHA-AWWA-WPCF (1992)
Nitrdgeno Orgénico APHA-AWWA-WPCF (1992)
Destilacion

Nitrégeno Amoniacal APHA-AWWA-WPCF (1992)
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Solidos Totales

Solidos Volatiles

Acidos Grasos Volatiles (AGVs)
Composicion del Biogas

APHA-AWWA-WPCF (1992)

Cromatografia de Gases

Electrométrico

PH APHA-AWWA-WPCF (1992)

Como paso previo al ensayo de gPCR, se realiz6 el procedimiento de extraccion
del acido desoxirribonucleico (ADN), con el fin de separar y purificar el material
genético para su posterior analisis. El método empleado para realizar la
extraccién fue el DNeasy PowerSoil Pro Kit, el cual es ampliamente utilizado para
el aislamiento del ADN bacteriano de muestras de suelo, incluidas muestras de
compost, sedimentos y estiércol [44].

Una vez purificado el ADN de la muestra, se procedio a realizar el ensayo de
gPCR a partir de la metodologia descrita a continuacion.

1. Preparar de 2 a 7 diluciones seriadas del gblock correspondiente al gen a
amplificar, a partir de un medio conservado en esperma de salmén.
2. Preparar la cabina de seguridad para proceder a la preparacion de la master
mix.
3. Preparar 40 muestras de la master mix, afiadiendo los siguientes
componentes:
¢ 400 pL NZY MM
e 32 pL primer
32 uL R primer
16 pL H20
. Mezclar los reactivos a medida que se afiadan.
. Identificar y preparar la placa.
. Afadir 12 pL de la master mix en cada posicion de la placa.
. Afadir 3 pL del gblock , de los controles positivo y negativo y de las muestras,
segun el orden dispuesto en la plantilla.
8. Una vez finalizado el procedimiento, sellar y centrifugar la placa.
9. Insertar la placa en el equipo.
10. Esperar 1 hora y observar los resultados.

~N O O b~

Para la medicién de las DQO se realizaron diluciones previo al analisis debido a
que, si la muestra esta demasiado concentrada, el valor de la DQO sera superior
al valor maximo del intervalo de trabajo (300-1000 mg O:2/L), por lo que el
dicromato de potasio utilizado para oxidar la materia organica se consumira
completamente y no sera posible realizar la medicion. Las diluciones realizadas
para durante el ensayo, se muestran en la tabla 2.9
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Tabla 2.9. Diluciones (mL) realizadas para la determinacion de las DQO.

Purin de cerdo  Fango mixto espesado R1 R2
DQOrotal 1:100 1:50 1:100/1:50 1:50/1:25
DQOsouple  1:50 1:50/1:25 1:50 1:50/1:25

Para el andlisis del Nitrégeno organico fueron pesados 2,5 g de cada muestra y
no fue necesario realizar diluciones. Para el caso del Nitrogeno amoniacal
primeramente se determiné el pH de las muestras, con el objetivo de verificar
gue su valor no fuera superior a 8, ya que valores mayores que este desplazan
el equilibrio hacia la formacion de amoniaco. Este proceso traeria consigo la
pérdida de muestra, ya que el amoniaco formado, al ser un gas, se volatiliza.

Una vez verificado el valor del pH, se realizaron diluciones de las muestras con
el objetivo de minimizar el consumo de acido sulfurico, reactivo utilizado durante
la valoracién. La tabla 2.10 muestra las diluciones realizadas para la
determinacion del Nitrdgeno amoniacal, durante el ensayo experimental.

Tabla 2.10. Diluciones (mL) realizadas para la determinacion del Nitrdgeno amoniacal.
Purin de cerdo  Fango mixto espesado R1 R2
2:25 2:25 2:25 2:25

El analisis cuantitativo de los &cidos grasos volatiles se realiz6 mediante la
Cromatografia de Gases en un cromatografo Agilent 7820. Se utilizO una
columna TEKNOCROMA Packed, con Helio como gas portador a un flujo de 45
mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 350 °C, mientras que la
temperatura del horno fue ascendiendo hasta alcanzar un valor de 180 °C (Tabla
2.11). El detector FID se mantuvo a una temperatura de 350 °C vy los flujos de
H2, Aire y N2 fueron de 45 mL/min, 350 mL/min y 10 mL/min, respectivamente.
El volumen de muestra a inyectar fue de 6 pL.

Tabla 2.11. Temperatura del horno (rampas).
Temperatura Tiempo  Tiempo total

°C/min (°C) (minutos) (minutos)
135 10 10,00

3 151 0 15,33

8 180 5 23,95

Para realizar este analisis, las muestras fueron centrifugadas y filtradas, y
posteriormente se realiz0, de cada una, las siguientes diluciones.

Tabla 2.12. Diluciones (L) realizadas para la determinacion de AGVs.
Purin de cerdo  Fango mixto espesado R1 R2
1:10 1:10 1:10 1:10
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El andlisis de la composicién del biogés se realizé mediante la Cromatografia de
Gases en un cromatografo Varian CP 3800. Se utilizé una columna Porabond
(Agilent) x Molesieve (Bruker), con Helio como gas portador a una presion de 18
psi. La temperatura del inyector se mantuvo a 150 °C, mientras que la
temperatura del horno se mantuvo a 45 °C, durante 5 minutos. El detector TCD
se mantuvo a una temperatura de 200 °C. El volumen de muestra a inyectar fue
de 10 pL.

2.2.2.1. Eficiencia de eliminacion Sdlidos Volatiles y DQOTotal.
Para determinar la eficiencia de eliminacion de soélidos volatiles y DQOrota S€
utilizaron las ecuaciones 2.2 y 2.3, respectivamente.

% Eliminacion SV = W * 100 Ec.2.2
0*2Vo

Donde:

Qo: caudal de alimentacion (kg/d)

SVo: concentracion de solidos volétiles en la alimentacion (g/kg)
Qr: caudal a la salida del reactor (kg/d)

SVr. concentracion de solidos volétiles en el efluente (g/kg)

*DQ0y—Q ¢xDQO
Q0*D@00—97*DA%7 , 10 Ec. 2.3
Qo*DQ0yg

% Eliminacion DQOrotq =

Donde:

Qo: caudal de alimentacion (L/d)

DQOo: valor de DQOTotal en la alimentacién (mg/L)
Qr: caudal a la salida del reactor (L/d)

DQO+: valor de DQOTotal en el efluente (mg/L)

2.2.2.2. Carga Organica Volumétrica.

Este pardmetro fue evaluado para cada sustrato a partir de la siguiente ecuacion.
cov =20 Ec.2.4
Donde:

COV: carga organica volumétrica (g SV/L*d)

Qo: caudal de alimentacion (kg/d)
SVo: concentracion de solidos volétiles en la alimentacion (g/kg)
Vr. volumen efectivo del reactor (L)

2.2.2.3. Volumen de biogas y metano producidos.

Los volumenes de biogas y metano producidos diariamente se determinaron a
través de las ecuaciones 2.5 y 2.6, respectivamente.
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Vbiogés = Npuisos * Vbiogés por pulso Ec.2.5

Donde:

Npuisos: NUMero de pulsos registrados diariamente

Vbiogas poOr pulso: volumen de biogéas producido por cada pulso emitido por el
medidor (mL). Para el caso del medidor No.1 acoplado a R1 y del medidor No.2
acoplado a Rz estos valores fueron 84,40 y 82,46 mL, respectivamente.

Vimetano = Fmetano * Vbiogés Ec. 2.6

Donde:
Fmetano: fraccion de metano en el biogas
Vbiogas: Volumen de biogas producido (mL)

2.2.2.3. Relacion metano producido/ DQOrotal €liminada.

Con el objetivo de obtener la cantidad de metano que se estaba produciendo por
cada gramo de DQOrotal €liminada, durante el proceso de digestion anaerobia,
se empleo la ecuacidén 2.9. Los valores sustituidos en dicha ecuacion fueron
determinados a partir de las ecuaciones 2.7 y 2.8.

DQO7oqieliminada = Qo * DQOy — Q5 * DQOf Ec. 2.7

Donde:

Qo: caudal de alimentacion (L/d)

DQOo: valor de DQOTotal en la alimentacion (g/L)
Q. caudal a la salida del reactor (L/d)

DQO+ valor de DQOTotal en el efluente (g/L)

Vinetano (TPN) = Zmetane”N"on Ec. 2.8
Donde:

Vmetano (TPN): metano producido en condiciones normales (mL)

Vmetano: metano producido (mL)

Tn: temperatura en condiciones normales (K)

Pn: presion en condiciones normales (mmHg)

T: temperatura a la que fue realizada la experimentacion (K)

P: presidn a la que fue realizada la experimentacion (mmHg)

NmL metano producido _ Vmetano (TPN) Ec. 2.9
g DQO eliminada DQOTotqieliminada T
Donde:

NmL metano producido: volumen de metano producido en condiciones normales
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2.3. Toma de muestras.

Durante el desarrollo de la experimentacidn se realiz6 un muestreo semanal en
los dos procesos para el analisis de todas las variables, a excepcion del gPCR y
la composicidon del biogas. Para la identificacion y cuantificacion de patdégenos
se tomaron muestras cada 21 dias, mientras que para el analisis de la
composicidon del biogas el muestro se realizé diariamente. En la tabla 2.13 se
observa la distribucion de los analisis durante el periodo de experimentacion.

Tabla 2.13. Distribucién de los andlisis durante el periodo de experimentacion.

Parametros Método de ensayo
Microbioldgico
Reccién en Cadena de la Polimerasa (qPCR) Cada 21 dias
Fisico-Quimicos
Demanda Quimica de Oxigeno Total (DQOrota) Cada 7 dias
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble (DQOsoluble) Cada 7 dias
Nitrogeno Orgéanico Cada 7 dias
Nitrégeno Amoniacal Cada 7 dias
Solidos Totales Cada 7 dias
Solidos Volatiles Cada 7 dias
Acidos Grasos Volatiles (AGVSs) Cada 7 dias
Composicion del Biogas Cada 24 horas
pH Cada 7 dias
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Capitulo 3. Resultados y discusion.

En el presente capitulo se exponen los resultados alcanzados a partir del
proceso de digestion anaerobia, evaluandose la efectividad del tratamiento
aplicado, a partir del analisis de las variables respuestas seleccionadas.

3.1. Caracterizacién de las materias primas empleadas.

3.1.1. In6culo.
La tabla 3.1. muestra los resultados obtenidos en la caracterizacién inicial del
fango anaerobio, utilizado como inéculo durante los ensayos experimentales.

Tabla 3.1. Caracterizacion del fango anaerobio.
Pardmetros fisico-quimicos

DQOTotaI DQOSqubIe STotaIes SVoIétiIes NTotaI NAmoniacaI pH
(mg O2/L) (mg O2/L) (9/kg) (9/kg) (mg N/L)  (mg N/L) (25°C)
15591 612 18,54 13,04 2133 2084 7,36

Para el caso de las DQOrotai Yy DQOsoluble, l0S valores obtenidos son similares a
los reportados en un estudio en el cual fue utilizado, como in6culo, un fango
anaerobio de origen similar al empleado en este trabajo [45]. Las
concentraciones de solidos totales y volatiles se corresponden con los valores
tipicos para este tipo de residual [46].

Respecto al nitrégeno total y amoniacal presentes en el inoculo, las
concentraciones de ambos son superiores a las reportadas en la literatura [46],
lo cual podria ocasionar problemas durante el proceso, por amonificacion del
sistema. En relacién al valor del pH, este es similar a los registrados en otros
estudios para lodos anaerobios [47].

3.1.2. Fango mixto espesado.

La tabla 3.2. presenta los resultados para la caracterizacion del fango mixto
espesado, utilizado como sustrato en el reactor No.2, durante los ensayos
experimentales.

Tabla 3.2. Caracterizacion del fango mixto espesado.
Parametros fisico-quimicos

DQOTotaI DQOSqubIe STotaIes SVoIétiIes NTotaI NAmoniacaI pH
(mg O2/L) (mg O2/L) (9/kg) (9/kg) (mg N/L)  (mg N/L) (25°C)
33045 1153 27,82 15,31 2 335 1274 6,04

Los valores de DQO total y DQO soluble obtenidos se encuentran en el intervalo
de datos reportados en diversos estudios, para fangos mixtos [46]. En relacion
a los solidos totales y volatiles, las concentraciones son similares a las expuestas
en otras caracterizaciones realizadas para este tipo de residual. Cabe destacar
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que la fraccién de sélidos volatiles representa un 55% del total de sélidos,
encontrandose este valor dentro del intervalo habitual para un lodo mixto [47].

Las concentraciones de nitrégeno total y amoniacal son elevadas, en relacion a
los valores tipicos. Con respecto al valor del pH, este se encuentra dentro del
intervalo establecido [47].

La siguiente tabla muestra la composicion de los &cidos grasos volatiles
presentes en el fango mixto. Segun la literatura consultada [46], estos valores
son similares a los reportados habitualmente para este tipo de sustrato.

Tabla 3.3. Composicion de los Acidos Grasos Volatiles presentes en el fango mixto
espesado.

AGVs Concentracién (mg/L)

Acético 83,28
Propionico 44,09
Butirico 18,58

3.1.3. Purin de cerdo.
Los resultados obtenidos tras la caracterizacidn inicial del purin de cerdo, se
muestran en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Caracterizacion del purin de cerdo.
Parametros fisico-quimicos

DQOTotaI DQOSqubIe STotaIes SVoIétiIes NTotaI NAmoniacaI pH
(mg O2/L) (mg O2/L) (g/kg) (g/kg) (mg N/L)  (mg N/L) (25 °C)
67 385 40 053 33,08 23,54 5796 4914 7,50

Los valores de DQO, ST y SV obtenidos se encuentran en los intervalos
registrados para estos parametros [48, lo cual evidencia las condiciones Optimas
gue presenta el residual evaluado, para su aplicacion como sustrato durante el
ensayo experimental.

Respecto a las concentraciones de solidos volatiles estas representan un 71%
de los sdlidos totales. El valor obtenido resulta elevado en comparacion con los
mencionados en otros estudios, los cuales reportan una relacion SV/ST de un
65%, para este tipo de sustrato [48,49].

Para el caso del nitrogeno total se conoce que los residuales porcinos poseen
una alta concentracion del mismo, con valores que oscilan entre los 2 000 y 10
000 g/kg [48,49]. En este caso el contenido de NKT es superior a este intervalo.
El nitrégeno amoniacal también es superior a las cifras reportadas por la
literatura, que habitualmente se encuentran entre los 1 000 y 8 000 g/kg [49].
Respecto a este valor obtenido, cabe mencionar que altas concentraciones de
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nitrégeno amoniacal podrian generar problemas durante proceso de digestion
anaerobia, inhibiendo el crecimiento de los microorganismos. El pH obtenido en
la caracterizacion, es similar a los reportados en la literatura consultada con un
valor de 7,60 [50]

Con respecto a la concentracion de acidos grasos volatiles, los valores obtenidos
se muestran en la siguiente tabla. De manera general se puede afirmar que el
contenido de acidos grasos volétiles presente en el sustrato, es inferior a las
concentraciones reportadas por la literatura para el estiércol porcino [48].

Tabla 3.5. Composicién de los Acidos Grasos Volatiles presentes en el purin de cerdo.

AGVs Concentracién (mg/L)
Acético 933
Propionico 338
Butirico 293

3.2. Evaluacion del desempefio de la digestion anaerobia.

Los resultados obtenidos durante el proceso de digestién anaerobia, se exponen
a continuacion. Para su analisis y discusién seran comparados con resultados
obtenidos anteriormente, en estudios similares.

3.2.1. Eliminacién de materia orgénica.

3.2.1.1. Analisis de la DQOrotai €n la digestion de purines.

Los graficos mostrados a continuacion permiten evaular el comportamiento de la
DQO y su rendimiento de eliminacion en el proceso de digestidbn anaerobia de
purines, realizado en el reactor No.1.
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Figura 3.1. Comportamiento de la biodegradabilidad en R;.

Se puede observar que para el caso del sustrato purin los valores de DQO
oscilaron en el intervalo de 89 703 a 51 972 mg O2/L. Esta disminucion de la
materia organica puede deberse a que, a pesar de que el sustrato estaba
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almacenado a una temperatura de 4 °C para preservar el contenido del mismo,
pueden existir en €l microorganismos psicrofilos capaces de degradar la materia
organica a bajas temperaturas. No obstante, los valores obtenidos se
mantuvieron, durante el periodo de experimentacion, en el intervalo habitual
reportado en la literatura para eyecciones porcinas [49].

Con respecto a la etapa de digestion anaerobia, durante la segunda semana de
experimentacion (7™° al 14% dia) se observé una disminucién en los valores de
DQO a la salida del reactor, desde 30 000 a 25 000 mg 02/L, con un porcentaje
eliminacién de 68 y 60%, respectivamente. Cabe destacar que, el indculo
empleado fue confeccionado con 1 L de FME procedente de la EDAR de
Valladolid y con 1 L de un FME, proveniente de proceso de digestion anaerobia
de purines de cerdo. Debido a esto es que, al inicio del proceso, se obtienen
rendimientos de eliminacion de materia organica tan elevados.

Entre los dias 14 y 21 la DQO medida en el efluente continué disminuyendo hasta
un valor de 16 612 mg 02/L, para un rendimiento de eliminacion del 78%. A partir
del dia 21 el sistema logra estabilizarse, provocando una disminucion en la
variacion de DQO en el efluente, la cual alcanz6 valores de 17 354 y 14 199 mg
02/L, para los dias 28 y 35, respectivamente. Dicha estabilidad se logra debido a
gue el tiempo de retencidn Optimo para estos sistemas es de 15 a 20 dias [49].
Los rendimientos de eliminacion obtenidos en esta etapa fueron de 67 y 77%.

En estudios realizados por Fernandez, L. (2016) [51] y Ndegwa et al. (2008)
[52], en los cuales fueron evaluados procesos de digestion anaerobia a 35 °C
empleando como fuente de sustrato eyecciones porcinas, se obtienen niveles de
remocion de materia organica de 65y 80%, respectivamente. De manera general
se puede afirmar que los niveles de remocién de materia organica alcanzados
son similares a los obtenidos en investigaciones previas, por lo que se concluye
gue el proceso se realiz6 correctamente.

3.2.1.2. Anélisis de la DQOrotai €n la digestion de lodos.
Los graficos mostrados a continuacion muestran los valores de los parametros

DQO y rendimiento de eliminacién de DQO, obtenidos en el proceso de digestion
anaerobia del fango mixto espesado.
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Figura 3.2. Comportamiento de la biodegradabilidad en Ra.

En relacion a la DQO medida en la alimentacion, se observa que durante las 3
primeras semanas no existié gran variacion con respecto a este parametro,
obteniéndose cifras entre los 28 086 y 26 246 mg 02/L. Posteriormente se
produce una disminucion hasta 22 923 mg 02/L, registrada el dia 28, pero luego
los valores vuelven a aumentar hasta 28 491 mg 02/L, en la Gltima semana. El
descenso registrado el dia 28 pudo deberse a un error producido en la toma de
muestras, especificamente durante la homogeneizacién, lo que conllevé a la
obtencion de resultados incorrectos. Los valores presentados son similares a los
reportados en otro estudio en el cual se realizé6 un proceso de digestion
anaerobia utilizando como alimentacién el FME [53].

Con respecto a la DQO medida a la salida del reactor los valores obtenidos
durante los primeros 14 dias, fueron de 12 668 y 13 248 mg 02/L. Posteriormente
ocurrié una disminucion hasta 10 023 mg 02/L el dia 21, fecha a partir de la cual
el sistema alcanza la estabilidad, mostrando cifras de 11 415y 10 092 mg 02/L,
para los dias 28 y 35, respectivamente. Dicha fase, en la cual el sistema alcanza
la estabilidad, coincide con el tiempo de retencion reportado para estos sistemas,
el cual es de 20 dias [54].

Para el caso de los rendimientos de eliminacion, de manera general se puede
afirmar que los valores tuvieron un comportamiento estable durante toda la
experimentacion. En las tres primeras semanas se registraron porcentajes de 54,
51y 61%, para los dias 7, 14 y 21, respectivamente. Posteriormente el nivel de
remocion present6 un descenso hasta el 50% en la cuarta semana, pero luego
aumentd nuevamente hasta el 64% el dia 35.

Los niveles se remocion determinados en los dias 7, 14 y 28, coinciden con el
rendimiento de eliminacion de 52%, obtenido en un ensayo de digestion de lodos
realizado por Diaz, I. et al., (2010) [54]. Los valores obtenidos en los dias 21y
35, son superiores a los reportados habitualmente para este tipo de procesos,
los cuales son de un 50% [55].
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A pesar de que estos valores no se corresponden con los tipicos, en un estudio
realizado por Seco, S. (2022) [53], en el que fue empleado FME procedente de
una EDAR como alimentacion, se reportan porcentajes de eliminacién de un
68%.

3.2.1.3. Sélidos voléatiles y rendimiento de eliminacion de sélidos volatiles
en la digestion de purines.

La figura 3.3 representa el contenido de solidos volatiles presentes en la
alimentacion y el efluente del reactor No.2, ademas de los niveles de remocion
alcanzados durante el proceso digestion anaerobia.
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Figura 3.3. Comportamiento y rendimiento de eliminacion de los sélidos volatiles en R;.

Durante el periodo de experimentacion el contenido de solidos volatiles
presentes en el sustrato purin oscilé entre 22,60 y 25,35 g/kg, cifras similares a
las reportadas por la literatura para proceso en los cuales es utilizado el estiércol
porcino como sustrato [51]. Los valores de este parametro medidos a la salida
del reactor oscilaron entre los 12,29 y 15,23 g/kg.

Con respecto al porcentaje de eliminacion de sélidos volatiles, entre los dias 7 y
14 se registré una disminucion del 45,62 al 37,27 %, lo cual puede deberse a
que la microbiota presente en el in6culo aun estad adaptando su sistema a la
nueva fuente de sustrato. A partir de esa fecha se observa un incremento en este
parametro hasta el valor de 46,35 %, registrado el dia 28. Los rendimientos de
eliminacién obtenidos son similares los reportados por la literatura para este tipo
de procesos, oscilando entre un 35y 55% [51].

3.2.1.4. Sélidos volatiles y rendimiento de eliminacién de sdlidos volétiles
en la digestion de lodos.

Los graficos mostrados a continuacion presentan las concentraciones de soélidos
volatiles medidas en la alimentacion y el efluente del reactor No.2, y los
rendimientos de eliminacion que se obtienen durante el ensayo experimental.
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Figura 3.4. Comportamiento y rendimiento de eliminacion de los sélidos volétiles en Ro.

Para el caso del sustrato, los valores de solidos volatiles registrados en las dos
primeras semanas fueron de 18,01y 18,56 g/kg. Entre los dias 14 y 21 se produjo
un aumento de la concentracion, alcanzando la cifra de 22,78 g/kg. Durante la
semana comprendida entre los dias 21 y 28 practicamente no se evidencio
variacion en la concentracion de soélidos volatiles, obteniéndose un valor de 22,26
g/kg. Las concentraciones obtenidas son similares a las reportadas por Seco, S.
(2022) [53], para un FME utilizado como sustrato en un proceso de digestion
anaerobia.

En el efluente la concentracion de soélidos volatiles entre los dias 7 y 14 se
mantuvo entre 10,80 y 13,18 g/kg, mientras que a partir del dia 14 y hasta el dia
28 estos fueron disminuyendo paulatinamente hasta alcanzar un valor de 8,39

a/kg.

Con respecto a la eliminacion de los solidos volatiles entre el dia 7 y el dia 14,
se observa una disminucion de un 40,03 a un 28,99 %. A partir del dia 14, se
produce un incremento en este parametro hasta alcanzar el valor de 59,22 % el
dia 21. Durante la semana comprendida entre los dias 21 y 28, practicamente no
existio variacion, registrandose un valor de 62,31 % en el dia 28. Los
rendimientos de eliminacion obtenidos, a partir del dia 21, son superiores a
reportados por otros autores que oscilan entre 30-50% [47].

3.2.3. Nitrégeno total y nitrégeno amoniacal.

3.2.3.1. Digestion de purines.

La figura 3.5 muestra las concentraciones de nitrégeno total obtenidas para el
sustrato y el efluente, correspondientes al proceso de digestion anaerobia
ocurridos en el reactor No.1
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Figura 3.5. Comportamiento del NKT en Rj.
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Se puede observar que, para el sustrato, los valores de nitrdgeno total durante
los dias 7 y 14, se mantuvieron entre 5 269,60 y 5 796 mg/L, a partir del dia 14
y hasta el dia 28, los valores de nitrogeno total presentaron una ligera
disminucién hasta alcanzar valores de 4 872 mg/L. Los resultados alcanzados
para estos parametros en la alimentacion son similares a los obtenidos en un
estudio realizado en el cual se empled el estiércol porcino como fuente de
sustrato, con un valor de 5 090 mg/L [49].

Con respecto al proceso de digestion anaerobia, para los dias 7 y 14 se observan
concentraciones que oscilan entre los 3 000 y los 4 000 mg N/L. A partir del dia
14 el contenido de nitrogeno a la salida fue similar al de la entrada,
comportamiento que se ve mas acentuado a partir del dia 21.

En cuanto al nitrgeno amoniacal, las concentraciones a la salida del proceso
siempre fueron superiores a las determinadas en la alimentacion, debido a que
durante la degradacion de la materia organica el nitrégeno organico se
transforma en nitrdgeno amoniacal.

3.2.3.2. Digestion de lodos.
La figura 3.6 muestra los resultados obtenidos del nitrégeno total contenido en el

sustrato FME y en el efluente del reactor No.2.

2500
2000
S
Z
~ 1500
£
- 1000
FME
< 500
R2
0
7 14 21 28

Tiempo (dias)
Figura 3.6. Comportamiento del NKT en Ra.
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En el dia 7 se puede observar que la concentracién en el sustrato es inferior que
la concentracion en el efluente, lo cual es un comportamiento erréneo, pudiendo
deberse a un error durante la medicion. A partir del dia 14 y hasta el dia hasta el
dia 28 las concentraciones oscilaron entre 23 00 mg/L y 16 00 mg/L.

Para el caso del proceso de digestiobn anaerobia, el dia 7 la concentracion de
NKT fue mayor que en la de la entrada, lo cual puede deberse al error en la
medicidn ocurrida. A partir del dia 14 y hasta el dia 28, los valores oscilaron entre
2000 y 1600 g/kg.

Con respecto al nitrbgeno amoniacal, las concentraciones a la salida del proceso
siempre fueron superior al contenido obtenido en el sustrato fango mixto
espesado, lo cual se deb a que, al ocurrir la degradacion de compuestos tales
como proteinas, los cuales estan compuestos por nitrégeno organico, este pasa
a su forma inorganica en nitrégeno amoniacal.

3.2.4. pH

3.2.4.1. Digestion de purines.

La grafica presentada a continuacion (Figura 3.7) muestra los valores de pH
obtenidos a lo largo de todo el proceso para el sustrato y efluente del reactor
No.1.

Se puede observar que, para el caso del sustrato Purin, el pH se ha mantenido
en torno a la neutralidad con valores entre 7,30y 7,50 [50], lo cual es tipico para
este tipo de residual. Para el caso del proceso de digestion anaerobia que tiene
lugar en el reactor No.1, el pH ha tenido un ligero aumento hacia la alcalinidad
ocasionada por la produccion de nitrégeno amoniacal, debido a la degradacién
de la materia orgénica.
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Figura 3.7. Comportamiento del pH en R;.
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3.2.4.2. Digestion de lodos.
La figura 3.8 presenta los valores de pH obtenidos para la alimentacion y efluente

del reactor No.2.
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Figura 3.8. Comportamiento del pH en Ry,

En la grafica se puede observar que, para el caso del Fango mixto espesado,
utilizado como alimentacion, los valores de pH se mantuvieron en torno a la
acidez durante el tiempo de experimentacion. Esta situacién puede provocar
problemas de acidificacion o de acumulacion de AGVs [47]. En cuanto al proceso
de digestion anaerobia, ocurrido en el reactor No.2, se puede observar que los
valores de pH se mantuvieron en torno a 7,22, valor habitual obtenido en el
proceso [56].

3.2.5. Acidos Grasos Volatiles.

3.2.5.1. Digestion de purines.
El grafico a continuacién muestra las concentraciones de acidos grasos volatiles
obtenidas para la alimentacién y el efluente del reactor No.1 durante la etapa de

digestion anaerobia.
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Figura 3.9. Acidos Grasos Volatiles en R.
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Con respecto al sustrato Purin, se observa una disminucion gradual de este
parametro a lo largo de todo el proceso, con valores entre 1741,10 y 738,71
mg/L, registrados en los dias 14 y 28, respectivamente. Cabe destacar que las
concentraciones obtenidas a lo largo de todo el proceso son inferiores a las
reportadas por la literatura con valores que oscilan entre 5569,50 y 32 400 mg/L
[49,57].

Para el caso del proceso de digestion anaerobia, el dia 14 no se registraron
acidos grasos en el efluente. En las dos semanas siguientes la concentracion se
incrementd hasta 118,75 mg/L para luego disminuir hasta 30,36 mg/L el dia 28.
Los resultados alcanzados permiten concluir que, durante el ensayo
experimental, el sistema no presenté acumulacion de AGVs, lo cual esta
estrechamente vinculado con los elevados volumenes de biogas obtenidos a
partir de este proceso.

El gréfico situado a la derecha muestra el contenido de acidos acético, propiénico
y butirico registrados a la salida del reactor. Se puede observar que en los tres
casos las concentraciones obtenidas superan los 40 mg/L, confirmando que no
existe acumulacion de AGVs en la fase de digestién anaerobia. Esta afirmacién
se comprobo tras consultar un ensayo de digestion anaerobia para estiércol
porcino, en el cual el cual la concentracion de acido acético a la salida del reactor
fue inferior a los 100 mg/L [58].

3.2.5.2. Digestion de lodos.
La figura 3.10 muestra el contenido de AGV presentes en el sustrato y efluente
del reactor No.2.
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Figura 3.10. Acidos Grasos Volatiles en Rx.
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Se puede observar que para el FME la concentracion de AGVs experiment6 un
aumento a lo largo de todo el proceso, con valores minimo y maximo de 27,36 y
702,49 mg/L, los cuales se encuentran en el intervalo de concentraciones
reportadas para este sustrato [46]. En relacion al contenido de AGVs presentes
en el efluente, los valores oscilan entre 14,36 y 35,67 mg/L, lo cual evidencia que
no se produjo acumulacion de &cidos grasos a la salida del reactor. En
consecuencia, se obtienen altos volumenes de biogas.

Como parte de la evaluacion de los AGVs durante el proceso, se analizaron las
concentraciones de acidos acético, propiénico y butirico en el efluente. Las cifras
alcanzadas no superan los 30 mg/L, corroborando que no existe acumulaciéon de
AGVs en el proceso. Los valores alcanzados para los tres compuestos son
miliares a los obtenidos en ensayos de digestion anaerobia para lodos mixtos,
en los cuales las concentraciones no exceden los 50 mg/L [56].

3.2.6. Produccién de Biogas.

El siguiente grafico muestra el caudal de biogas producido cada 24 horas,
durante el ensayo experimental realizado para la digestion de purines (R1) y la
digestion de lodos (R2).
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Figura 3.11. Caudal de biogéas producido.

Con respecto al proceso de digestién anaerobia que tuvo lugar en R1, se puede
observar que la produccion de biogas durante los primeros 9 dias de
experimentacién se mantuvo entre 928,4 y 84,0 mL/d. A partir de esa fecha la
produccion de biogas comenzo6 a aumentar diariamente.

Cabe destacar que a partir de dia 15 y hasta el dia 29, los valores de biogas
producido oscilaron entre 25320 y 2363,2 mL/d, observandose un descenso
desde 3038,4 hasta 1772,4 mL/d entre los dias 22 y 24. Este suceso pudo
deberse a que los dias 19 y 22 se alimentaron a los reactores con 150 mL del
sustrato y se retiraron 150 mL de efluente, lo cual pudo derivar en la
sobrealimentacién de los reactores. La problematica anteriormente explicada
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pudo ocurrir debido a que los microorganismos no tengan suficiente tiempo para
degradar la materia organica y producir el biogas.

En la dltima semana de experimentacion, la produccion aumento a 2954,0 mL/d,
el dia 25, para luego estabilizarse en valores de 2363,2 hasta 2532,0 mL/d hasta
el final del ensayo.

Para el proceso de digestiébn anaerobia que tuvo lugar en Rz se puede observar
que desde el inicio del ensayo hasta el dia 9 la producciéon aumento6 de 412,3 a
1401,8 mL/d. En los dias 10 y 15 se registraron descensos en la produccion,
para luego alcanzar una etapa de estabilidad, con una media de 1282,1 mL/d de
biogas producido.

Con el objetivo de analizar la cantidad de metano producido por cada gramo de
DQO eliminada en el sistema, se determinaron ambos valores en los Reactores
No.1y No.2

Para el caso de la digestion de purines se obtuvo un valor de 285 mL CH4/g
DQO eliminada mientras que para la digestion de lodos se alcanzé la cifra de
309 mL CH4/g DQO eliminada. Estos valores permiten concluir que en ambos
procesos existe una elevada produccion de metano.

3.2.4. Carga organica volumétrica.
La carga organica volumétrica obtenida a lo largo del ensayo experimental, para
los sustratos purin y FME, queda representada en el siguiente grafico.
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Figura 3.12. Carga Organica Volumétrica.

Con respecto al sustrato purin, la carga organica se mantuvo practicamente
constante durante todo el proceso, con valores minimo y maximo de 1,13y 1,27
g SV/L*d, respectivamente. Los resultados obtenidos son similares a los
reportados para procesos anaerobios mesofilos, en los que son utilizados como
sustrato el estiércol porcino [58].

En el caso del sustrato FME, el pardmetro de carga volumétrica experimenté un
aumento durante los primeros 21 dias de la experimentacion, para luego
mantenerse estable, con cifras de 1,14 y 1,11 g SV/L*d registrados en los dias
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21y 28, respectivamente. Los valores alcanzados son similares a los reportados
por Diaz, I. et al., (2020) [46].

3.3. Cuantificacion de genes.

Uno de los principales objetivos de la presente investigacion, consistié en evaluar
la eficacia del proceso de digestion anaerobia en la eliminacion de genes
resistentes a los antibiéticos, presentes en los purines de cerdo y en los fangos
de depuradora.

Para determinar si el proceso provocoO la disminucion o eliminacion de los
mismos, se realizo la cuantificacién de los genes de resistencia, en las corrientes
de entrada y salida del reactor. Dicha cuantificacién se realiz6 a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (QPCR, por sus siglas en inglés), para la
cual previamente se tuvo que realizar una extraccion del ADN.

Para dar cumplimiento a uno de los principales objetivos de la presente
investigacion, se realizo la cuantificacion de los genes a través de la técnica de
gPCR, desarrollada por los investigadores del ISP. Las eficiencias del método
utilizado para la determinacion de los genes ARNs 16s, intl1 y sull, con cifras de
89, 81y 86%, respectivamente, evidencian que el método en cuestion se aplicd
correctamente, no existiendo errores durante la toma y/o procesamiento de las
muestras. Una vez realizada la técnica de gPCR se obtuvo la curva de
calibracion, a partir de la cual se determinaron las concentraciones de los genes
de resistencia.

En la presente investigacion se cuantificaron tres genes: ARNr 16s, intl1 y sull.
El gen ARNr 16s, es un importante constituyente de la subunidad menor de los
ribosomas procariotas presentes en las células bacterianas. La determinacion de
este gen es utilizada para detectar y cuantificar microorganismos [59].

El integrén de clase 1 (intl 1) es un integron movil que permite que la bacteria
produzca resistencia a los antibioticos. Su presencia es, por tanto, un indicativo
de la existencia de microorganismos patégenos resistentes a antibiéticos, en un
determinado organismo [60].

El gen sul 1 codifica en los microorganismos la resistencia a las sulfamidas,
grupo de antibiético de amplio espectro utilizados para tratar una amplia variedad
de enfermedades infecciosas [61].

3.3.1. Gen ARNr 16s.
El siguiente grafico muestra la curva de calibrado obtenida a partir de la
cuantificacion del gen ARNr 16s. La ecuacion asociada a la curva presenta un
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R?=0,99, lo cual indica que el modelo seleccionado se ajusta en gran medida al
comportamiento de la variable.

ARNs 16s
35

30 y =-3,6119x + 41,692
25 R2=0,9975

+— 20
© 15
10

4 6
Log (CN)

Figura 3.13. Curva de calibrado para el gen ARNr 16s.

Una vez obtenida la ecuacién fueron determinadas las concentraciones del gen
en la alimentacion y el efluente del reactor. Los resultados obtenidos se muestran
a continuacion.

3.3.1.1. Digestion de purines.
La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion del gen
ARNr 16s, para el sustrato y efluente del reactor No.1.

Tabla 3.6. Cuantificacion del gen ARNs 16s en R;j.

i Purin R:

Tiempo Concentracion Concentracion
dias CT CT
(dias) (CN/mL) (CN/mL)

7 10,55 2,09*108 13,33 3,55*107

28 9,96 3,05*108 10,43 2.26*108

En relacion al sustrato purin, estudios realizados por Huang, X. et al., (2019)
[62] y Song, W. et al., (2017) [63] reportan concentraciones del orden de 108 y
10 CN/mL, respectivamente. Para este caso los valores obtenidos son
similares a los mencionados, confirmando la presencia de elevado nimero de
genes en el residual.

Para el caso del efluente se observa que las muestras analizadas en los dias 7
y 28 poseen una concentracion inferior a la presente en el sustrato, lo cual se
debe a que el proceso de digestién anaerobia ha provocado la disminucién en la
cantidad total de material genético.
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3.3.1.2. Digestion de lodos.
La tabla 3.7 muestra las concentraciones del gen ARNr 16s, obtenidas en las
corrientes de entrada y salida del reactor No.2.

Tabla 3.7. Cuantificacion del gen ARNs 16s en Ra.

. Fango Mixto Espesado R2
Tiempo — —
(dias) cT Concentracion cT Concentracion
(CN/mL) (CN/mL)
7 14,08 2,20*107 14,42 1,77*107
28 13,76 2,70*107 11,85 9,14*10

Las concentraciones del gen ARNs 16s determinadas para sustrato son
ligeramente inferiores a las reportadas por Diaz, I. et al., (2021) [64], con valores
del orden de 10° CN/mL.

Con respecto a la cuantificacion realizada en el efluente, se evidencia en el
séptimo dia una ligera disminucion en las concentraciones del gen, mientras que
para el dia 28, se observa un aumento de este parametro. El aumento en la
concentracion en la Ultima etapa puede deberse a la degradacion que ha sufrido
el sustrato, durante su periodo de almacenamiento.

3.3.2. Gen de resistencia intl1.

El grafico representado en la figura No. 3.14, muestra la curva de calibrado
elaborada a partir de la cuantificacion del gen intll. La ecuacion de la recta
presenta un R?=0,99, lo cual indica que el modelo seleccionado se ajusta en gran
medida al comportamiento de la variable.

40 intll
y =-3,8457x + 45,004
30 R2 =0,9977
O 20
10
0
0 2 4 6 8 10
Log (CN)

Figura 3.14. Curva de calibrado para el gen intl1.

3.3.2.1. Digestion de purines.
La tabla 3.8 muestra las concentraciones del gen intll, halladas en las corrientes
de entrada y salida del reactor No.1.
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Tabla 3.8. Cuantificacion del gen intl 1 en Ry.

. Purin R1 o L
Tiempo Concentracidn Concentracién Eliminacion
di %
(dias) — CT (CN/mL) cT (CN/mL) (%)
7 19,33  2,37*10° 24,62  9,98*10* 95
28 19,07  2,77*10° 22,08  4,56*10° 83

Las concentraciones determinadas en el sustrato purin, se encuentran en el
intervalo de valores reportados por Song, W. et al., (2017) [63] y Stiborova, H.
et al., (2021) [65], confirmando la presencia de genes con resistencia a los
antibidticos.

En este caso la digestién anaerobia provoc6 una disminucién practicamente total
en las concentraciones del gen intl, a los 7 y 28 dias de iniciado el proceso, con
rendimientos de eliminacion del 95 y 83%, respectivamente. Lo anteriormente
explicado permite concluir que el proceso de digestion anaerobia, resulta una
alternativa eficaz para la eliminacion de genes de resistencia a los antibioticos,
presentes en el estiércol porcino,

3.3.2.2. Digestion de lodos.
La tabla mostrada a continuacion presenta las concentraciones del gen intll
determinadas para el sustrato y el efluente del reactor No.2.

Tabla 3.9. Cuantificacion del gen intll en Ra.

. FME R> I L

Tiempo Concentracion Concentracion Eliminacion
di T T %
(dias) € (CN/mL) c (CN/mL) (%)

7 22,79 2,98*10° 28,40 1,03*10* 96

28 22,77 3,02*10° 25,63 5,45*10* 82

Para este caso las concentraciones del gen intll, determinadas en el sustrato
fango mixto espesado, son inferiores a las reportadas por Stiborova, H. et al.,
(2021) [65], del orden de 102 CN/mL. Aun asi, estos valores confirman la
presencia de genes resistentes a los antibioticos en lodo mixto.

En referencia a los valores obtenidos en el efluente, se puede observar que son
inferiores a los hallados para el sustrato. Los rendimientos de eliminacion del 95
y 83% obtenidos para los dias 7 y 28, respectivamente, permiten afirmar que el
proceso de digestion anaerobia redujo, en casi su totalidad, el gen intl1 presente
en el lodo mixto.

3.3.3. Gen de resistencia sull.
La siguiente figura muestra la curva de calibrado, graficada a partir de los datos
obtenidos en el ensayo del gPCR, para el gen sull. La ecuacion de la recta
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perteneciente a dicha curva posee un R?=0,99, indicando que el modelo
seleccionado se ajusta bastante al comportamiento de la variable.

sull
40
y =-3,7016x + 44,042
30 R2 = 0,9974
8 20
10
0
0 4 6 8 10
Log (CN)

Figura 3.15. Curva de calibrado para el gen sull.

3.3.3.1. Digestion de purines.
La tabla 3.10 presenta las concentraciones y los niveles de remocion del gen
sull, en las corrientes de entrada y salida del reactor No.1.

Tabla 3.10. Cuantificacion del gen sull en R;.

. Purin R1 . .,

Tiempo Concentracién Concentracién Eliminacion
di o
(dias) €T (CN/mL) cT (CN/mL) (%)

7 18,81  3,27*10° 22,22 3,92*10° 38

28 18,41  4,20*10° 20,30 1,29*106 70

Segun los estudios realizados por Song, W. et al., (2017) [63] y Stiborova, H.
et al., (2021) [65], las concentraciones tipicas del gen sull en el estiércol porcino
oscilan en el intervalo de 10-3-10%° CN/mL. Respecto al purin de cerdo, utilizado
como sustrato en la presente investigacion, se muestran cifras similares a las
reportadas, que confirman la presencia de genes resistentes al grupo de
antibioticos sulfamidas en este residual.

Para determinar la eficacia del proceso de digestion anaerobia se monitorearon
las concentraciones del gen en el efluente del reactor No.1. Los valores
obtenidos a la salida del reactor en los dias 7 y 28, fueron inferiores a los
detectados en el sustrato, alcanzandose rendimientos de eliminacion del 88 y
70%, respectivamente. Los resultados alcanzados permiten afirmar que el
proceso de digestidn anaerobia, es una alternativa eficaz para la eliminacién gen
intll presente en el lodo mixto.

3.3.3.2. Digestion de lodos.
La tabla No.2 retne los valores obtenidos para la cuantificacion del gen sull, en
la alimentacion y el efluente del reactor No.2.
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Tabla 3.11. Cuantificacion del gen sull en Ro.

FME Rz

Tiempo Concentracién Concentracién Eliminacion
di %
(dias) — CT (CN/mL) ct (CN/mL) (%)

7 22,05 4,36*10° 24,20  1,14*10° 73

28 22,92  2,54*10° 23,22  2,10*10° 18

Con respecto a la presencia del gen en el fango mixto espesado, las
concentraciones obtenidas son similares a las reportadas por Stiborova, H. et
al., (2021) [65] para este tipo de residual, siendo del orden de 10-3-102 CN/mL.

Para el caso de las concentraciones determinadas en el efluente, se puede
observar que ambas son inferiores a las obtenidas en la alimentacion. En cuando
a los rendimientos de eliminacion alcanzados, el séptimo dia se obtuvo una
remocién del 73%. Se puede observar que en el dia 28, el nivel de remocién
descendié hasta un valor de 18%. A pesar de esta disminucion, el valor obtenido
es similar al reportado por Aziz, A. et al, (2022) [33] para el gen sull, con cifras
entre un 22 %.

Los resultados obtenidos permiten concluir que, el proceso de digestion
anaerobia termdfila promueve la eliminacion del mencionado gen en los lodos
mixtos de depuradora.
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Conclusiones

Tras la realizacion de los ensayos de digestion anaerobia para purines (R1) y
lodos (R2) fueron analizados determinados parametros que permitieron evaluar
dichos procesos.

. En cuanto a la degradacion de la materia organica se obtuvieron, en la digestién
de purines, rendimientos de eliminacion de DQO y solidos volatiles promedios
de 69,98 y 43,38%, respectivamente, lo que evidencia la eficiencia de este
proceso para la disminucion de la contaminacion en residuos de la industria
porcina.

. El biogas producido en este proceso alcanza un valor promedio de 1958,32
mL/d, con una composicion promedio de metano de 70,57%, para un
rendimiento de 285,35 mL CH4/g DQO eliminada.

. Para el ensayo de digestién de lodos, los rendimientos de eliminacién de DQO
y materia organica alcanzados fueron de 56,56 y 47,64%, respectivamente.

. La produccién de biogas obtenida alcanzé un valor promedio de 1054,05 mL/d,
con un 56,42% de metano en su composicion. El rendimiento de este proceso
fue de 309,60 mL CH4/g DQO eliminada.

. La determinacion de los genes de resistencia se realizé a través del método
desarrollado por los investigadores del ISP. Las eficiencias del método
utilizado, para la determinacion de los genes ARNs 16s, intl1 y sull, alcanzaron
cifras de 89, 81 y 86%, respectivamente.

. Los rendimientos de eliminacion de genes de resistencia en la digestion de
lodos, presentaron valores de 96 y 73% para los genes intll y sull,
respectivamente.
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Anexos

Anexo 1. Valores de DQO obtenidos durante la digestién de purines.

Tiempo Purin R1 . .% .
eliminacion
7 89703,50 | 28625,34 | 68,09
14 64501,16 | 25846,87 | 59,93
21 75452,44 | 16612,53 | 77,98
28 51972,16 | 17354,99 | 66,61
35 62552,20 | 14199,54 | 77,30
Anexo 2. Valores de DQO obtenidos durante la digestion de lodos.
Tiempo FME R2 . .% iy
eliminacion
7 28086,25 12668,46 54,89
14 27192,58 13248,26 51,28
21 26264,50 10023,20 61,84
28 22923,43 11415,31 50,20
35 28491,88 10092,81 64,58

Anexo 3. Valores de SV obtenidos durante la digestién de purines.

%

Tiempo Purin R1 . .
elminacion
7 22,60 12,29 45,62
14 24,28 15,23 37,27
21 22,75 12,68 44,26
28 25,35 13,60 46,35

Anexo 4. Valores de SV obtenidos durante la digestion de lodos.

. %
Tiempo FME R2 . C 2
elminacioén
7 18,01 10,80 40,03
14 18,56 13,18 28,99
21 22,78 9,29 59,22
28 22,26 8,39 62,31
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Anexo 5. Valores de NKT obtenidos durante la digestién de purines.

T(lgg E)o Purin R1
7 5269,60 2783,20
14 5796,00 3886,40
21 4592,00
28 4872,00 4474,40
35 4788,00

Anexo 6. Valores de NKT obtenidos durante la digestién de lodos.

Tiempo
( dias) FME R2
7 1814,40 | 2391,20
14 2335,20 | 2027,20
21 1976,80 | 1820,00
28 1803,20 | 1635,20
35 1825,60 | 1489,60

Anexo 7. Valores de pH obtenidos durante la digestion de purines.

T(Igl,n; ;:))o Purin R1
7 7,50 7,89
14 7,35 8,01
21 7,42 8,04
28 7,35 8,02
35 7,37 8,10

Anexo 8. Valores de pH obtenidos durante la digestién de lodos.

T('ggsp)o FME R2
7 6,04 7,50
14 5,50 7,31
21 6,03 7,28
28 6,04 7,19
35 6,01 7,24
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Anexo 9. Caudales de biogas obtenidos en los reactores No.1 y No.2

: Flujo de Biogés
Tlempo (mL/d)

(dias) R1 R2
3 928,4 412,3
4 759,6 164,9
5 844,0 247,4
8 281,3 577,2
9 84,4 1401,8
10 1434,8 164,9
11 844,0 1072,0
12 21944 1484,3
15 2053,7 769,6
16 2616,4 1319,4
17 3038,4 1072,0
18 2954,0 1154,4
19 3038,4 1319,4
22 2532,0 1319,4
23 1856,8 1236,9
24 1772,4 1319,4
25 2954,0 1236,9
26 2869,6 1319,4
29 2363,2 1127,0
30 2278,8 1401,8
31 2363,2 1401,8
32 2447,6 1401,8
33 2532,0 1319,4




