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RESUMEN

El estudio del efecto de aditivos en la digestion anaerobia se ha centrado en el biogas,
invisibilizando al digestato y sus potenciales aplicaciones. Uno de estos aditivos es el
biocarbon, el cual se ha usado en la digestion anaerobia con la finalidad de aumentar la
produccion de metano. Asimismo, ha ganado relevancia en la agronomia por su alta
potencialidad para fertilizar el suelo. En este estudio, se analizé la influencia del
biocarbon de guadua (Guadua angustifolia) en la monodigestién de estiércol vacuno y
la codigestion lactosuero:estiércol. De igual manera, como los digestatos enriquecidos
afectan al crecimiento y germinacion de Raphanus sativus. Se llevé a cabo un ensayo
BMP para ambas digestiones, donde se afadidé biocarbon sintetizado por pirdlisis a
300°C (BC3) y 700°C (BC7). Como referencia se contdé con un ensayo sin aditivos y
otro con guadua. Se caracterizaron los digestatos obtenidos y fueron empleados en un
ensayo de fitotoxicidad con semillas de rabano (Raphanus sativus) y finalmente fueron
aplicados en un suelo agricola. En el caso de la monodigestion de estiércol vacuno (EV)
el ensayo que conté con guadua tuvo la mas alta produccion de metano con 314,42 m|
CH4/gSV. Por otro lado, la adicién de BC3 y BC7 en la codigestion tuvo una produccion
de metano de 55,50 y 73,33 ml CH4/gSV, respectivamente. La presencia de biocarbon
disminuyd la fitotoxicidad de los digestatos, lo que se evidenci6 en el incremento del
indice de germinacion entre el 40-50%. Mientras tanto, en el desarrollo vegetativo de
R.sativus se notdé un incremento del 99-103% en las cualidades fisicas como longitud
de raiz, tallos, hojas y diametro de la raiz.

Palabras claves: biocarbdn, codigestién anaerobia, digestatos, fitotoxicidad,
lactosuero.



ABSTRACT

The study of the effect of additives on anaerobic digestion has focused on biogas,
overshadowing digestate and its potential applications. One of these additives is biochar,
which has been used in anaerobic digestion to increase methane production.
Additionally, it has gained significance in agronomy due to its high potential for soil
fertilization. In this study, the influence of guadua bamboo biochar (Guadua angustifolia)
was analyzed in the monodigestion of cattle manure and the co-digestion of whey:cattle
manure. Similarly, the effect of enriched digestates on the growth and germination of
Raphanus sativus was examined.A biochemical methane potential (BMP) assay was
conducted for both digestions, in which biochar synthesized through pyrolysis at 300°C
(BC3) and 700°C (BC7) was added. As a reference, assays without additives and with
guadua were included. The obtained digestates were characterized and used in a
phytotoxicity test with radish (Raphanus sativus) seeds, and ultimately applied to
agricultural soil. In the case of monodigestion of cattle manure (CM), the assay with
guadua had the highest methane production at 314.42 ml CH4/gVS. On the other hand,
the addition of BC3 and BC7 in co-digestion resulted in methane production of 55.50 and
73.33 ml CH4/gVS, respectively. The presence of biochar reduced the phytotoxicity of
the digestates, as evidenced by an increase in germination index between 40-50%.
Meanwhile, in the vegetative development of R. sativus, a 99-103% increase was
observed in physical attributes such as root length, stems, leaves, and root diameter.

Keywords: anaerobic digestion, cheese whey, biochar, digestate, phytotoxicity

Xi



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

En Latinoamérica la actividad agropecuaria es una de las actividades de mayor interés
econdmico, causando un aumento de las zonas destinadas para este propésito [1,2]. De
igual manera, las industrias relacionadas con esta actividad también han aumentado,
como la producciéon lactea y quesera [3]. Ecuador también ha tenido el mismo
crecimiento agropecuario, existiendo en la actualidad un consumo de 1.5 toneladas al
afo de productos lacteos, abastecida con 1,5 toneladas de produccion nacional y 3 mil

toneladas que son importadas [3,4].

Este incremento ha derivado en un alza del 25% en la densidad poblacional de ganado
vacuno, dando un aumento en la cantidad de estiércol vacuno (EV) generado durante
el ciclo de vida de un bovino [5]. Por otro lado, las industrias lacteas y queseras, en la
produccién de ciertos productos que se destinan al consumo humano, generan
lactosuero (LS) como subproducto [5,6]. EI LS es un elemento que representa, en
volumen, el 90% de la leche empleada [7,8]. De igual manera, es considerado como un
recurso de interés, el cual es rico en proteinas, carbohidratos y minerales, también a su

vez requiere tratamiento para evitar cargas ambientales [1,7,9].

La digestion anaerobia (DA) emplea biodigestores, que representa una alternativa para
tratar y aprovechar estos subproductos generados en la linea de produccion en las
industrias agropecuaria y lactea [10-12]. Estos biodigestores pueden variar en forma 'y
tamafo dependiendo de la cantidad de desechos a tratar [13]. Asimismo, el tipo de
digestor varia dependiendo de varios factores, entre los mas destacables estan: la
presencia de sistemas de calefaccion y/o agitacion, el tiempo de retencion (HRT, por sus
siglas en inglés), presupuesto, temperatura, ambiente y fines investigativos [13]. Sin
embargo, el mas empleado en Latinoamérica es el biodigestor tubular de bajo costo, el
cual se caracteriza por su forma cilindrica alargada y que funciona de forma continua,
trabajaba en condiciones psicrofilas y no requiere de sistemas activos de agitacion ni

calefaccioén [13,14].

Los principales productos de la DA son el biogas y el digestato [15]. El biogas es una
mezcla de gases producida por la DA, y se distingue por tener un 50%-70% de metano,
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40-20% de dioxido de carbono y otros, como el acido sulfhidrico [13,15]. El metano
generado en la DA es un combustible, el cual puede ser capturado y combustionado,
siendo una alternativa sustentable al gas comun [16,17]. Asimismo, el uso del biogas
ayuda a la salud de las personas que cocinan con lefia en espacios reducidos y no
ventilados, evitando de esa manera las emisiones nocivas causadas por la cocina
tradicional [17].

Por otro lado, el digestato es un efluente rico en nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K),
entre otros, estas caracteristicas permiten usarlo como biofertilizante en la agricultura
[13,18]. Este mismo llega a optimizar la productividad de los cultivos y de esa forma, en
el contexto de América Latina, aportar a las comunidades rurales que se dedican al
sector agricola [18]. Actualmente, la mayoria de sistemas DA utilizan un sistema de
monodigestion, es decir, sistemas que emplean una sola materia prima [19]. Sin
embargo, existen problemas sustanciales en este proceso de monodigestion, como la
inestabilidad del propio digestor, la limitada disponibilidad de ciertas materias primas, la
presencia de metales pesados y comunmente el bajo rendimiento de biogas/metano
[20-22].

La codigestion anaerobia (COD) es una alternativa que ofrece la oportunidad de superar
los inconvenientes de la monodigestidn mediante la digestién simultanea de dos o mas
residuos [23]. Los principales beneficios de la codigestion incluyen una mayor
estabilidad del sistema y mejor rendimiento de metano a través de los efectos sinérgicos
de un consorcio microbiano mas diverso [19]. Ademas, se ha mostrado que la aplicacion
de digestatos provenientes de codigestion como biofertilizantes mejoran la produccion
de cultivos [24]. Sin embargo, el digestato aun es producto en estudio, ya que ciertos
sustratos acidos tienden a generar toxicidad en semillas y cultivos [25]. En Sudamérica,
una de las COD mas estudiada es la incluye el lactosuero (LS) y el estiércol vacuno
(EV), estos residuos son utilizados con frecuencia por su alta disponibilidad en la zona

y su facil manejo [7].

Segun Bella y Rao [26] (2021) la codigestion de LS y EV permite aumentar el
rendimiento de la mezcla, ya que, presenta una buena sinergia, lo que permite potenciar
la DA, a comparacién de estos sustratos digestionados de forma independiente. El LS
contiene un importante contenido de macronutrientes como lactosa, proteinas, materia
organica, minerales y lipidos [27,28]. Por esa razon, el LS tiene una alta potencialidad

para ser biodegradado, ya que se lo puede aprovechar en un 99% [27]. Estas
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caracteristicas hacen que el LS sea un adecuado sustrato para los consorcios
generadores de metano [14]. Por otro lado, el EV se caracteriza por su alta alcalinidad,
aporta una diversa comunidad microbiana y complementa su aporte a la digestion con

nutrientes y oligoelementos que ayudan al crecimiento de bacterias [2].

Jaimes-Estévez et al. [2] en 2022, plantea a escala laboratorio diferentes relaciones
entre LS y EV, para la codigestion. Es asi que se llego a la relacion 70:30 de LS frente
a EV, en base a los sdlidos volatiles (VS), la cual dio paso a la estabilizacién y
optimizacioén del proceso de DA. Asimismo, Jaimes-Estévez et al. [29] previamente, en
un digestor tubular de 8 m*a 25 °C con una COD de LS:EV (70:30), en el cual obtuvieron
potenciales de metano que se encontraban entre 0.33 y 0.44 m*CHas/kg SV y un tiempo
de retencion de 69 dias. A pesar de estos hallazgos, existen aun limitaciones, como la
disminucion del rendimiento de metano a partir del LS y la posterior inhibicién de la
reduccion de COD [14,20]. Para minimizar estas limitaciones, ciertos estudios recientes
han empezado a centrarse en complementar el sistema de digestion con aditivos, como
enzimas, nutrientes y soportes para la adhesion de microorganismos [19,30]. Uno de
estos aditivos es el biocarbon (BC), el cual ha ganado popularidad por ser un material
rentable [31,32].

El BC, es un tipico producto sélido rico en carbono, se genera termoquimicamente a
partir de biomasa residual, como residuos lefiosos, residuos agricolas, desechos
domeésticos, entre otros [33]. El BC presenta varias ventajas sobre otros aditivos, se
puede producir con una amplia variedad de propiedades fisicoquimicas de la pirdlisis y

también el proceso de su activacion [34].

Varios autores confirman la posibilidad de aumentar la produccion de metano mediante
la adicion de BC, mostrando diferentes mecanismos en los que intervendria el BC:
aumento de la capacidad amortiguadora del sistema de DA [34,35], mitigacién de
agentes inhibidores [36], soporte para la movilizacion de la biomasa [37] y mejora del
biogas [38]. Por otro lado, se ha observado que el BC mejora su calidad cuando de
nutrientes se trata, también hay un aumento de la relacién carbono-nitrégeno y la
disminucion de la lixiviacion de nutrientes [39]. Como resultado, no es necesario separar

el BC del digestato una vez finalizada la DA [40].

El tipo de materia prima para elaborar el BC es un factor que influye en el rendimiento y

las caracteristicas del BC generado [41,42]. La biomasa de origen vegetal, como
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residuos lefosos, residuos de jardineria y residuos agricolas, tienen un mayor
rendimiento de produccion de BC a altas temperaturas, también presentan un contenido
mayor de carbono [43]. Pero esta biomasa vegetal tiene poco contenido de cenizas y un
valor de pH menos elevado en comparacion con el BC derivado de biomasa no vegetal
[44]. La biomasa no vegetal, como estiércol de animal y lodos depurados al tener un
menor poder calorifico, presentan mas cantidad de ceniza y un valor de pH mucho mas
elevado [45].

En los ultimos afios, se han estudiado varios recursos de biomasa residual para la
produccién de BC, como las plumas de pollo [46], las hojas de platano [47], la cascara
de arroz [48], paja de trigo [39] y desechos de bambu [49]. Este ultimo ha ganado cierta
importancia por la importancia de Guadua angustifolia, la cual es una especie de bambu
endémico de ciertos paises sudamericanos [50]. Este material ha sido ampliamente
utilizado en la construccion y varias industrias [50]. Sin embargo, estas actividades solo

emplean el 20%-30% y el resto es desechado por las empresas [51].

Ultimamente, el biocarbén ha ganado cierta importancia en la agronomia, esto debido a
su alta potencialidad para mejorar la fertilidad del suelo y la productividad agricola [52].
La composicion quimica heterogénea del biocarbén sugiere que este influye en las
caracteristicas del suelo [53,54]. Varios autores han llevado investigaciones con
biocarbén [55,56], con la finalidad de mejorar la calidad de varias especies vegetales.
Asimismo, el biocarbdén en la agronomia en los ultimos afos se ha enfocado en el
encapsulamiento del BC [57], la co-pirdlisis [58], modificacion del BC por métodos fisicos
[59,60] y en métodos de aplicaciéon del BC [61,62].

1.2 Planteamiento del problema

En los ultimos afios, la contaminacién por LS y EV ha aumentado en el Ecuador. Por un
lado, la comercializacion de LS en Ecuador esta permitida para 94 empresas, que
representan el 0,09% del total de micro y macro empresas que manufacturan productos
lacteos a nivel nacional [63]. Esto ha generado que las empresas que no puedan
comercializar LS opten por desecharlo al medio ambiente, contaminando asi rios y
suelos [63]. Asimismo, las grandes cantidades de estiércol que se generan por la
elevada cantidad de ganado existente, lo que dificulta el manejo de este residuo por

métodos tradicionales como compostaje [64].



La DA ha dado soluciones parciales para tratar estos contaminantes de la industria
agropecuaria del Ecuador [65]. Por un lado, se ha logrado usar el estiércol vacuno en la
monodigestion generando una alternativa de tratamiento, pero el problema radica en el
agua que se emplea para esta monodigestion, ya que se usan altas proporciones de
esta. Asimismo, el LS presenta complicaciones en el proceso de DA, puesto que tiende
a acidificarse rapidamente. Sin embargo, en los ultimos anos se ha dado un enfoque en
el uso de biocarbén como aditivo en el proceso de DA, siendo esta una posible solucion

al problema mencionado [66].

Al mismo tiempo, la codigestion de ambos sustratos (LS y EV) ha logrado respuestas
positivas a problematicas especificas que presenta la digestion de manera
independiente [19,65]. No obstante, la mayoria de las investigaciones estan
direccionados a la produccion de biogas/metano, invisibilizando al digestato y sus
potenciales aplicaciones agricolas. Por esa razon, es importante estudiar la aplicacion
de nuevos aditivos, como el biocarbdn de G.angustifolia en el proceso de DA, con la
finalidad de evaluar su efecto en la calidad del digestato y su potencial uso como

biofertilizante.

1.3 Justificacion de la investigacion

Las proyecciones indican un aumento de la produccion lechera y ganadera en Ecuador,
lo que provocara una mayor contaminacion de las fuentes de agua para consumo
humano [67]. Las investigaciones de Jaimes-Estévez et al. [2], Chiappero et al. [34],
Madrigal et al. [68], y Fagbohunge et al. [15], sugieren que el biocarbén como aditivo
puede mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de los productos de la DA al mejorar la
transferencia de electrones entre acetdégenos y metandgenos. Ademas, la adicién de
biocarbon mejora la actividad microbiana en la monodigestion de VE, lo que conduce a

una mejor produccién de metano y al enriquecimiento del digestato [65].

Estas investigaciones han proporcionado soluciones a estos contaminantes y también
han proporcionado referencias numéricas sobre la cantidad de materia prima necesaria
para llevar a cabo una investigacion en laboratorio y campo. Sin embargo, es necesario

estudiar el efecto de estas materias primas en la eficiencia del proceso.

Esto permitiria obtener una referencia investigativa de cédmo la presencia de biocarbén

afecta a la DA y como este interactua en los suelos agricolas. A su vez, es importante
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conocer como el BC interactta con los sustratos seleccionados durante una
monodigestion y una codigestion, para de esa forma tener una referencia comparativa
de la dinamica del BC en estos procesos [69]. Por otro lado, con la presente
investigacion se podra conocer como actua el digestato enriquecido con BC al entrar en
contacto con un suelo destinado a la agricultura y a cultivos de interés comercial.
Finalmente, esta informacion es de relevancia para proyectos enfocados en tratar estas

biomasas residuales a gran escala con el uso de biodigestores.

1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 General

Analizar la influencia de la adiciéon de biocarbén de Guadua angustifolia en la digestion

anaerobia de lactosuero y estiércol vacuno para la produccion de biogas y digestato.

1.4.2 Especificos

e Sintetizar biocarbén de Guadua angustifolia mediante pirdlisis lenta a dos
diferentes temperaturas, 300°C y 700°C.

e Comparar el efecto del biocarbén en la produccion de biogas y la calidad del
digestato de la monodigestion de estiércol vacuno y la codigestioén de lactosuero
con estiércol vacuno mediante un ensayo de potencial bioquimico de metano.

e Evaluar la influencia del biocarbdn de Guadua angustifolia sobre digestatos a

través de un ensayo de fitotoxicidad y desarrollo vegetal en Raphanus sativus.

CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

La metodologia se llevd a cabo en dos etapas, la primera etapa consta del proceso de
digestién anaerobia, en la cual se realizé una monodigestion de EV y una codigestion
de LS y EV, en estos dos tipos de ensayos se adicioné biocarbon. Sin embargo, previo
a esta etapa, se realiz6 la caracterizacion de los sustratos utilizados y del biocarbon.
Posteriormente, para la segunda etapa, se emplearon los digestatos obtenidos, en un

ensayo de germinacion y en el crecimiento de semillas de R.sativus.



2.1 Recolecciéon de biomasa

El lactosuero y el estiércol fueron recolectados en la ciudad de Carchi, Ecuador
(0.7461827324104952, -77.70615774645724). Para el transporte de las muestras se
utilizaron bidones de plastico de 20 L, uno para el lactosuero y otro para el estiércol,
estos fueron llevados a las instalaciones de lkiam, ubicadas en Napo, Ecuador. En la
presente investigacién se usoé el lactosuero y el estiércol provenientes del ganado

manejado en la hacienda “Troya”, en los corrales 1y 2.

2.2 Caracterizacion de muestras
2.2.1 Caracterizacion de lactosuero y estiércol vacuno
2.2.1.1 Analisis de sélidos totales

Previo al ensayo de ST, se prepararon 6 crisoles de 30 ml, los cuales se introdujeron en
una estufa Thermo Scientific Heratherm OGS60 a 105 °C durante una hora. Una vez
finalizado ese tiempo, se depositd los crisoles en un desecador durante 40 minutos, para
registrar los pesos mediante una balanza analitica RADWAG AS60/220.R2 de los
crisoles vacios. Se agreg6 25 ml de estiércol vacuno en 3 crisoles y 25 ml de lactosuero
en los 3 restantes. Los crisoles con las muestras fueron pesados y se introdujeron en la
estufa a 105 °C por 24 h. Al finalizar este proceso en la estufa, los crisoles se pasaron
al desecador por 40 min, para posteriormente ser pesados (método 25408, [70]).

La cantidad de sdlidos totales presente en las muestras se calculé usando la Ecuacion
1.

solidos totales (£) == (1)

o

Donde, A es el peso del crisol vacio, B es el peso del crisol con la muestra a temperatura
ambiente y C es el peso del crisol con la muestra seca. Estos valores se registraron en

gramos (g).



2.2.1.2 Andlisis de sélidos volatiles.

Para este analisis se usaron los crisoles con las muestras secas obtenidas en el proceso
anterior (2.2.1.1.). Se empled la mufla JP Selecta 2200854 a una temperatura de 550 °C
con una rampa de calentamiento de 20 °C/min para calcinar las muestras, esta fue
programada con un tiempo de mantenimiento de 30 min. Después de finalizar el proceso
de calcinacion se colocaron los crisoles con muestra calcinada en un desecador durante
30 min. El desecador se cerro parcialmente durante 10 min para evitar que la tapa rebote
por el efecto del aire caliente. Este proceso se repitié varias veces hasta obtener un
peso constante, es decir, el peso del final debia tener una diferencia menor a 0,1 mg
(método 2540E, [70]).

La cantidad de sdlidos volatiles se calculd mediante la Ecuacion 2.

0

Sélidos volatiles (%) = ﬁ (2)

Donde D es el peso del crisol con la muestra calcinada.
2.2.1.3 Anadlisis de acidos grasos volatiles y alcalinidad

Los acidos grasos volatiles y la alcalinidad total se determinaron empleando la
metodologia de Anderson y Yang [71]. Se centrifugé 15 ml de cada sustrato a 5000 rpm
por 30 min en tubos Falcon de 50 ml. Este paso se realizd por triplicado para garantizar
una medicién adecuada. Se colocé 5 ml del sobrenadante en un vaso de precipitacion

para la posterior medicion de pH.

A este volumen de los sobrenadantes, se le adiciond 25 ml de agua destilada y se
homogenizé empleando un agitador magnético. Se agregd HCI 0,1 N hasta alcanzar un
pH de 6,5; posteriormente, mediante titulacion con HCI 0,1 N se alcanzé un valor de pH
igual a 3. Finalizado este proceso, se pasé la muestra a un balén de destilacion y se
calento en la estufa hasta obtener una ligera ebullicién por 2 min. Finalmente, se sometio
al balon de destilacion a un choque térmico, se registro el pH y se coloco la muestra a
agitar. Simultdneamente, se afiadié gradualmente NaOH 0,1 N hasta conseguir un pH
de 6,5. Para hallar la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) y alcalinidad (AT),

se usaron las Ecuaciones 3 y 4, respectivamente:



AxN HCI
AT(mg CaCO3/L) = Vol muestra * 50000 (3)
En donde:
A es el volumen de HCI utilizado; N HCI en este caso corresponde a 0,1; mientras que

el Vol. muestra corresponde a 5ml.

B+*N NaOH
Vol.muestra

AGV(mg Ac. Acético/L) = * 60000 (4)
En donde:

B es el volumen que se usé de NaOH para aumentar el pH de la muestra y N NaOH es
0,1.

2.2.1.4 Medicién de pH y conductividad

El pH y la conductividad eléctrica se determinaron utilizando el multiparametro Thermo
Scientific Orion Star A325. EI mismo que se calibré con una solucion buffer de pH 7 y
una solucion estandar con una conductividad de 1413 pS/cm como limite minimo y
12300 ms/cm como limite maximo. Se procuré sumergir los electrodos en su totalidad

para la medicion de pH y conductividad de las muestras de cada sustrato.

2.2.2 Produccion del biocarbén

Las temperaturas de pirdlisis fueron planteadas segun la investigacion de Nanda et al.
[31], en la cual indica que estas temperaturas son la minima y maxima en la que se
opera cuando se trata de una pirdlisis lenta como la planteada en esta investigacion. Se
utilizé G.angustifolia como biomasa para la elaboracién de biocarbéon. Se usaron 10
crisoles de 30 ml, para los cuales la guadua fue cortada en rectangulos de 2x1 cm para
que puedan ser depositados en los crisoles y puedan ser tapados. Posteriormente, la
guadua fue pirolizada a 300 °C durante 1 h en la mufla con una rampa de 5 °C/min [72].
Este mismo proceso se realizé para una temperatura de 700 °C. Una vez obtenido el
biocarbén, se tritur6 a mano con un mortero y se tamizé con una malla de acero
inoxidable de 250 ym para obtener un tamafio de particula uniforme. El biocarbén
pirolizado a 300 °C se lo denominé BC3, mientras que, el biocarbén obtenido a 700 °C

se lo denotdé como BCY.



2.2.3 Caracterizacion del biocarbon
2.2.3.1 Contenido de cenizas

Para este apartado se adaptd la metodologia de Sluiter et al. [73]. En primer lugar, se
tomaron 3 rectangulos de biocarbén por cada temperatura de pirolizacion, estos fueron
colocados dentro de crisoles y fueron pesados con una balanza analitica. Se colocaron
los crisoles en la mufla con una temperatura de 550 °C con tiempo de mantenimiento de
1 h. Una vez que el biocarbdn se incinero, se retird la muestra de la mufla y se la dejé
enfriar en el desecador durante 30 min, posterior a esto se pesaron los crisoles. Este
proceso se repitid hasta tener un peso constante como se detalla en el apartado 2.2.1.2.

El porcentaje de cenizas se calcul6 con la Ecuacion 5:
. F-E
Cenizas (%) = o ¥ 100 (5)

Donde: F es el peso del crisol con las cenizas, E es el peso del crisol vacio y G es el
peso del crisol mas la muestra de biocarbdn. Estos valores fueron reportados en g,

mientras que la las cenizas en %.
2.2.3.2 Medicién de pH y conductividad

En esta seccién se siguio el procedimiento descrito por Pradhan et al. [72]. Se mezcld
biocarbén con agua en una relacion 1:5 en peso. Se mezcl6 con una varilla de agitacion
y se colocd en un agitador con una perla magnética durante 1 h. Se dejo reposar la
mezcla por 20 min, se midi6 el pH y la conductividad con el multiparametro. Este proceso

se hizo por triplicado para los dos tipos de biocarbén (BC3 y BC7).
2.3 Digestion Anaerobia
2.3.1 Ensayo de potencial bioquimico de metano (BMP)

Las pruebas BMP se realizaron por triplicado en botellas de vidrio con tapa antiderrames
de 500 ml, las cuales fueron incubadas a 30 °C. Las proporciones del sustrato (LS) y del
co-sustrato (EV) para cada ensayo fueron 0:100 y 70:30 en base a los sdlidos volatiles,
esto segun Jaimes-Estévez et al. [2]. En primer lugar, se prepard una mezcla madre de

900 ml considerando las relaciones establecidas y posteriormente se trasvasan 300 ml
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a cada botella, para de esa forma dejar un espacio de cabeza del 40%. Posterior a eso
se colocé el biocarbdn en una relacién 1:1 (p/p) segun los gramos de soélidos volatiles.
A continuacion, se muestra en la Tabla 1 el resumen de las condiciones usadas en el

ensayo de BMP. Asimismo, en la Figura 1 se da una muestra visual de los ensayos BMP.

Tabla 1: Relaciones LS:EV para el ensayo BMP y la temperatura de pirdlisis para la
produccion de biocarbdén

ID Biomasa iﬂgglgns(\?)n Material de soporte Tg;ngi?gﬂtslga
EGS H20:EV 0:100 Guadua N/A

EBC3 H20:EV 0:100 Biocarbén 300°C
EBC7 H20:EV 0:100 Biocarbén 700°C

E H20:EV 0:100 N/A -
LEGS LS:EV 70:30 Guadua N/A
LEBC3 LS:EV 70:30 Biocarbén 300°C
LEBCY7 LS:EV 70:30 Biocarbén 700°C

LE LS:EV 70:30 N/A -

Realizado por: Calderén Andrés, 2023

Las filas que presentan las siglas N/A hacen referencia a que se colocé guadua sin
pirolizar los parametros para su preparacién fueron los mismos con los que se elabor6

el BC (tamafio de particula 250 um y relacion 1:1 en base a los sélidos volatiles).

Por otro lado, se midié el pH y la conductividad de la muestra antes de colocar el
biocarbén en cada botella y al final del ensayo BMP, esto se realizé utilizando el

multiparametro.

Figura 1: De izquierda a derecha botellas con los diferentes ensayos BMPs (EGS, EBC3,
EBC7, E, LEGS, LEBC3, LEBC7, LE)
Realizado por: Calderon Andrés, 2023
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2.3.2 Medicién de metano/biogas producido

Se utilizaron dos metodologias para medir la produccion de metano/biogas. La primera
metodologia fue por gravimetria usando el método propuesto por Hafner et al. [74]. Para
esto se empled un mandmetro en forma de U elaborado en el laboratorio (Figura 2) y
una balanza Bidalli LS-HKD. La Figura 2 resume el sistema de Hafner et al.., para medir

el biogas producido.

Figura 2: Diagrama simplificado del sistema de medicion
de biogas con un de manémetro en U
Fuente: Hafner et al., 2021

Asimismo, el paso a paso para medir el volumen de biogas usando el manémetro en U

fue el propuesto por Hafner et al. [74].

Por otro lado, la segunda metodologia utilizada fue el desplazamiento alcalino el cual
fue adaptado de Jaimes-Estévez et al. [2]. En la Figura 3 se muestra el sistema usado
en la presente investigacion. Se empieza pesando la botella que contiene la mezcla de
sustratos (1). Posteriormente, el biogas es atrapado en la jeringa (2), este mismo se
conecté al mandmetro en forma de U (3), y una vez cuantificada la cantidad de biogas
generado, este se inyectd a una solucién de NaOH 0,1N (4), en la cual el CO- del biogas
es absorbido y el volumen de metano que entra desplaza un volumen igual de la solucién
alcalina, el cual es medido en una probeta (5). Una vez obtenidos los datos, estos fueron
normalizados a 0°C y 101,325 kPa.
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Figura 3: Sistema de extraccion de biogas para medicion por
gravimetria y desplazamiento alcalino
Realizado por: Calder6on Andrés, 2023

2.3.3 Frecuencia de muestreo

Se realizé un evento de muestreo cada dia al inicio del ensayo y se fue reduciendo la
frecuencia del muestreo a medida que la produccién de biogas disminuyd, esta
frecuencia se paso a 2 o 3 dias dependiendo de la cantidad de biogas que se produjo y
el muestreo llegd a su fin cuando el volumen de biogés posterior a 3 dias fue de <1%

del total producido. Esto segun lo recomendado por Hafner et al. [74].

2.3.4 Calculos

Los calculos para la obtencién de metano se realizaron segun el documento 204 de la
coleccion de documentos de Hafner et al. [75], esta explica detalladamente las
ecuaciones necesarias para el método BMP, los cuales permiten estandarizar los datos
obtenidos a 0°C y 101,325 kPa.
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2.4 Fitotoxicidad y desarrollo vegetativo

2.4.1 Experimentacion a escala laboratorio

Para esta seccion se empled el procedimiento propuesto por Gerber et al. [76] para lo
cual se expuso 20 semillas de rabano (R. sativus) a los diferentes digestatos obtenidos
una vez finalizados los analisis BMP. Las semillas se colocaron en cajas Petri con papel
filtro y se afiadié 5 ml de digestato. Las cajas Petri fueron selladas durante 48 horas a
25 °C en oscuridad. Asimismo, se contd con grupo control, en el cual las semillas fueron
expuestas unicamente a agua destilada. La proporcién de germinacién (PG), el indice
de enraizamiento (IE) y el indice de germinacién (IG) [77] se calcularon empleando las

siguientes ecuaciones:

Numero de semillas germinadas
Total de semillas

PG(%) =

«100 (6)

IE(%) _ Total acumulado de largo de raices +100 (7)

" Total acumulado de largo de raices control

600 = e e semiin gormiads engrapo contot-total cumiads i ar g e reces vt grapa cmrar ™~ 100 (8)

El IE se uso para evaluar el éxito de la formacién de raices en las semillas que fueron
expuestas a los digestatos obtenidos de los BMP. El PG nos brinda informacion del
porcentaje de semillas que germinaron en un ensayo donde se emplearon sustancias
que pueden alterar la germinaciéon normal de las semillas. Finalmente, el 1G evalud la
viabilidad y la eficiencia de la germinacién de las semillas, considerando el acumulado

de raices y el numero de semillas germinadas.

2.4.2 Experimentacién en campo

Una vez finalizada el ensayo de germinacion, las semillas germinadas fueron
traspasadas a recipientes redondos de plastico, los cuales se llenaron con tierra fértil y
fueron expuestas a 10 ml de los digestatos diariamente. De igual forma, las semillas que
sirvieron de control en el ensayo de germinacion, fueron usadas como control en esta
etapa y fueron expuestas a 10 ml de agua destilada Las plantas estuvieron en estos
recipientes hasta la aparicion de cotiledones. Al momento de la aparicion de las primeras

plantulas, se traspasaron a cajas de 30x40 cm y 20 cm de alto.
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2.4.2.1 Trasplante

Las plantulas fueron sacadas de los recipientes de plastico y se retir6 la tierra de las
raices, cuando existi6 la aparicion de las primeras hojas verdaderas. Posteriormente, se
midié el largo del tallo y de las raices. Asimismo, se hizo un control de calidad y las
plantulas que presentaron danos en el tallo o marchitaron se descartaron. La tierra
presente en los recipientes se coloco en las cajas y se mezclaron con nueva tierra.
Luego las plantulas en buen estado fueron trasplantadas a las cajas, cuidando la
integridad de la raiz y el tallo. En las nuevas cajas, se siguié con el mismo riego de 10

ml. Sin embargo, esta vez cada planta fue expuesta a 10 ml de digestato.

2.4.2.2 Evaluacioén de cosecha

Cuando las plantas estuvieron listas para cosechar, fueron extraidas con cuidado de su
lugar de siembra y se evaluaron los parametros: peso fresco, longitud de raiz, diametro

del rabano, numero de hojas, area foliar, altura de la planta y color del rabano.

CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Los resultados de este estudio se dividen en tres fases. La fase 1 evalud el efecto del
BC en la monodigestiéon de EV y en la codigestion de EV y LS. Asimismo, se
caracterizaron los sustratos, el BC y los digestatos, en estos ultimos se evaluaron sus
propiedades antes y después del ensayo BMP. La fase 2 exploré los efectos de los
digestatos en la germinacién de semillas de R. sativus y como estos afectaban al
enraizamiento y crecimiento. Finalmente, la fase 3 prob¢ el potencial de los digestatos

para su uso como biofertilizante en suelos agricolas.

3.1 Caracterizacion de sustratos

Los resultados de los analisis realizados a los sustratos se resumen en la Tabla 2 se
presentan los promedios medidos de cada uno, esto debido a que se realizdé por
triplicado la cuantificacién de cada uno de los parametros. Por un lado, se evidencié que
el lactosuero es acido, por el pH de 4,31 y el estiércol usado en este estudio es

ligeramente acido por su proximidad a la escala 6. Asimismo, debido a que la
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composicion del LS en su mayoria es agua, la cantidad de ST y SV es inferior a las de
EV. Esto cambia para los AGVs y la alcalinidad, por parte del LS hay una cantidad de
3600 mg CH3COOH/L y 4300 mg CaCOs/L, las cuales son mayores a comparacion a
los 2600 mg CH3COOH/L y 2100 mg CaCOs/L que presenta el EV.

Tabla 2: Caracteristicas fisicoquimicas de los materiales organicos: lactosuero y
estiércol vacuno

Estiércol

Parametro Unidades Lactosuero vacuno

pH - 4,31 6,61
Solidos totales g/L 68,9 123,6
Solidos volatiles g/L 52,8 83,2
Conductividad eléctrica ms/cm 5,264 8,8
Acidos grasos volatiles mg CH3COOH/L 3600 2600
Alcalinidad total mg CaCOs/L 4300 2100

Realizado por: Calderén Andrés, 2023

3.2 Caracterizacion del biocarbon

En la medicién de parametros, se evidencia una diferencia en el pH en el BC a diferentes
temperaturas, siendo el BC a 300 °C (BC3) menos basico a comparacién al de 700 °C
(BC7), esto se nota en el pH del primero el cual es de 7,66 en comparacion del 9,3 que
presenta el BC7. Asimismo, en el contenido de ceniza es mayor en BC7, lo cual podria
influenciar en el pH del mismo. De acuerdo a Nanda et al. [31], este comportamiento se
debe a la presencia de compuestos alcalinos en las cenizas como carbonatos y 6xidos
metalicos, estos compuestos liberan iones hidroxido que aumentan el pH del BC [78].

La Tabla 3 muestra un resumen de lo previamente mencionado.

Tabla 3: Caracterizacion fisicoquimica del biocarbdn de G.angustifolia sintetizado a dos
diferentes temperaturas

Parametro Unidades BC3 BC7
Temperatura de pirdlisis °C 300 700
Conductividad eléctrica ms/cm 5,45 6,38

Ceniza % (p/p) 4,3 5,7
pH - 7,66 9,3

Realizado por: Calderén Andrés, 2023
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3.3 Ensayo de potencial bioquimico del metano (BMP)

3.3.1 Cuantificaciéon de metano producido

La produccion de metano fue medida durante 37 dias. En los cuales los primeros 16
dias se tuvo una medicion diaria del metano y a partir del dia 17, la frecuencia del
muestreo empezo a variar para los BMP que contenian LS y EV, ya que paso de una
frecuencia diaria a tener una medicion cada dos dias y finalmente cada tres dias. Sin
embargo, el ensayo LEGS finalizé en el dia 25, porque presentdé una produccion nula

de metano.

No obstante, el ensayo LEBC3 a partir del dia 26 presenté un ligero crecimiento del 3%
en relacion a la media de produccién de metano que presentaba normalmente, por lo
que se cambid la frecuencia de muestreo a cada dos dias, hasta finalmente llegado el
dia 33, donde la produccion tuvo un declive. Llegado a este punto el ensayo LEBC3
habia superado al ensayo LE en metano acumulado. Asi que llegado el dia 37 se not6
una mayor produccion por parte del ensayo LEBC7 y LEBC3, los cuales acumularon
73,33 y 55,50 (mICH./gSV).

De manera similar, los BMP en los cuales se monodigestionaba EV tuvieron una
produccién de metano durante 37 dias. Hasta del dia 16 se hicieron medidas diarias
de produccién y a partir de este dia se varié la frecuencia del muestreo cada 2 0 3
dias, dependiendo de la produccién de metano. Lo previamente mencionado se indica
de manera grafica en la Figura 4. Donde las leyendas representan lo siguiente: EGS
(Estiércol + Guadua sin tratar); EBC3 (Estiércol + Biocarbén 300°C); EBC7 (Estiércol +
Biocarbdén 700°C); E (Estiércol); LEGS (Lactosuero + Estiércol + Guadua sin tratar);
LEBC3 (Lactosuero + Estiércol + Biocarbon 300°C); LEBC7 (Lactosuero + Estiércol +

Biocarbén 700°C); LE (Lactosuero + Estiércol).
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Figura 4: a) Produccién acumulada de metano de la monodigestion de EV, b) Produccién
acumulada de metano de la co-digestion de LS y EV.
Realizado por: Calderén Andrés, 2023

3.3.2 Caracterizacion de digestatos

El pH y la conductividad eléctrica de los BMP se resumen en la Tabla 4, los BMP que
contenian solo EV y estaban destinados a la monodigestion, presentaron en promedio
un pH de 7,08, esto se debe a la presencia de agua en la solucion que se realizé. Por
otro lado, la conductividad eléctrica de los mismos se encuentra en un rango entre 5,100
y 5,425 ms/cm. De igual manera, el pH medido para los ensayos que contenian LS y
EV, reflejaban un pH ligeramente acido, ya que se promedié un pH de 5,80. El valor del
pH se debe en su mayoria por el LS, el cual es moderadamente acido. La conductividad
eléctrica en todos los BMP de LS y EV son altas, por lo que en ese estado no son ideales
para ser usados en suelos agricolas, considerando que el rango ideal de conductividad
va desde 2,300 a 4,100 ms/cm [69]. Sin embargo, los ensayos LEBC3 y LEBC7

presentan un rango aceptable para ser aplicados a suelo.
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Tabla 4: Valores de pH y conductividad eléctrica de los digestatos antes y después del

ensayo BMP
pH Conductividad eléctrica (ms/cm)

ID Inicio Final Inicio Final
EGS 7,05 6,44 5,234 3,599
EBC3 6,94 6,52 5,422 3,560
EBC7 7,33 6,64 5,345 3,604
E 7,02 6,47 5,148 3,502
LEGS 5,87 3,63 7,159 8,223
LEBC3 5,67 6,34 7,412 4,599
LEBCY 5,85 6,94 6,791 5,235
LE 5,84 3,65 6,735 8,523

Realizado por: Calderén Andrés, 2023

Una vez finalizada la monodigestion de EV y la codigestién de EV con LS, se determiné
nuevamente el pH y conductividad eléctrica. Los BMPs que contenian EV presentaron
un pH menor (6,40) en comparacién a antes de la digestion (7,08). También ocurrié una

disminucién en la conductividad eléctrica, la cual paso de 5,250 a 3,566 en promedio.

Mientras tanto, los ensayos que contenian LS y EV presentaron dos escenarios
diferentes. Por un lado, los BMPs que no contenian BC, disminuyeron su pH a un
promedio de 3,64 y la conductividad eléctrica aumento a 8,300 ms/cm
aproximadamente. Al contrario de lo que sucedi6 con los BMPs, LEBC3 y LEBC7 que,
si contenian BC, los cuales aumentaron su pH a 6,94 y 6,34, respectivamente. Sin
embargo, su conductividad eléctrica disminuy6 a 4,599 ms/cm para el primero y 5,235

ms/cm para el segundo, tal y como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: a) Comparacion de pH inicial y final de los ensayos LEBC3 y LEBC7, b)
Comparacion de conductividad inicial y final de los ensayos LEBC3 y LEBC7
Realizado por: Calderon Andrés, 2023

Con relacion a los ST y SV, hubo una disminuciéon en ambos casos. Como se muestra
en la Tabla 5, la cantidad de ST disminuyd notoriamente a comparacién de los ST que

se analizaron previo al ensayo BMP. Esto se debe a que parte de estos sdlidos se
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convierten en biogas, lo que da a entender que la fraccion sdlida que queda son
compuestos inorganicos y elementos que no lograron degradarse durante el proceso de

digestién anaerobia.

De igual manera, los sélidos volatiles disminuyeron después de la DA. Los SV en su
mayoria consisten en materia organica biodegradable. La accion de los
microorganismos genera esta materia biodegradable en biogas. De acuerdo a los
resultados la disminucién de SV fue de 65% en la mayoria de los ensayos. En estos
ensayos los que contienen BC presentan las cantidades mas pequenas de SV, por un
lado, los ensayos EBC3 y EBC7, presentan valores de 0,940 y 0,990 g/I. Mientras tanto,
el mismo comportamiento presentan LEBC3 y LEBC7, con cantidades de 1,0009 y

1,0592 g/l, respectivamente.

Tabla 5: Solidos totales, sélidos volatiles y metano acumulado de los ensayos BMP.

ST(g/) sv(g/l) % Bmp (ml
ID . : . ) remocion
Inicio final inicio final SV CHa/g SV)
EGS 5,23 4,61 2,36 1,01 57,02 314,42
EBC3 6,04 5,54 2,37 0,94 60,31 255,87
EBC7 6,32 5,73 2,40 0,99 58,73 284,52
E 6,23 5,53 2,40 1,86 22,32 233,33
LEGS 9,23 8,09 5,83 1,21 79,18 56,90
LEBC3 7,14 6,27 6,01 1,00 83,35 55,51
LEBC7 9,18 8,99 5,92 1,06 82,11 73,34
LE 7,93 7,03 6,00 1,07 82,12 50,97

Realizado por: Calderdon Andrés, 2023

3.4 Prueba de fitotoxicidad

La prueba de fitotoxicidad brinda informacién sobre la posible toxicidad de las muestras
de digestatos que afectan la germinacion de semillas de diferentes cultivos [77]. Para
eso se tomaron en cuenta varios parametros como proporcion de germinacion (PG),
indice de germinacion (IG) e indice de enraizamiento (IE). Los radios de germinacion de
los BMP con EV fueron altos, todos presentaron una PG mayor al 70%. Los ensayos,
EBC3 y EBCY7, tuvieron los porcentajes mas elevados, con una PG de 85% y 82,5%,
respectivamente. En los ensayos con LS (LEGS, LEBC3, LEBC7 y LE), se obtuvieron
porcentajes menores al 20%, siendo el ensayo LE el que presenté una PG de 5%. En
presencia de BC (LEBC3 y LEBC7) obtuvieron porcentajes de 20% y 12,5%.
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Por otra parte, los indices de enraizamiento obtenidos mostraron una semejanza a las
tasas de germinacion. Es decir, los ensayos con elevada tasa de germinacion, también
presentaron altos indices de enraizamiento. Sin embargo, el ensayo EBC7 fue la
excepcion, ya que obtuvo una PG de 82,5%, pero un IE de 56,72%, evidenciando una

gran cantidad de semillas germinadas, pero que presentaban raices cortas.

El indice de germinacién muestra la capacidad de germinacién de las semillas y su
potencial de crecimiento. Los ensayos que contenian BC fueron los que mejores
resultados obtuvieron, siendo nuevamente los ensayos EBC3 y EBC7 con un IG de
64,87% y 53,48%, los que presentaron una eficaz germinacion. Sumando que estos
ensayos presentaron un IE de 66,78% y 56,72%, se deduce que estas semillas son
viables para el crecimiento. Finalmente, las semillas que fueron expuestas a los
digestatos que contenian LS y EV combinados, presentaron los indices mas pequenios.
Pero de estos cuatro digestatos, los que contenian BC fueron los mas elevados (LEBC3

y LEBC7), con un IE de 17,33% y 15,95%. Estos resultados, se resumen en la Figura 6.
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Figura 6: a) Fotografias de cajas petri con semillas y sus respectivos tratamientos, b) Proporcion
de germinacion, c) Indice de enraizamiento, d) Indice de germinacion
Realizado por: Calderén Andrés, 2023

3.5 Desarrollo vegetativo

En este estudio, la mayoria de las semillas germinaron, después de 5 dias de haber sido
colocadas en tierra fértil. Por un lado, las semillas que fueron tratadas con los digestatos
de LEBC3 y LEBC7, notaron una recuperacion en la germinacion, logrando alcanzar la
germinacion de 13 y 17 plantulas, respectivamente. Sin embargo, los ensayos LEGS y
LE, presentaron una total inhibicién de la germinacion, ya que no se presentaba
formacion de plantulas ni de cotiledones, también se not6 la formacion de moho en
ciertas semillas y en zonas donde se regaba el digestato. En el caso de las semillas que
contaban solo con la presencia de EV, BC3 y BC7, mostraron un crecimiento y formacién
normal de plantulas y cotiledones. Se destacan los ensayos EBC3 y EBC7, los cuales
presentaron ejemplares con mejor aspecto al de los demas ensayos y el control. Estas

diferencias visuales se pueden notar en la Figura 7 apartado A.
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3.5.1 Largo del tallo y raiz de plantulas

Se evidencié una diferencia entre los tallos de las plantulas de cada uno de los ensayos.
Siendo los ensayos EBC3, EBC7 y E, los que presentaron mejores longitudes. Por un
lado, EBC3 presento un largo acumulado de 33,8 cm, superando al control, el cual tiene
un largo acumulado de 32,4 cm. En cambio, las semillas que fueron expuestas a los
ensayos LEGS y LE, tuvieron un crecimiento nulo, hubo ciertas semillas que presentaron
raices, pero estas no superaron ni 1 cm. Finalmente, el mismo fenédmeno de crecimiento
sucedié para las raices, los mismos ensayos que presentaron tallos largos, mostraron
raices largas y frondosas. Siendo nuevamente las plantulas expuestas a EBC3 las que
presentan el mejor total de longitud de raices con 18,6 cm. Esta informacion se resume

en la Figura 5 en los apartados B y C.
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3.5.2 Cosecha

Después de 23 dias, las plantas fueron cosechadas, ya que el rabano presentaba
caracteristicas de maduracién. Se destaca que, en el transcurso del noveno al vigésimo
tercer dia, se descartaron ejemplares que presentaban marchitacién o que mostraban
senales de debilidad, lo que afecta a la viabilidad de su crecimiento. Esta accion no
afectd a la poblacion de cada ensayo, puesto que no fueron descartados mas de 3

ejemplares por ensayo.

A simple vista se notaba diferencia en la frondosidad y cubierta vegetal que existia en
cada caja. Siendo los ensayos control y EGS los que presentaban menos cantidad de
materia vegetal a comparacion de los ensayos que contenian BC, los cuales
presentaban una mejor cubierta vegetal y daban un mejor aspecto visual. En la Figura
8, se nota esta diferencia visual que existio entre cada ensayo. Asimismo, en la Tabla 6
se puede observar el nUmero de especimenes que estuvieron presentes en cada etapa
del proceso, notando que algunas de las semillas germinadas no desarrollaron plantulas

y en el caso de los ensayos LEGS y LE existio una inhibicién del desarrollo.

Tabla 6: Numero de especimenes de R.sativus involucrados en cada etapa del desarrollo

vegetativo.

. Ne. Plantas

ID N°. Semillas NE. St.emlllas Ne. Plantulas  desarrollada
germinadas R
Control 40 35 26 25
EGS 40 32 24 24
EBC3 40 34 24 23
EBC7 40 33 28 26
E 40 30 25 23
LEGS 40 3 0 0
LEBC3 40 8 12 10
LEBC7 40 5 14 13
LE 40 2 0 0

Realizado por: Calderén Andrés, 2023
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Figura 8: a) Cajas con plantas de R.sativus, b) huerto usado para almacenar las cajas con
plantas
Realizado por: Calderén Andrés, 2023

Estas observaciones fueron verificadas con la caracterizacion fenotipica de la cosecha
que se realizé una vez finalizado el proceso de crecimiento y maduracion de los
ejemplares de R.sativus. Donde se obtuvieron varios resultados. Por un lado, el ensayo
EBC7, tal y como se muestra en la Figura 9, tuvo el mejor rendimiento en lo que respecta
a largo de la raiz (L_raiz), diametro de la raiz (D_raiz), longitud de hoja (L_hoja) y largo
del tallo (L_tallo). Luego lo sigue EBC3 y EGS, los cuales presentaron hojas mas

grandes. Asimismo, LEBC7 tiene el segundo valor mas elevado en la longitud de la raiz.

Como se muestra en la Figura 9, los ensayos que fueron expuestos a los digestatos
provenientes de la monodigestién de EV, en general, tuvieron un 6ptimo rendimiento si
tenemos como referencia al control. En cambio, los ensayos que contenian los

digestatos de la codigestion de LS y EV, presentan las caracteristicas menos favorables.

26



Sin embargo, al ser comparados con el control, se puede notar una cierta superioridad

en las cuatro caracteristicas evaluadas en la Figura 9.

Asimismo, se tomaron en cuenta otras caracteristicas como el numero de hojas
(N_hojas), peso, area foliar y la altura de la planta, teniendo esto en cuenta el ensayo
EBC7 obtuvo los mejores valores, los cuales fueron 12,83 + 3,13, 20,84 + 6,06, 27,00 +
7,71y 25,88 + 2,28, respectivamente.

Por otro lado, en la Tabla 7 se vuelve a notar como EBC3 y EGS, son los ensayos que
presentan mejores caracteristicas después de EBC7, de esa manera mostrando una
cierta eficiencia por parte de EBC7 en la obtencidon de mejores ejemplares de R.sativus.
Del mismo modo, los ensayos LEBC3 y LEBCY7, tuvieron las menos favorables
caracteristicas en comparacion de sus homélogos que fueron expuestos a los digestatos
de la monodigestion de EV. A pesar de estas condiciones desfavorables, siguen

teniendo mejor rendimiento y mejores valores que el ensayo control.

Finalmente, los valores de LEGS y LE no fueron reportados, ya que estos ensayos
presentaron una inhibicion total del crecimiento y maduracion de R.sativus posterior al
ensayo de germinacion, estos ensayos no desarrollaron plantulas y por ende no se dio

el desarrollo de las mismas.

Tabla 7: Caracteristicas del crecimiento de R.sativus influenciadas por la aplicacion del

digestato
ID N_hojas Peso (g) Area foliar (cm?) A_planta (cm)
Control 8,80 £ 5,45 12,12 £ 4,22 16,25 * 4,67 19,46 £ 2,77
EGS 7,75+1,71 14,75+ 4,84 22,97 £ 5,93 20,38 + 1,80
EBC3 13,63+6,78 17,68+ 7,57 20,04 + 5,38 20,66 + 4,63
EBC7 12,83+3,13 20,84 +6,06 27,00+ 7,71 25,88 + 2,28
E 12 + 5,61 15,14 £ 4,55 25,16 + 6,09 23,30 + 3,53
LEGS N/A N/A N/A N/A
LEBC3 550+058 16,24 +5,16 22,94 + 9,04 21,50 + 4,40
LEBC7 7,83+£1,60 15,46+ 4,65 21,75+ 11,25 22,18 +591
LE N/A N/A N/A N/A

Realizado por: Calderén Andrés, 2023
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Figura 9: Efecto de la exposicion a digestatos a caracteristicas fisicas de ejemplares
de R.sativus
Realizado por: Calderon Andrés, 2023

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de sustratos

Las caracteristicas del LS dependen del tipo de productos lacteos generados, por
ejemplo, la produccion de queso fresco genera un LS de pH acido (< 5) [79]. Como
sustrato no es apto para la DA, por su alto nivel de lactosa que promueve el crecimiento
de acidégenos, vinculado a la acumulacion de AGVs y posteriormente la disminucion
del pH durante la DA[26,80]. En la Tabla 2 se evidencian las caracteristicas del LS acido.
validado por Tirichine et al. [79], que tuvo inconvenientes al usar LS acido en la DA, esto

al no contar con un pretratamiento o ajuste de pH.
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Por otro lado, los parametros del EV son semejantes a los descritos por Kovacic et al.
[81], y son los valores normales en el EV de un bovino. Segun Wang et al. [82] la
alimentacion del ganado influye en el pH del EV, ya que ciertos alimentos como frutas
citricas y derivados lacteos como el mismo LS favorece la acidificacion. El pH del EV
reportado en este estudio es 6,61, el cual es ligeramente mas bajo, por lo que se podria

deber a la dieta del ganado.

4.2 Caracterizacion de biocarbéon

El BC en estudios como los de Tomczyk et al., [83] y Kwak et al., [78] aumenta su pH 'y
conductividad eléctrica, de acuerdo al incremento de la temperatura de pirdlisis. Segun
Kwak et al. [78] esto sucede por la baja cantidad de materia volatil presente en el BC
después del proceso de pirdlisis al que fue sometido la biomasa. Ademas, conforme
aumenta la temperatura de pirélisis hay una mayor tendencia de acumulacion de sales
inorganicas, carbonatos y alcalis inorganicos [83]. Este mismo fendmeno ocurre en BC3
y BC7, en los cuales BC7 al ser pirolizado a mayor temperatura presenta un aumento
en los parametros presentados en la Tabla 3. Estas caracteristicas del biocarbén
permiten que sea usado en suelos agricolas y en el mejoramiento de procesos como la
DA [52,56].

Sin embargo, Samoraj et al. [25] reporta que el BC para ciertos cultivos como lechuga y
tomate tiende a ser fitotéxico segun la temperatura a la que fue pirolizado el BC. Es
decir, el BC pirolizado a temperaturas mayores 600 °C es toxico para la lechuga,
mientras que BC elaborado a temperaturas menores a 400 °C se vuelve toxico para el
tomate. Los porcentajes de ceniza obtenidos en este estudio son levemente similares a
lo descrito por Folgueras et al. [84], pero menores a los obtenidos por Fryda et al. [85].
Lo que segun Folgueras et al. [84] son los porcentajes adecuados para que el biocarbon
tenga una accién amortiguadora para la acidez de sustratos acidos, como en este caso

el lactosuero.

4.3 Ensayo del potencial bioquimico de metano

4.3.1 Caracterizacion de digestatos

La concentracion final de ST y SV fue menor a la concentracion inicial del ensayo BMP

en un 57,20%. Estos resultados son similares a los reportados por Ivanchenko et al.
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[86], el cual sefiala una disminucion del 44% en SV al usar LS en un proceso de DA.
Treu et al. [87] indica que esta disminucion de SV es causada por el consorcio bacteriano
proveniente del estiércol vacuno, ya que este consume estos SV para metabolizarlos en

los diferentes gases generados en la DA, incluyendo el metano.

En relacién con el pH, todos los ensayos de la monodigestién de EV presentaron una
disminucion de este. Segun Alavi et al. [88], esto se debe a la acumulacion de AGVs
generados durante la DA. No obstante, los ensayos LEBC3 y LEBC7, presentaron un
aumento de pH del 15% con relacién al valor inicial. Nanda et al. [29], indica que
caracteristicas como el pH y las cenizas del BC apoyan a la estabilizacion de procesos
de DA con sustratos acidos, permitiendo de esa manera estabilizar el pH y evitar la

acidificacion del proceso.

4.3.2 Produccion de metano

El BC funciona como soporte para metandgenos hidrogenotréficos, los cuales
convierten el didxido de carbono en metano, promueven la liberacién de oligoelementos
y mejoran la transferencia directa de electrones entre especies (DIET por sus siglas en
inglés) [69,89-92].

En esta investigacion, se usaron dos tipos de BC, uno elaborado a una temperatura de
300 °C (BC3) y el otroa 700 °C (BC7). Los ensayos en los que se adicioné BC a 300 °C,
es decir, EBC3 y LEBC3, mostraron un aumento en la produccién de metano de 9,79%
y 9,17%. Por otro lado, los ensayos que contaban con la presencia de BC a 700 °C,
aumentaron la produccion de metano entre 18% y 31%. Estos porcentajes fueron
obtenidos al comparar los resultados de los ensayos de BC con sus homadlogos que no
contenian material de soporte. Varios estudios [93-96] han mostrado este mismo
comportamiento al comparar diferentes BC elaborados a distintas temperaturas. Siendo
lo mas comun que el BC producido a mayor temperatura supere a su homdélogo
pirolizado a menor temperatura, esto debido a la alta porosidad, el area superficial, el

porcentaje de ceniza y los compuestos aromaticos [72,73,78,89].

Al no existir homogenizacion las bacterias en la fase liquida, tienden a sedimentar
adhiriéndose a la superficie interna de los recipientes, al agregar material de soporte, se
aumenta la zona de adhesion y por ende se aumenta la presencia del consorcio

bacteriano [13]. La adicion de un material de soporte, como son anillos PET
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provenientes de botellas plasticas, logra aumentar la produccion de metano entre un 44-
50% [97], por lo que afadir material de apoyo como botellas o guadua, en este caso, si

aumenta la produccién de metano [97-99].

Aunque los ensayos que contenian BC3 y BC7 obtuvieron un mejor rendimiento de
metano en comparacién a los ensayos que no contenian ningun aditivo (E y LE), el
ensayo EGS presento la mejor produccion. La guadua sin tratar ayuda de mejor manera
al proceso de DA, esto implica un potencial uso de restos de poda o restos de
construccion en base a este material. Cabe recalcar que, esto solo sucedié en la
monodigestion de EV, ya que la codigestion en el ensayo LEGS fue el primero en

inhibirse, lo que desencadend en la menor produccién de metano.

Segun lo planteado por Kumar et al. [100] esto posiblemente se debe al aumento del
area disponible para que el consorcio microbiano se sujete. Asimismo, dependiendo del
biomaterial que se use se obtiene una produccién diferente de metano, tal y como lo
muestra Qin et al. [101] al producir 194 mL g' SV al usar paja de arroz como biomaterial,
un valor bajo si es comparado con lo producido en este estudio. Sin embargo, Kumar et
al. [100] recalca la idea de que este posible uso de biomaterial sin ser sintetizado en
biocarbdn solo es aprovechable siempre y cuando se digestione sustratos no acidos,
caso contrario al usar sustratos como LS acido, aguas domesticas acidas o residuos
organicos citricos, se dara una inhibicion del sistema, semejante a lo ocurrido en este

estudio con el ensayo LEGS.

4.4 Germinacion

El ensayo de germinacién proporciona informacién sobre la potencialidad de un material
como bioestimulante en cierto cultivo, también evalua su posible toxicidad [102]. El uso
de digestatos como biofertilizante ha sido probado en varias plantas como melén
(Cucumis melo L.), espinaca (Spinacia oleracea), maiz (Zea mays) y tomate (Solanum
Lycopersicon) [103—-106]. En estos estudios se ha demostrado la efectividad del
digestato proveniente de varios tipos de estiércol (incluido el vacuno), sobre el
crecimiento de estas especies vegetales. La adicién de BC también potencia de forma
significativa el crecimiento de las plantas [107—109], aunque el BC elaborado a bajas
temperaturas muestran cierta fitotoxicidad para ciertas especies [102]. Segun Crespo et
al. [102] el cultivo de rabano es el menos afectado por la fitotoxicidad del BC a

temperaturas bajas y también este cultivo es el mas beneficiado por la fitoestimulacién
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que el BC proporciona. En la presente investigacién se obtuvieron indices de
germinacion de 64,87 % y 53,48%, para BC3 y BC7, estos valores son cercanos al de
Crespo et al. [102], los cuales reportaron valores de 79,9% y 36,8%, esto al adicionar
BC a400°C yBC a 600 °C a 10 semillas de R.sativus.

Por otro lado, los ensayos LEBC3 y LEBC7 no presentaron una germinacion diferente
de las semillas, a comparacion de los que solo contenian EV y agua. Esto se debe a
que el lactosuero inhibe esta germinacién por la cantidad de AGVs, tal y como lo reporta
Martins et al. [110], este mismo autor indica que la germinacién de las semillas de

R.sativus son sensibles a AGVs y pH acidos.

Esta inhibicion es visible en los ensayos LEGS y LE los cuales presentaron nula

germinacion, demostrando lo que menciona con anterioridad Martins et al. [110].

4.5 Efecto de los digestatos en el crecimiento de R.sativus

La aplicacion del digestato tiene un efecto estimulante en la descomposicion de la
materia organica del suelo, al proporcionarle una reserva adicional de nutrientes
[81,111]. Teniendo esto en cuenta, la aplicacion del digestato mejora los cultivos. En este
estudio, los ensayos que contenian BC (BC3 y BC7) presentaron los mejores
rendimientos en area foliar y la menor fitotoxicidad para R.sativus. Asimismo, las
plantulas mostraron una mayor longitud de tallo y raiz respecto al control y los ensayos

que no contenian BC.

El proceso de crecimiento de los cultivos con digestato ha sido poco estudiado en la
amazonia ecuatoriana, especialmente para la aplicacion en cultivos como de R.sativus.
Actualmente, no se han llevado a cabo investigaciones que prueben el digestato de LS
y EV enriquecido con BC en cultivos agricolas, solo existe referencia bibliografica que
muestra como el digestato de LS sin enriquecer tiene potencial para ser usado como
biofertilizante. Por un lado, Madrigal et al. [68] reportan que el digestato de LS y EV
diluido en un 10% presenta mejor rendimiento como biofertilizante. Sin embargo, se
deben evaluar los potenciales riesgos también, Kataki et al. [109]y Lv et al. [77] reportan
que el uso de digestatos sin tratamiento es poco eficaz, por lo que es recomendable y

emplear estabilizadores como biocarbén y carbon activado.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La temperatura de pirdlisis a la que se sintetiza el biocarbén, es de importancia porque
conforme esta se eleva, también aumentan los valores de las propiedades
fisicoquimicas de este, como el pH y la conductividad eléctrica. Teniendo esto en cuenta,
el biocarbon sintetizado a 700 °C es el mas adecuado para la codigestion de lactosuero
con estiércol vacuno, ya que disminuye la acidificacion del proceso, esto debido a su

alto pH y conductividad, como a su elevado porcentaje de ceniza.

La produccion de metano es importante tomar en cuenta para conocer la estabilizacién
y funcionamiento de la digestion, ya que una elevada produccidén de metano significa
menor cantidad de AGVs presentes en el digestato. Por esa razén, se concluye que en
un proceso de monodigestion de estiércol vacuno la adicion de biocarbédn como aditivo
no es la mejor opcién, sino solo agregando un biomaterial de soporte como G.
angustifolia se puede aumentar la produccion de metano. Sin embargo, al usar sustratos
acidos como el lactosuero en codigestion con estiércol vacuno, si es necesario la adicion

de biocarbdn para estabilizar el sistema de digestion y evitar la acidificacion.

Por otra parte, los digestatos que cuentan con la presencia de lactosuero, estiércol
vacuno y biocarbon pueden reemplazar potencialmente a fitoestimulantes quimicos. Se
pueden presentar problemas durante la germinacion, cuando se aplica el digestato con
biocarbén de forma directa a las semillas, como el bajo indice de germinacién que
presentaron los ensayos que contenian lactosuero. No obstante, este inconveniente es
imperceptible al aplicar el digestato enriquecido con biocarbon en el suelo, logrando
presentar un mejor rendimiento de crecimiento respecto al control. Lo que se evidencia
con un crecimiento mayor entre 20-40% en aspectos morfolégicos durante el
crecimiento R.sativus como la raiz y el largo de tallo en las plantulas. Por lo que, si se
busca la obtencion de un digestato estimulador de cultivos, la mejor opcion es la
monodigestion de estiércol vacuno con biocarbon a 700 °C. Pero, si se plantea una
forma de aprovechar residuos dificiles de manejar como el lactosuero, es mejor la
codigestion, siempre y cuando exista un aditivo que contrarreste los inhibidores

presentes en el lactosuero.

Esto lo evidenciamos, en las caracteristicas fenotipicas cuantificadas en los ejemplares

de R.sativus, ya que los ensayos que contenian biocarb6on desarrollaron mejores
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ejemplares a comparacion del control. Aunque esta diferencia no es tan elevada, si
genera un indicio de la viabilidad de los digestatos enriquecidos para ser usados en
cultivos de interés comercial. Finalmente, se nota una diferencia en la interacciéon de los
digestatos obtenidos de una monodigestion y los obtenidos de una codigestién, ya que
en la monodigestién de EV la calidad de los digestatos no presenta tanta diferencia entre
los que estaban enriquecidos y los que no. Suceso que no ocurre en la codigestiéon de
LSy EV, ya que el biocarbdn al funcionar como estabilizador del sistema permite obtener

digestatos con alta potencialidad para funcionar como biofertilizante.

Basandose en los resultados sobre la monodigestion y la codigestion con biocarbén, es
recomendable continuar con investigaciones para estabilizar y prevenir la acidificacién
del proceso. Ademas, se recomienda profundizar en técnicas de tratamiento del
lactosuero antes de la digestidon anaerdbica para su estabilizacion. Asimismo, se
recomienda caracterizar a nivel de nutrientes las especies expuestas a estos digestatos.
Y finalmente, es importante tener en cuenta el tratamiento de coliformes para estos

digestatos, ya que es recomendable tratarlos previo a su uso en suelos agricolas.
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