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RESUMEN

El digestato es un residuo de la digestién anaerobia; por su contenido de materia organica, posee
caracteristicas de mejorador de suelo. En este trabajo se evaluaron cinco digestatos, provenientes de la
degradacion de la fraccion organica de residuos solidos (FORSU), obtenida de tres sitios: restaurante,
central de abastos, procesamiento de nopal, y lodos secundarios de una planta de tratamiento de aguas
residuales. Los digestatos denominados A (FORSU de restaurante y lodos de purga, 90:10) y B (FORSU de
central de abastos y lodos de purga, 90:10) derivan de una codigestion de residuos. Los digestatos C, D y
E, se generaron de una digestién simple de FORSU de restaurante, FORSU de central de abastos y FORSU
de residuos del procesamiento de nopal, respectivamente. Se utilizaron parametros para determinar la
calidad como mejorador de suelo; indicadores de calidad como el contenido de materia organica,
caracterizacion de biomoléculas, determinacion de la estabilidad de agregados, inocuidad mediante ensayos
de fitotoxicidad. Se determiné que las dosis recomendadas son: A <6%, B <8%, C <4%, D<6% y E <4%. La
concentracion de digestato 10 T/h; aumenté los macroagregados (digestato C y B) y 30 T/h; favorecié la
formacién de macroagregados en todos los tratamientos, excepto E. La adicion de digestato, puede restituir
propiedades del suelo, como la formacién de agregados, sin embargo, altas concentraciones pueden inhibir

la etapa de germinacion.

Palabras clave: Digestato, Fraccidon Organica de Residuos Sdlidos, Materia Organica, Suelo.

ABSTRACT

Digestate is a residue from anaerobic digestion. Due to its content of organic matter, it has the characteristics
of a soil improver. This work evaluated five digestates originating from the degradation of the organic fraction
of solid waste (OFMSW) obtained from three sites: restaurant, supply center, nopal processing, and
secondary sludge from a wastewater treatment plant. The digestates called A (OFMSW of restaurant and
purge sludge, 90:10) and B (OFMSW of central supply and purge sludge, 90:10) derive from a codigestion
of residues. Digestates C, D, and E were generated from simple digestion of OFMSW from a restaurant,
FORSU from a central supply, and OFMSW from nopal processing residues, respectively. Parameters were
used to determine the quality as a soil improver; quality indicators such as organic matter content,
characterization of biomolecules, determination of aggregate stability, safety through phytotoxicity tests. The
recommended doses were determined to be: A <6%, B <8%, C <4%, D <6%, and E <4%. The digestate
concentration 10 T / h; increased macroaggregates (digestate C and B) and 30 T / h; favored the formation
of macroaggregates in all treatments, except E. The addition of digestate can restore soil properties, such as

the formation of aggregates; however, high concentrations can inhibit the germination stage.

Keywords: Digestate, Organic Fraction Municipal Solid Waste, Organic Matter, Soil



INTRODUCCION

El suelo es uno de los recursos naturales mas importantes en la tierra, provee de diversos servicios benéficos
para los ecosistemas, imprescindibles para la humanidad. Destaca como habitat biologico; es reserva
genética de 25 % de la biodiversidad del planeta y proporciona 98.8 % de nuestros alimentos (1.2 % fuentes
acuaticas) de forma directa o indirecta. Sostiene la vida sobre la superficie terrestre, gracias al papel que
desarrolla en el reciclaje de la materia natural y flujos de energia; como ciclos biogeoquimicos que tienen
lugar en la matriz del suelo; de gran impacto a nivel global (Kopittke et al., 2019; McBratney et al., 2014;
Nachshon, 2021).

El acelerado desarrollo de nuestra sociedad, ha provocado un desequilibrio en los ciclos biogeoquimicos,
impactando negativamente el funcionamiento de los ecosistemas que mantienen la vida en la tierra. La
actividad humana ha sobreexplotado los recursos disponibles, desencadenando diversos eventos de
degradacion del medio ambiente, que son notoriamente asociados al cambio climatico. Entre ellos, el manejo
inadecuado del suelo debido a malas practicas agricolas; deforestacién; contaminacion o erosion, que
provocan graves alteraciones en la actividad bioldgica endémica del suelo. Todo lo anterior, provoca
gradualmente la pérdida de la estructura del suelo y disminucion del contenido de materia organica. Esto
causa un continuo aumento de la extension de suelos infértiles; debido a la pérdida de nutrientes o
estructura, con ello disminuye gravemente la productividad agricola, generando diversos problemas e
incertidumbre respecto a la seguridad de los alimentos y bienestar de la sociedad (Chandrappa & Bhusan
Das, 2011).

Otra problematica asociada a la actividad humana es la generacion de residuos; provenientes de diversos
procesos de transformacion o produccion, provocando contaminacion por la lixiviacion de sus componentes
y por emisiones de gases de efecto invernadero. El aumento exponencial de la poblacién mundial agrava
esta situacion; ya que la demanda de bienes y servicios es cada vez mayor. Actualmente, los recursos
ambientales estan en un proceso acelerado de deterioro, que no permitira satisfacer nuestras demandas en
el futuro. El estilo de vida actual de la sociedad no va acorde con el desarrollo sustentable, por ello se
requieren cada vez mas, esquemas de economia circular donde los residuos, mediante un tratamiento,
vuelvan al sistema como productos de valor agregado, como se propone en este trabajo (Figura 1) (Lal et
al., 1990; White et al., 1999).

El digestato es producto de la digestién anaerobia; un proceso de degradacién de residuos organicos,
dirigido por diferentes grupos de microorganismos. A través de reacciones multietapa, ciertos organismos
consumen las moléculas complejas que componen la materia organica, generando biogas como producto.
El biogas es una corriente gaseosa compuesta principalmente de metano, con alto potencial como fuente
de energia, gracias al poder calorifico del metano (8,540 Kcal/m?). El digestato es una corriente acuosa,
compuesto de la materia organica residual del proceso, aquellos compuestos que no fueron oxidados

completamente hasta metano y diéxido de carbono. La materia organica de los digestatos tiene
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caracteristicas estructurales mas estables, debido a la ausencia o poca presencia de compuestos organicos
labiles; que fueron mayormente degradados durante el proceso. Debido a lo anterior, el digestato a partir de
la digestion anaerobia; posee caracteristicas especiales por su contenido de nutrientes y materia organica
estable, que lo ubican como posible mejorador de suelo (Bustamante et al., 2013; Coelho et al., 2020; Poggi-
Varaldo et al., 1999).

Un producto mejorador de suelo es aquel que puede ayudar a restituir ciertas propiedades de suelos con
degradacion. En México al menos el 45 % del territorio presenta caracteristicas asociadas a la degradacion
(INEGI, 2014), que es la pérdida de la calidad por causa de alteraciones en las propiedades fisicas, quimicas
o biolégicas; originales del suelo. La degradacion por carencia de materia organica; promueve la disminucion
y eventual pérdida de la actividad bioldgica del suelo y capacidad de almacenamiento de carbono;
liberandolo a la atmdsfera. En adicion, el uso excesivo de fertilizantes sintéticos, promueve la lixiviacion de
las bases del suelo, perdiendo nutrientes del sistema y transportandolos a cuerpos acuaticos provocando

eutrofizacion (Evanylo et al., 2008; Oldeman, 1991).

La unidad estructural y funcional del suelo es el agregado: un grupo de particulas primarias que se unen
entre ellas mas fuertemente, que con las otras particulas que las rodean. Pueden tener diferentes grados de
desarrollo y tamafios. Los digestatos aportan compuestos organicos estables que pueden actuar como
moléculas iniciadoras o cementantes para la formacion y estabilidad de los agregados del suelo. La materia
organica esta asociada con la estabilidad de la estructura del suelo, pues a partir de su degradacion, la
actividad biolégica puede sintetizar moléculas que promueven la agregacién del suelo. Los digestatos

podrian mejorar las condiciones del suelo y su calidad (McBratney et al., 2014; R. Lal & B. A. Stewart, 1990).

En este trabajo se evalud la calidad de cinco digestatos, provenientes de la degradacion de residuos solidos
organicos. Se utilizaron residuos de diferente origen y variaciones en la operacién del proceso de digestion
anaerobia. Dentro de la evaluacion se caracteriz6 la composicion fisicoquimica los digestatos,
posteriormente se determiné su influencia en la estabilidad estructural de agregados obtenidos a partir de

una incubacion de suelo. Ademas, se realizé un ensayo de fitotoxicidad aguda con semillas de lechuga, para

determinar la influencia de los digestatos, en el proceso de germinacion.

TRATAMIENTO . %

Digestdn anaerobla Generacion 6 biogss |

y digestato

Generacon
08 rescuos

: 4
PPN .
3 Produccion y rendimiento
e los cultives

Figura 1. Economia circular de residuos organicos.
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MARCO TEORICO

Residuos Sélidos Organicos

La generacion de residuos se ha convertido en un proceso inevitable; cada vez existe mayor diversidad y
volumen, producidos por labores domésticas, comerciales e industriales en todo el mundo. Los residuos se
clasifican a partir del origen; naturaleza quimica; estado fisico; sitio de generacién o proceso que los fabrico,
entre otros. Debido al gran desarrollo econdémico de algunos paises y la globalizacién; se generan desechos
de todo tipo, como subproductos de procesos de extraccion; beneficio; transformacion; produccion;
consumo; utilizacién; control o tratamiento, cuya calidad no les permite reutilizarse en el proceso que lo
generd. ldealmente, estos materiales residuales deben ir a centros de tratamiento para reciclarlos o
reutilizarlos; o en su defecto, ser trasladados a disposicion final. Lamentablemente, esto no ocurre en la
mayoria de los casos y su manejo inadecuado provoca contaminacion del suelo, agua y atmosfera
(Chandrappa et al., 2011; Hidalgo, 2014; Teglia et al., 2011).

La estrategia para encontrar soluciones al problema de la masiva generacion de residuos a nivel mundial,
ha sido encontrar formas de tratamiento de residuos que sean amigables con el medio ambiente y ademas
puedan aportar energia. Para ello, se busca adoptar un seguimiento jerarquico de prioridades para la
prevencion, reuso y manejo; en orden descendente las prioridades son: prevencion de generacion;
preparacion para el relso; reciclaje; recuperacion energética y disposicion o confinamiento (Castells, 2012;
Diosdado, 1995).

En el mundo se producen diariamente mas de dos mil millones de toneladas de residuos; en México mas de
cien mil toneladas de los cuales: 83% se recolecta; 78% se colocan en sitios de disposicion final y 9% se
recicla. Al afio el pais produce cerca de cinco millones de toneladas de residuos, 550 mil toneladas son

residuos sélidos organicos, con poder calorifico apreciable (SEMARNAT, 2017; White et al., 1999).

Los residuos organicos representan frecuentemente, mas de la mitad de los residuos sélidos urbanos (RSU),
a esta fraccién se le conoce como; fraccién organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU). Se compone
de restos de comida; plantas; cascaras de frutas y verduras; entre otros. Es un sustrato ideal para generar
biogas a partir del proceso de digestidon anaerobia; debido a su alto contenido energético. El biogas producto
de la degradacioén de la materia organica, esta compuesto de CHa (65%); CO2 (30%); NH4; H2S y otros gases
(<5%). La produccién de biogas a partir de FORSU, es una alternativa de manejo que ofrece un retorno
financiero, derivado del aprovechamiento energético del metano. El objetivo es recuperar de la materia
organica, biomoléculas de gran valor nutricional compuestas principalmente de C, H, O, N, P, K, S, entre
otros (Bernd et al.,2012; Polprasert, 2015).
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Digestion Anaerobia

La digestién anaerobia es un método de tratamiento de residuos organicos; donde se obtiene energia a partir
de la degradacion de la materia organica. En paises desarrollados, esta tecnologia es utilizada a gran escala
para la produccion de energia; mientras que, en paises en vias de desarrollo; tiene un gran potencial para
solventar problemas asociados al manejo de residuos. Este proceso contempla la reduccion de emisiones
de gases de efecto invernadero y la recuperacién de energia a través de la produccion de biogas. El proceso
de digestion anaerobia involucra distintas etapas; donde grupos de microrganismos heteroétrofos anaerobios;
degradan la materia organica a CH4, COz2, H2S, NHs4 y nueva biomasa (Bustamante et al., 2013; Ortega,

2006). La ecuacion de la reaccion se muestra a continuacion:

1
C.H,O,N,S¢ + 7 (4c—h—-20+3n+2s)H,0 —

1 1
3 (4c—h+20+3n+2s)CO, +§ (4c+h—20—-3n—-2s) CH, + nNH; + sH,S
Ecuacion 1. Reaccion general de la digestién anaerobia de Buswell y Symons.

Cuando en el proceso de digestién anaerobia se emplean dos o mas sustratos distintos se conoce como
codigestion, y se realiza con la finalidad de obtener mayor valor nutricional en la composicién del sustrato.
Se ha utilizado la codigestion de residuos de diferente origen, para obtener mejores rendimientos de biogas;
y digestatos con mejores caracteristicas de contenido de materia organica y nutrientes para las plantas
(locoli et al., 2019).

La digestion anaerobia es un proceso de reacciones multietapa. Se divide comunmente en cuatro: hidrdlisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Figura 2). Es un proceso complejo que requiere condiciones
anaerobias estrictas; potenciales de oxidorreduccién menores a -200 mV. Para llevarse a cabo, depende de
la actividad coordinada y asociacién compleja de microorganismos, bajo condiciones controladas de
temperatura, pH, potencial eléctrico, carga organica, tiempo de retencién hidraulico (TRH), tiempo de

retencion de sdélidos (TRS), entre otros (Appels et al., 2008).

En la hidrdlisis, la materia organica compuesta de polimeros complejos (biomoléculas de alto peso molecular
y compuestos organicos insolubles); se despolimeriza a mondmeros, gracias a la accién de enzimas
extracelulares de tipo hidroliticas. La hidrdlisis permite la solubilizacion de los productos, facilitando el
transporte a través de la membrana celular. Los microorganismos hidroliticos, requieren de un aporte de
energia para despolimerizar los compuestos, esto puede ser un factor limitante. Algunos de los
microorganismos mas representativos son los géneros Acidaminobacter, Acetovibrio, Bacillus,
Bifidobacterium, Butyrivibrio, Clostridium, Desulforomonas, Desulfobacter, Escherichia, Eubacterium,
Lactobacillus, Pseudomas, Propionibacterium, Smithella, Streptococcus, Butyrivibrio y otros pertenecientes

a los grupos de Proteobacterias y Firmicutes (Desmond, 2016; Diaz et al., 2006).
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Una vez dentro de la membrana celular; los monémeros pueden ser degradados por diversas rutas
anaerobias facultativas o estrictas. Los principales productos de esta etapa, son compuestos de bajo peso
molecular como acidos grasos volatiles (AGV): acido acético, propidnico, butirico, valérico, y otros acidos
carboxilicos como caproato, lactato y alcoholes. Dichos compuestos funcionan como intermediarios
degradativos y precursores directos para la formaciéon de metano. También pueden producirse: acido
férmico, metilaminas, metanol, H2 y CO2; ademas de compuestos érgano-nitrogenados y 6rgano-sulfurados
(Tsachidou et al., 2019).

El acetato o acido acético, puede utilizarse directamente como sustrato por organismos metanogénicos;
debido a ello es de suma importancia para el proceso. A esta etapa, se le conoce como acidogénesis
(generaciéon de acidos organicos). Algunos géneros representativos son Lactobacillus, Escherichia,

Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas y Streptococcus (Mara & Horan, 2003; Ortega, 2006).

El acetato también puede producirse en la etapa de acetogénesis, cuando los AGV de bajo peso molecular
se convierten en acetato, H2 y COz2; por bacterias acetogénicas. Este proceso de conversion solo puede
favorecerse termodinamicamente por la presion parcial del H2 que se mantiene baja. Por lo anterior, es

necesaria una buena eficiencia de remocion de Hz (Ortega, 2006).

Ademas del CO2 que es reducido a acetato mediante Hz; existen otros sustratos que pueden ser oxidados
hasta producir acetato, como alcoholes, acidos carboxilicos, compuestos aromaticos y algunos sustratos
halogenados. Los organismos que participan son bacterias estrictamente anaerobias, como Clostridium,
Acetoanaerobium, Acetobacterium, Acetogenium, Butyribacterium, Paleobacter, Treponema y Halophaga.
Existe otro tipo de bacterias acetdégenas que se caracterizan por la produccién obligada de Hz y por su
participacion en la degradacion de compuestos aromaticos, se denominan OHPA (Obligate hydrogen
producing acetogens): Syntrophomonas, Syntrophobacter, Syntrophospora y Syntrophus (Maller, 2003).

Finalmente, el metano es producido por grupos de arqueas, se forma en un 66% por la descarboxilacion del
acetato producido en la metanogénesis acetocléstica (Methanosaeta spp. y Methanosarcina spp.) y 34% por
la reduccién de CO: por el Hz, catalizado por organismos metanogénicos hidrogenotréficos. En particular el
uso de Hz por los organismos metanogénicos es responsable de la presion parcial baja de Hz en los reactores
anaerobios (Liu & Whitman, 2008).

Es necesario mantener condiciones dptimas para las bacterias acetogénicas; aumentar el consumo de Hz 'y
CO:2 (sustrato para las arqueas metanogénicas). Alternativamente, las bacterias reductoras de sulfato y las
acetogénicas autétrofas, pueden usar el Hz para la reduccion de sulfato o produccién de acetato, a partir de
COz2 + Hz (Nayono, 2010; Ortega, 2006).
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Las arqueas metandgenas son un grupo filogenéticamente diverso. Estan clasificadas en 5 6rdenes
establecidos: Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales y
Methanopyrales. Sin embargo, s6lo algunos géneros se encuentran representados en digestores
anaerobios: Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanothermobacter, Methanococcus,
Methanomicrobium, Methanocolleus, Methanofollis, Methanospirillum, Methanocorpusculum,
Methanosarcina y Methanosaeta (Liu & Whitman, 2008).
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Figura 2. Etapas de la digestién anaerobia

Una ventaja para utilizar esta tecnologia en México es la extensa actividad agricola y pecuaria que se
desarrolla en el territorio. Se puede identificar un gran potencial para generar biogas, gracias a la diversidad
y cantidad de residuos organicos que se producen diariamente. Es importante identificar la produccion
constante de sustrato, es decir, a partir de unidades de produccion ganadera; granjas porcicolas; establos
lecheros; rellenos sanitarios; plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR); entre otros. El rol de dichas
unidades de produccién es fundamental como sitios generadores de sustrato en la produccién de biogas y
digestato. Este tipo de actividades estan relacionadas con el 60% de las emisiones globales de metano
(IPCC, 2007). Lo anterior es importante, relacionado con los Objetivos del Milenio propuestos por la ONU
en 2015, donde se plantea un manejo adecuado de residuos, para evitar problemas ambientales globales,
aunados a la emisién de GEI y la contaminacién ligada con el uso de combustibles fdsiles y su

reemplazamiento por energias renovables como el biogas (Bernd et al., 2012).
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Digestato

Ademas de la produccién de biogas, también se produce una corriente liquida o semiliquida llamada
digestato, que es el principal producto en términos de masa en una planta de digestién anaerobia. De
acuerdo con la naturaleza del residuo y la tecnologia de digestidn; el digestato puede ser sélido; semisélido
o liquido. Los digestatos liquidos pueden ser utilizados directamente por aspersion en cultivos, mientras que
la fraccion soélida puede utilizarse como mejorador o sustrato organico. El digestato esta compuesto de una
mezcla de materia organica remanente en diferentes etapas de degradacién, mayormente compuestos
reducidos de C; N y S (Poggi-Varaldo et al., 1999; Salminen et al., 2001).

La generacion de digestatos en las plantas de tratamiento anaerobio, representa un problema por su gran
volumen y contenido de humedad. Dentro de la operacion; es importante considerar el uso y destino de los
digestatos. En comparacion con los sustratos originales, los residuos de la digestion tienen caracteristicas
mas favorables: menor olor; mayor consistencia; baja actividad biolégica y alto contenido de nutrientes. Sin
embargo, cuando la operacion del proceso es ineficiente, trae consigo caracteristicas indeseables en los
digestatos: olor desagradable; alta viscosidad; alta salinidad y gran contenido de AGV, lo que lo vuelve
fitotoxico y podria restringir su aplicacion en suelos. Incluso los digestatos pueden ser fuente de patégenos,
si la digestion no se desarrolla bajo condiciones éptimas; comprometiendo su revalorizacion. Una opcion es
un post tratamiento, como composteo de la fraccion solida del digestato para mejorar la calidad del producto
final; sin embargo, en digestatos con alto contenido de humedad, esto no es posible (Bustamante et al.,
2013). Algunos autores han estudiado post tratamientos aerobios del digestato como Abdullahi et al. (2008);
Bortone (2009) y Bustamante et al. (2013).

Respecto a la presencia de patdégenos o compuestos bioquimicos; se ha observado su disminucién durante
la digestién, mejorando la calidad sanitaria del residuo y dando seguridad higiénica para usos posteriores.
Lo anterior, ya que se ha observado una correlacion; entre la velocidad de remocion de la contaminacion
microbiolégica y la temperatura de la digestion. Para biomasa contaminada por lodos de PTAR o residuos
municipales; se recomiendan condiciones termofilicas (45 °C). Sin embargo, el digestato se caracteriza por
poseer materia organica y una comunidad microbiol6gica mas estable, por lo que resulta un buen producto
mejorador de suelo, similar a otros productos organicos del sector agropecuario (Guilayn et al., 2020; Teglia
et al., 2011; Zhang et al., 2020).

El digestato debe mejorar las condiciones del suelo, tener efecto fertilizante y ser inocuo. Los productos
mejoradores de suelo son materiales que al ser anadidos; pueden restituir propiedades fisicas del suelo, asi
como la retencion e infiliracion del agua, permeabilidad, aireacion y estructura éptima para la toma de
nutrientes. Su meta es proveer de un mejor ambiente para las raices y asi mejorar el desarrollo de una
planta. Lo anterior esta ligado con una mejora de las propiedades quimicas y bioldgicas, es decir, fertilidad
y actividad metabdlica. Uno de sus principales objetivos, es la adicion de materia organica, que es esencial

e indicativa de la calidad del suelo (Evanylo et al., 2008; McBratney et al., 2014; Teglia et al., 2011).
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Los digestatos también pueden tener efecto fertilizante; promoviendo la nutriciéon de las plantas a través de
la provisiébn de macro y micronutrientes; aumentando la fertilidad del suelo y el rendimiento en la
productividad de un cultivo. Ademas de estos nutrientes, se han encontrado compuestos estables de
carbono como sustancias pre-himicas, que actuan como bioestimulantes en el suelo; promoviendo efectos
positivos en el crecimiento de la vegetacion, tasa de germinacion, crecimiento de raices y biomasa aérea.
Sin embargo, la presencia de sustancias humicas o pre-himicas en los digestatos, es un debate
controversial, debido a la teoria de formacion de las sustancias humicas y su estabilizacion a través de
cientos de afios (Guilayn et al., 2020; Weil & Brady, 2002).

En la digestion anaerobia, generalmente los compuestos labiles son mayormente degradados;
incrementando la estabilidad en el digestato, pero cuando se incluyen criterios para la produccion eficiente
de biogas, se limita el tiempo de residencia del sustrato (TRS-Tiempo de Residencia de Sdélidos); luego de
alcanzar una maxima produccion de biogas. Lo que produce un digestato con materia organica en diferentes

estados de degradacion: recalcitrante, particulada y labil (facil degradacion) (Guilayn et al., 2020).

Mejorador de Suelo

En los ultimos 10 afios, ha incrementado el interés por el uso de digestatos; debido a su alto valor potencial
como fertilizante y mejorador de suelo. Sin embargo, su alta variabilidad y contenido desconocido; hace
necesaria la caracterizacion fisicoquimica de la materia organica; antes de integrarse en los programas de
fertilizacion. También deben determinarse las tasas de aplicacion, el riesgo de fitotoxicidad y la necesidad
de un periodo de seguridad o un tratamiento de estabilizacién (post-tratamiento), antes de la aplicacién al

suelo (Alburquerque et al., 2012).

Respecto a su naturaleza de fertilizante, se ha reportado que los digestatos tienen grandes cantidades de N
en forma inorganica, como NH4 que representa 70% del N total. No obstante, este N puede perderse por
volatilizacion durante el almacenamiento o al aplicarse en el suelo, dada a la alcalinidad del digestato. En
condiciones favorables, el NH4 es oxidado a NOs rapidamente por bacterias nitrificantes en el suelo, de esta
manera se encuentra altamente disponible para que las plantas puedan aprovecharlo. Sin embargo existe
el riesgo de sobrepasar la capacidad de asimilaciéon de las raices y que el NOs sea lixiviado en el perfil del
suelo, resultando en contaminacion de los mantos freaticos y la posible eutrofizacién de los cuerpos de agua
(Verdi et al., 2019).

Otro parametro importante, es la relacién C/N que se utiliza para medir indirectamente caracteristicas de la
biomasa, evolucién de la materia organica, fertiidad del suelo y degradaciéon. Se determina
experimentalmente con el contenido de carbono organico total (COT) y nitrégeno total (NT). Esta relacion
debe ser mayor a 8; un desbalance provoca un exceso de materia disponible para los microrganismos y no
para las plantas, lo que conduce a su rapido consumo e inmovilizacién de los nutrientes en la biomasa

microbiana (locoli et al., 2019).
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Se ha demostrado que algunos digestatos, presentan efectos parecidos a auxinas en las plantas, al
promover el crecimiento. En un experimento, se afadié digestato en sistemas hidropénicos de lechugas
Lactuca sativa como fuente de nutrientes; se observé un aumento de la biomasa aérea hasta un 30%, en
comparacion con un producto de marca comercial de referencia, que contenia sustancias himicas (SH)
extraidas a partir de leonardita. El digestato utilizado contenia 4.6 mg/L de carbono organico disuelto en la
extraccion acida y alcalina, que corresponde a acidos fulvicos segun define el método de la Sociedad
Internacional de las Sustancias Humicas (IHSS) (Coelho et al., 2020; Olk et al., 2019; Scaglia et al., 2015).

Actualmente, existe mayor informacién sobre los parametros de operacion de la digestion anaerobia,
caracteristicas del sustrato y digestato, asi como comportamiento de la aplicacion en campo. En 2020, se
publicaron mas de 800 articulos sobre digestatos en el portal de Elsevier, Science direct, en 2019 se
publicaron 1,172, en comparacion con los 145 publicados en 2010 en este mismo portal. En las Tablas 1 a
5, se muestran algunos valores de pH; nitrdgeno organico; demanda quimica de oxigeno (DQO) y fosforo

inorganico, reportados como parte de la caracterizacion fisicoquimica de digestatos.

Tabla 1. Valores de pH reportados.

Sustrato Valor Referencia Notas
Estiércol de gallina y ganado 7.85-8.4 Ulgiidiir et al., (2019) Codigestion relacion 9:1
Estiércol de vaca 7.6-8.1 Akyol et al., (2019); Rico et al., (2011) Codigestion, Reactor CSTR
Cebada 8.1
Triticale 8.1
Trigo 8.1 Akyol, et al., (2019) Codigestion anaerobia
Centeno 8.4
Paja de trigo 4.5
Estiércol de vaca},. ensilado de maiz y 8.38-9.73 Riva et al., (2016) Primer dato - fracc.:!c')n qu.uida
triticale Segundo - fraccion sélida

Tabla 2. Valores de nitrégeno organico (g/L) reportados.

Sustrato g/L Referencia Notas
Estiércol de gallina y ganado 7.09%y 12.23° Ulgiidiir et al., 2019 (90:10)
Estiércol de vaca 7.6-8.1 Akyol et al., 2019 Codigestion
Estiércol de vaca 3.67y4.3° Rico et al., 2011 Reactor CSTR
Cebada 8.32
Triticale 5.68 Codigestis
Trigo 539 Akyol, etal., 2019 odigestion
anaerobia
Centeno 5.65
Paja de trigo 0.97
Estiércol de cerdo + CE* 121¢
Estiércol + CE 85.1¢
CE 82.3 Fraccion |I'qUIda del
Suero de leche + CE + Estiércol de ave 82.8 digestato de una
Tambone et al., 2019 planta de
Suero de leche + CE 73 .
tratamiento a gran
Estiércol de cerdo + CE + Harina de maiz + Suero de leche 112 escala
Estiércol de cerdo+ residuos agroindustriales 105
Estiércol de vaca + Suero de leche + CE + Melaza 119
Mezcla de lodos de vaca con maiz ensilado v triticale 3.4%y 5,540 Riva et al., 2016 NA

CE*: Cultivos energéticos; a: Fraccion liquida; b: Fraccion sélida; c: g N/kg solidos totales; d: g N/kg.
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Tabla 3. Valores de DQO (g/L) reportados.

Sustrato Referencia Total Soluble
Estiércol de gallina y ganado Ulgiidiir et al., 2019 76.79 - 65.06% y 74.99° 33.06 —40.30%y 19.46°
Estiércol de vaca Rico et al., 2011 29.3-36.9 NR
a: Fraccion liquida b: Fraccion solida
Tabla 4. Valores de fésforo total (g/L) reportados.
Sustrato Valor Referencia Notas
Estiércol de gallina y ganado 8.24 -7.18% y 18.99° Ulgiidiir et al., 2019 Codigestion relacion 9:1
Estiércol de vaca 12y 1.4° Rico et al., 2011 Reactor CSTR
Estiéreol Porcino 8.32 Verdi et al.,, 2019 Digestato de estiércol fue mezclado con

urea, se utilizé la faccion liquida.

a: Fraccion liquida b: Fraccion solida.

Tabla 5. Parametros fisicoquimicos de los digestatos reportados por Alburquerque et al., (2012).

Parametros

Digestato | pH Cor;?éucitrli\éfad ,\sﬂgsg cloir o DIzl N i il B COT/NT
(dS /m) g/l g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L

PS1 7.8 26 43.9 14.7 4.3 6.5 3.6 2.9 1.1 3.1 4.1

PSs2 7.9 241 38.3 12.2 3.7 4 3.5 2.6 1.1 3.1 3.5
PS3 7.9 23.3 28.3 8.3 3.7 4.7 3.4 2.7 1.2 2.7 2.4
PS4 7.9 211 21 5.8 1.2 2.3 2.9 2.2 0.5 2.2 2.4
PS5 7.8 30.8 29.5 8.4 3.5 6.2 4.9 3.4 0.8 3.1 1.7
PS6 8.2 30.3 19.5 5.9 2.4 2.2 4 3.5 0.2 2 1.5
PS7 7.9 25 28.9 8.4 3.6 4.4 3.6 2.8 0.9 29 2.2
Cs1 5.6 14.5 38.3 17.8 10.6 37.5 1.9 1 0.5 1.8 9.5
CS2 7.3 11.7 72.9 42.8 27.6 52.5 2.3 0.9 0.4 1.6 18.5
CS3 6.3 5.2 17.6 8.3 8.2 10.6 0.6 0.4 0.1 0.8 13.6
Cs4 7.8 8.7 24.4 9.4 1.2 1.3 14 0.8 0.2 1.1 6.6
CS5 7.9 10 17.6 5.8 1 1.2 1.5 0.9 0.2 1.2 3.8
CS6 7.5 25.7 90.1 33.7 5.4 59 4 24 0.8 3.1 8.5
Cs7 7.4 10.9 31.4 13.6 6.8 8.3 1.7 0.9 0.3 1.4 9

PS: Estiércol de puerco; CS: Estiércol de vaca; COT: Carbono organico total; COD: Carbono organico disuelto; DBOs: Demanda
biolégica de oxigeno 5 dias; NT: Nitrogeno total; NH4: amonio; Pi: Fésforo inorganico; K: potasio.

En la Tabla 5, se muestra la caracterizacion reportada por Alburquerque et al., (2012), donde se analizaron

catorce digestatos, provenientes de dos tipos de sustrato. Las siglas PS indican que el digestato es producto

de la degradacion de estiércol porcino y CS de la degradacion de estiércol vacuno. Se determind pH;

conductividad; masa seca; carbono organico total y disuelto; demanda biolégica de oxigeno a los 5 dias;

nitrégeno total o total Kjeldahl; nitrégeno inorganico como amonio; fésforo inorganico como ortofosfato;

potasio y la relacion COT/NT.
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Con los datos anteriores (Tabla 5), se realizdé un analisis multivariado, para observar posibles usos de los
digestatos, a partir de las caracteristicas fisicoquimicas reportadas por Albuquerque et al., (2012). En la
Figura 3 se muestra un andlisis de componentes principales (PCA), los puntos rojos son los digestatos
provenientes de estiércol porcino y los azules son provenientes de estiércol vacuno. Podemos ver que los
digestatos porcinos, presentan poco contenido de carbono organico o materia organica en general, debido
a la posicion de los puntos azules con respecto a los vectores (flechas rojas) de los parametros: masa seca;
COT; COD; DBOs y COT/NT, es decir no se relacionan. Sin embargo, los digestatos porcinos contienen mas
P; K; NT y NHa4, debido a la posicion de los puntos azules respecto a los vectores de esos parametros. Los
puntos rojos que representan los digestatos vacunos tienen caracteristicas de mejorador de suelo, debido
al mayor contenido de carbono organico y materia organica, por otro lado el digestato porcino tiene

caracteristicas de fertilizante debido su contenido de nutrientes vegetales.
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Figura 3. Analisis de componentes principales (PCA).

Gracias al andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas de los digestatos, es posible destinar un uso
adecuado a la gran variedad de digestatos que se generan. Conocer la concentraciéon de los elementos
esenciales para el crecimiento vegetal, puede proporcionar informacién concreta respecto a esquemas de

aplicacion de los digestatos, ajustando las necesidades de los tipos de cultivos.
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Suelo

El suelo es la capa superficial que cubre la corteza terrestre, esta formado de una fase sélida (minerales y
compuestos organicos) y una fluida (solucion del suelo y gases), cada una representa aproximadamente el
50% de su volumen. Esta determinado por diferentes factores que le dan origen; como el material parental,
relieve, clima, tiempo y la actividad biolégica. Sirve de medio natural para el crecimiento de las plantas; por
lo tanto, esta relacionado con la seguridad alimentaria dentro de los Objetivos del Milenio (ODM, 2015). El
suelo tiene diversas funciones de gran importancia; a nivel de procesos ecosistémicos, como en la regulacion
y distribucién del flujo de agua. Desde el punto de vista agricola, el suelo es una capa de material fértil que
es explotada por las raices de las plantas; y a partir de la cual; obtienen soporte mecanico, nutrimentos y

agua para su crecimiento (Banwart et al., 2017; Wani et al., 2013).

Los suelos son sistemas complejos de componentes vivos y no vivos. La parte biética la conforman las
raices de las plantas, microorganismos, hongos y animales (micro, meso y macrofauna). Dentro de la porcién
abidtica del suelo se incluyen fragmentos de roca, que pueden clasificarse por su tamafio o granulometria,
por ejemplo: arenas (2-0.05 mm), limos (0.05-0.002 mm) y arcillas (<0.002 mm). Los espacios aéreos son
fuente de O2 para las raices de las plantas (Figura 4); y permiten el intercambio de otros gases; como CHas
y COo.. Las caracteristicas de los suelos no son estaticas, su composicion oscila constantemente, en funcion
de las horas del dia y la estacionalidad. Los suelos también cambian, debido a fendmenos naturales y la
actividad humana, sobre todo debido al cambio de uso de suelo (Sadava et al., 2009). Sin embargo, a pesar
de su variabilidad, comparten ciertas propiedades y caracteristicas que nos permiten agruparlos a través de
diferentes sistemas creados para su clasificacion: WRB (Base Referencial Mundial del Recurso Suelo) de la
FAO (Organizacion para la Alimentacion y Agricultura de las Naciones Unidas) y Taxonomia de suelos de

USDA (Departamento de Agricultura de Estados Unidos).

Los suelos poseen cierta granulometria definida

p g y T
contenido de compuestos organicos e inorganicos que :
son indicativos del tipo de suelo. Una herramienta para
su clasificacion, son los perfiles de suelo que se

realizan en campo (Figura 5, derecha); entre otras

cosas, permiten distinguir las capas (horizontes) que

. . . Patcun s T
componen el suelo. El horizonte superficial A, es la Ralz Pebo radouls Bacterias ™ If";’“,_w_ s
i ~ ey Foras o v 5 organece

capa superior que contiene materia organica de
naturaleza labil (Figura 5, izquierda). La profundidad y
composicién de un horizonte, varia en ambientes
diferentes, asociados a procesos edafogenéticos o de

formacién del suelo, que involucran factores bioldgicos

y geolégicos (Curtis et al., 2008).

Figura 4. Composicién del suelo (Sadava et al., 2009).
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En sitios no perturbados los nutrientes minerales permanecen en un sistema, formado por el suelo, plantas,
microrganismos y fauna que lo habitan. Sin embargo, si se produce una alteraciéon en el ecosistema; en la
vegetacion o en el suelo, comienza el desbalance en los ciclos biogeoquimicos de nutrientes, provocando
la pérdida de los nutrientes del sistema. Lo anterior sucede en el cultivo intensivo, por esta razon se requiere

anadir fertilizantes sintéticos, en medida que aumenta el tiempo del manejo del suelo (Curtis et al., 2008).
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Figura 5. Horizontes en diferentes ecosistemas (izquierda) y perfil de suelo (Curtis et al., 2008).

El suelo posee propiedades quimicas, asociadas a las moléculas reactivas presentes en la solucién del suelo
(fase acuosa); propiedades bioldgicas, asociadas a la biota predominante del sitio y propiedades fisicas, que
van de acuerdo a la estructura o arreglo espacial de la matriz del suelo. La estructura del suelo esta definida
por la formacion de agregados. El agregado es la unidad estructural y funcional del suelo; se define como;
un grupo de particulas primarias que se unen muy estrechamente entre ellas, mas que con respecto a las
particulas de suelo que las rodean. Esta unién se da gracias a agentes cementantes o de unién, que se
pueden desarrollar de manera fisica, quimica o biologica. Los agregados tienen diferentes grados de
desarrollo y clases de tamafos, pueden clasificarse con base en el tipo de forma: esférica; laminar; en

bloques o prismas (Weil & Brady, 2002).

Un macroagregado esta compuesto de microagregados unidos por redes formadas de hifas de hongos y
raices finas (Figura 6). Un microagregado esta compuesto principalmente por arenas finas y agentes de
union: arcillas y otros componentes inorganicos del suelo; unidos por adsorciéon a la materia organica
particulada, residuos microbianos, coloides organicos y compuestos de origen microbiano. Los
submicroagregados son particulas finas de limos; unidas a residuos de materia organica particulada,
empaquetados entre arcilla, humus y 6xidos de Fe o Al. Las arcillas son laminas interactuando con 6xidos
de Fe o Al y polimeros organicos. Se forman dominios de unién de estas superficies, con las particulas de

humus y minerales de tamafio mas pequefo (Olivo, 2005; Weil & Brady, 2002).
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Figura 6. Composicion de un agregado (Weil et al., 2002). m.,mf,'y ki

Tistall y Oades (1982) presentaron un modelo conceptual jerarquico de los
agregados, describiendo como particulas minerales primarias se unen con
bacterias, hongos y restos vegetales, hasta formar microagregados. Luego,
los macroagregados (Figura 7) se originan debido a agentes de union, de
naturaleza microbiana o vegetal, y uniones temporales como raices e hifas.
La consecuencia de esta agregacion jerarquica, es el rompimiento gradual
de macroagregados en microagregados. Ademas, se ha observado que un
incremento en el contenido de carbono es un incremento en el tamafio de

los agregados. Asi como se postula que los macroagregados contienen

mayor materia organica labil que los microagregados (Six et al., 2000).

Figura 7. Macroagregado.

Materia organica del suelo

El suelo tiene una composicion variable de materia organica (0 a 5 %), es una fraccion pequefia que tiene
un rol, sumamente importante en las funciones del suelo. La materia organica del suelo (MOS) esta
compuesta por residuos de organismos sin descomponer, como plantas; bacterias; hongos; fauna; asi como,
sustancias producto de su actividad metabdlica, y otras moléculas de estructura mas estable como
sustancias humicas (&cidos humicos, acidos fulvicos y huminas), producto de la transformacion y
polimerizacion de compuestos organicos, debido a procesos que ocurren en a través de largos periodos de
tiempo (Ghisolfi, 2011).

La renovacion de la MOS desempefia un papel importante en el funcionamiento del ecosistema. Se puede
dividir en diferentes grupos, de acuerdo al tiempo necesario para su descomposicion total y el tiempo de
residencia, derivado de los productos del suelo (tiempo de retorno). La reserva activa tiene una renovacion

de meses o pocos afios y la pasiva de miles de afios. Los largos tiempos de rotacion de los compuestos
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organicos, se explican debido a condiciones anaerobias; incorporaciéon de MOS en los agregados del suelo;
fijacion de la materia organica a las superficies minerales protectoras o por una desconexion espacial entre
MOS y los descomponedores. Los microagregados son responsables de la estabilizacion de las reservas
pasivas (estabilizadores permanentes), mientras que los macroagregados y los terrones que encapsulan
pequefos agregados se consideran agentes transitorios. Lo anterior, es una estabilizacion fisica y quimica
de la MOS; que dificulta la descomposicidon microbiana (movilidad y acceso), asi como la difusion del agua,
enzimas y O2. Ademas, dicha estabilizacion requiere enzimas microbianas especializadas para degradar

macromoléculas insolubles, que conforman la materia organica (McBratney et al., 2014).

En algunos suelos la MOS contiene 55-60% de carbono en masa, este carbono organico del suelo (COS)
se clasifica de acuerdo a su forma y composicion (Tabla 6). El suelo es la reserva terrestre mas grande de
carbono organico global y su contenido esta relacionado con cuestiones de fertilidad del suelo. Un aumento
en el COS; proporciona mejores condiciones para el crecimiento de la vegetacién y mantenimiento de la
actividad bioldgica, pues aumenta la capacidad de reciclar nutrientes. Esto se refiere a la calidad del suelo,

por ello, el C es un indicador clave de las funciones del suelo (McBratney et al., 2014; Weil & Brady, 2002).

Dentro de la matriz del suelo, el COS se estabiliza mediante procesos fisicoquimicos. Puede encontrarse
dentro de los agregados, lo que le otorga inaccesibilidad espacial para la degradaciéon microbiana y
disponibilidad limitada de O2. Ademas, puede ser estabilizado, a través de interacciones 6rgano minerales
con las superficies de limos finos; arcillas o iones metalicos. Estos procesos proveen de limites a priori en la

capacidad del suelo para almacenar o secuestrar C (Olivo, 2005; Smith et al., 2003).

Tabla 6. Formas de carbono organico en el suelo (McBratney et al., 2014).

Forma Composicion Categoria de almacenamiento \
Residuos de plantas Material vegetal residual en la superficie del suelo.
superficiales Hojarasca y el material de cultivo/pastos.
Residuos de plantas Material vegetal mas grande de 2 mm, residiendo Rapido (labil). La descomposicién ocurre
enterrados dentro del suelo. de dias a afios.
Materia Organica Materia organica semi-descompuesta (2 mm — 50 ym),
particulada que esta asociada con particulas del suelo.
Carbono Organico Materia organica altamente descompuesta menor a 50 Lenta (estable). La descomposicion
asociado a minerales um, asociada con particulas del suelo. ocurre de afos a décadas.
Carbono orgénico Carbén o materia carbonizada de la quema de materia Pasiva (recalcitrante). Descomposicion
resistente organica (resistente a la descomposicién bioldgica). ocurre de décadas a miles de afios.

Cuando existen malas practicas en el manejo del suelo, se dan procesos de degradacion o pérdida de la
calidad. El escape de materia organica, compuesta principalmente de carbono, promueve la disminucion y
eventual pérdida de la actividad biolégica del suelo y capacidad de almacenamiento de carbono. Por ello, el
manejo inadecuado; no solo promueve la degradacion por pérdida de materia organica, sino que favorece

el escape de grandes cantidades de carbono a la atmésfera (Evanylo et al., 2008; Oldeman, 1991).

23



Fitotoxicidad

El uso seguro de los digestatos como residuos organicos en el suelo; depende de una serie de factores,
entre ellos, la determinacion del impacto potencial en la contaminacion del agua del subsuelo y emision de
gases a la atmosfera. También deben considerarse, los posibles efectos en la salud humana y animal,
infecciones por patdégenos, olores desagradables vy fitotoxicidad. Para asegurar el uso del digestato, es
necesario un analisis toxicoldégico; determinando la dosis a la cual se inhiben ciertos procesos bioldgicos
(Estrada et al., 2015; McBratney et al., 2014).

Los bioensayos de toxicidad utilizando semillas de plantas vasculares, nos permiten evaluar efectos
fitotoxicos de muestras con composicién compleja; es decir, cuando se dificulta el analisis de cada
componente. Mediante este ensayo, se puede determinar el efecto del digestato; en el proceso de
germinacioén de las semillas y en el desarrollo de las plantulas, durante los primeros dias de crecimiento.
Para el analisis se requiere determinar la inhibicion de la germinacién y la inhibicion de la elongacion de la
radicula e hipocétilo; se determina el nimero de semillas germinadas por caja Petri, y la longitud del brote y
la radicula. Los datos anteriores, nos permiten determinar: la tasa de germinacion (TG); y el indice de

germinacion (IG) para la radicula y el brote (Ecuacion 2) (Joseph et al., 2014).

SGP LRP)(SGP LBP)(SGP
TG = 1G, = LRPSGP) G, = LEPSGP)
SGC (LRC)(SGC) (LBC)(SGC)
Semillas Germinadas Problema (SGP) Longitud Radicula Problema (LRP) Longitud Brote Problema (LBP)
Semillas Germinadas Control (SGC) Longitud Radicula Control (LRC) Longitud Brote Control (LBC)

Ecuacion 2. Tasa de germinacion e indice de germinacion.

En el periodo de germinacion de una semilla y posteriormente, durante los primeros dias de desarrollo de la
plantula, ocurren numerosos procesos en la fisiologia vegetal, donde la presencia de una sustancia téxica
puede interferir. Este periodo, representa la etapa de mayor sensibilidad de una planta, ante factores
adversos. Por lo que, sustancias que no afectarian a una planta adulta, facilmente pueden alterar la
supervivencia y el desarrollo normal de una semilla o brote. Es por ello, que la evaluacién del desarrollo de
la radicula y del hipocétilo; constituyen indicadores representativos para determinar efectos inhibitorios, de

una sustancia compleja (Priac et al., 2017).

La evaluacion del efecto, en la elongacién de la radicula y del hipocétilo de las plantulas; permite ponderar
el efecto toxico de compuestos solubles, presentes en niveles de concentracion tan bajos, que no son
suficientes para inhibir la germinacion. Sin embargo, estos compuestos pueden producir un retardo o inhibir
completamente el proceso de elongacion radicular o del hipocétilo, en funcién de sitio de accién (Teglia et
al., 2011).
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Para realizar evaluaciones de efectos toxicos, son necesarios organismos que sean de facil manejo y posean
un desarrollo acelerado, para observar cambios en cortos periodos de tiempo, entre otras caracteristicas
que dependeran del tipo de ensayo. Los organismos mas comunes utilizados en ensayos ecotoxicolégicos
para el biomonitoreo son: productores primarios como algas Pseudokirchneriella subcapitata; consumidores
primarios como vertebrados acuaticos Daphnia magna, Gammarus pulex; o consumidores secundarios

como vertebrados acuaticos Gambusia holbrooki (Joseph et al., 2014; Priac et al., 2017)

En este bioensayo se utilizaron plantas de lechuga Lactuca sativa, variedad capitata o bola. Los estudios
utilizando plantas superiores han aumentado en afos recientes, a raiz del descubrimiento que la inhibicién
de la elongacién radicular es un indicador valido y sensible de toxicidad ambiental por Ratsch Johndro
(1986). Las especies de plantas mas recomendadas para estudiar por la Agencia de proteccién ambiental
de US ylaFDA, es el pepino Cucumis sativus, lechuga Lactuca sativa, rabano Raphanus spp. y trigo Triticum
aestivum. Existen diferentes parametros a considerar en un bioensayo de germinacion (Tabla 8); sin
embargo, este ensayo se caracteriza por ser sencillo, reproducible y de bajo costo, entre otras ventajas
(Tabla 9). La medicion de cada brote y radicula es una practica que requiere de mayor tiempo, a comparacion

de otros analisis que determinan la inhibicidn en otros organismos (Priac et al., 2017; Rodriguez et al., 2014).

Tabla 7. Lista de parametros que pueden variar en bioensayos de germinacion

Parametro \ Ejemplo
Cultivo variedad Regina; iceberg; trocadero; romana; bola
Soporte Agar agar, papel filtro, papel de germinacién
Pretratamiento de semillas No; 10-30% soluciéon de hipoclorito; no se especifica
Temperatura °C 20; 24; 28; temperatura ambiente; no se especifica
pH 5.5 a 8.2; no se especifica
Placa Vidrio; polietileno; no se especifica
Numero de semillas 10; 20; 50; no se especifica
Cantidad de muestra 4 mL; 9 mL; no se especifica
Duracién 72-192 h
Agua control Desionizada; destilada: miliQ; no se especifica

Tabla 8. Principales ventajas de ensayos utilizando semillas de plantas vasculares

Ventajas de pruebas de fitotoxicidad utilizando semillas

Tasa de germinacion de semillas, elongacion radicular, etc.

Es un método simple y reproducible
Se puede aplicar in situ o in vitro
No requiere equipo sofisticado
Minimo costo de mantenimiento
Las semillas son autosuficientes para germinar, no requieren la adicion de nutrientes
Se requiere poco volumen de muestra
No tiene estacionalidad
Rapida germinacion
Las semillas permanecen viables largo tiempo
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JUSTIFICACION

El tratamiento de residuos organicos; mediante sistemas de digestién anaerobia, es una alternativa rentable
para solucionar problemas ambientales; relacionados con las emisiones de GEI y la lixiviacion de
compuestos contaminantes al suelo o cuerpos acuaticos. Es una tecnologia de bajo costo, que ademas
permite la produccién de biogas rico en metano; suministro de energia limpia que puede ser utilizado para
generar electricidad o calor. Dicho proceso puede estar alimentado de diversas fuentes de residuos
organicos, que generan las actividades agricola y pecuaria diariamente en el pais; asegurando un suministro
de energia constante. Asimismo, la digestion anaerobia produce corrientes liquidas de digestato; que posee
caracteristicas fisicoquimicas de mejorador de suelo o biofertilizante; que le permiten ser revalorizado y
contribuir al reciclaje de materia organica y nutrientes; considerando un esquema de manejo integral de

residuos y economia circular (Weber et al., 2012; Teglia et al., 2011).

Para evaluar la calidad de estos digestatos; es necesario un analisis de la naturaleza fisicoquimica de los
compuestos organicos e inorganicos que contienen. Esto, por la gran variabilidad en la composicion y origen
de los residuos organicos, asi como del proceso de operacion de la digestion anaerobia. Al tener datos
detallados, de la composicion organica de los digestatos, se pueden comparar con estandares de calidad
para su uso seguro. Lo anterior, ayuda a definir un plan de aplicacién adecuado, para las necesidades de
cada tipo de suelo y cultivo. Con ello, los digestatos pueden afiadirse a suelos, que han sufrido degradacién
debido a la pérdida de compuestos organicos, y mejorar las condiciones del suelo. El uso de digestatos
promueve la reduccion del consumo de fertilizantes quimicos; mediante la sustitucién con mejoradores de
suelo organicos y biofertilizantes alternativos en la agricultura. Ademas, la aplicacién en suelo de un residuo
biolégicamente tratado, contribuye al mejoramiento de la dinamica de los ciclos biogeoquimicos, que tienen

lugar en el suelo (Paavola et al., 2008; Ulgtdur et al., 2019).

Por lo anterior, el proyecto contempla evaluar la calidad de cinco digestatos anaerobios, para destinar su
uso en suelo. Para lograrlo se propone la determinacion del contenido de materia organica; evaluacion de
fitotoxicidad aguda en plantas de lechuga y observar el efecto en la agregacién de un suelo con uso agricola.

Estos analisis son indicadores para definir la calidad de este producto organico como mejorador de suelo.
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HIPOTESIS

La materia organica esta asociada con la estabilidad de la estructura del suelo (agregacion). Un aumento en
el contenido de materia organica en suelos degradados por ausencia de la misma; puede resultar en el
mejoramiento de las propiedades del suelo. Existen diversas opciones para remediar la pérdida de materia
organica, como los mejoradores de suelo que, debido al contenido de sustancias ricas en carbono organico,
pueden promover o restituir ciertas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, que mejoran las condiciones
del suelo y su calidad, a diferencia de fertilizantes que Unicamente retribuyen nutrientes (propiedades

quimicas).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la calidad de digestatos anaerobios mediante la caracterizacion de la materia organica, asi como su

influencia sobre la estabilidad de los agregados del suelo.

Objetivos particulares

l. Obtener la caracterizacion fisicoquimica de los digestatos anaerobios.

. Determinacién de la concentracion de digestatos que causa inhibicién de la germinacion y del

desarrollo de brotes de lechuga.

1. Describir la influencia de digestatos sobre la proporcion de tamafio de agregados de un suelo de

uso agricola.
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MATERIALES Y METODOS

Pretratamiento de sustratos

Los residuos organicos fueron recolectados en la Cd. de Querétaro, Qro. Corresponden a la fraccion
organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU), de dos sitios: residuos vegetales de una central de
abastos y residuos alimenticios de un restaurante tipo buffet. Se recolectaron lodos secundarios de una
planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y residuos del procesamiento del nopal de un mercado.
Para muestreo y tratamiento de los sustratos de la DA, se siguieron los métodos descritos en las normas
mexicanas: NMX-AA-015-1985 (Método de cuarteo); NMX-AA-019-1985 (Peso volumétrico in situ) y NMX-
AA-022-1985 (Seleccién y cuantificacion de subproductos). Las muestras se mantuvieron en una
temperatura de 4 °C hasta su pretratamiento, licuando el sustrato y posterior tamizado para obtener un
tamafio de particula de 5 mm. Se determinaron algunas caracteristicas fisicoquimica de las FORSU, lodos
secundarios y residuos de nopal, siguiendo la metodologia estandar descrita en APHA et al., (2017). La

caracterizacion del sustrato se muestra en la seccién de anexos (pag. 53).

Obtencién de digestatos

En el desarrollo del experimento se evaluaron cinco digestatos, provenientes de procesos de DA con
diferentes sustratos y condiciones de operacion, se muestran en la Tabla 10. Los digestatos denominados
A (FORSU de restaurante y lodos de purga, 90:10, o FORSUr-Lp) y B (FORSU de central de abastos y
lodos de purga, 90:10, o FORSUc-Lp) derivan de una codigestién de residuos. Los digestatos C, D y E se
generaron de monodigestién de FORSU de restaurante (FORSUr), FORSU de central de abastos (FORSUc)
y FORSU de residuos del procesamiento de nopal (FORSUnN), respectivamente. Los digestatos son

resultado de la investigacion del grupo de trabajo.

Tabla 9. Datos de condiciones de operacioén

Tipo de . > Productividad
Sustrato operacion AlEuipeion | TR Tempoeratura mL biogas % CHs | Digestato
i gSViLed d C 3
Biorreactor gsv-d
FORSUr + Lp SBR 5 20 37 7.2 263.8 38.6 A
FORSUm + Lp SBR 1.2 20 37 71 454 1 48.6 B
FORSUr SBR 5 104 37 7.4 486.8 67 C
FORSUm SBR 10 104 37 71 289.3 43.5 D
Nopal Lote 10 29 37 7 216.91 60 E

SBR: Sequential Biological Reactor.
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Caracterizacion fisicoquimica de digestatos

Las determinaciones se realizaron para la fraccion soluble (s) de la muestra; filirando con una abertura de
poro de 1.6 um, y para la muestra completa o total (t). Se determiné pH; contenido de soélidos totales (ST);
soélidos volatiles (SV); sdlidos suspendidos totales (SST); sdlidos suspendidos volatiles (SSV) y demanda
quimica de oxigeno (DQO), utilizando los métodos APHA (2017). Se realizé la cuantificacion colorimétrica
de algunas biomoléculas como: carbohidratos por el método Dubois et al., (1951); proteinas por el método
modificado de Lowry et al., (1951) y lipidos por el método reportado por Mishra et al., (2013) con fosfo-
vainillina. Se determind carbono organico total (COT) y carbono inorganico (Cl) con analizador Shimadzu de
oxidaciéon por combustidon catalitica. Se cuantificé nitrogeno total Kjeldahl (NTK) (Kjeldahl, 1883) que
comprende nitrégeno organico y nitrégeno amoniacal, con un equipo VELP scientifica. Se cuantifico
nitrégeno amoniacal (N-NHs) mediante la reaccion colorimétrica de Berthelot (1859) con formacion de
indofenol a partir de una solucion alcalina de fenol-hipoclorito (Harwood & Huyser, 1970). Se detect6 la
presencia de compuestos idnicos como CI~, NO2", NO3', PO4 3 y SO4 %, con cromatografia iénica Dionex
Aquion Thermo Fischer. Finalmente se determinaron los acidos grasos volatiles (AGV) mediante un

cromatégrafo de gases Agilent Technologies, con detector de ionizacién de flama.
Bioensayo de fitotoxicidad

En el ensayo de toxicidad aguda se utilizaron semillas de lechuga Latuca sativa, las condiciones del
experimento se muestran en la Tabla 11. Se realizaron ensayos previos para determinar el rango de
concentraciéon en que se observan efectos fitotdxicos; utilizando tres concentraciones iniciales de digestato.
Se elaboraron soluciones de 10%; 40% y 80% v/v con agua corriente como disolvente, para los cinco
digestatos como se muestra en la Figura 10. Se determind la longitud del brote y radicula Unicamente para
los grupos de 10% (Figura 11), no hubo germinacién en concentraciones de 40 y 80%. Los resultados de

este ensayo se analizaron con ANOVA y prueba de Dunnett.

Tabla 10. Condiciones del experimento.

Parametros del ensayo de toxicidad aguda Digestatos

Tipo de Ensayo Estatico A B c D E
Tipo de cultivo Lactuca sativa, var. capitata P e— J—
. CON 0O ZC O /et O ATt
Soporte Papel filtro de celulosa ( () /¢ ) /¢ ) /¢ ¢\ /¢ (8
T t 25+4°C %R et ) gt ) e e n !«
emperatura + L AN T AN T AN TN,
Material de caja petri Polietileno o ey st P —
Semillas por replica 25 . /! ‘(4 \ /¢ ‘(( /! ‘(( /At ‘(('\ /¢t ‘(('
Réplicas 4 . ‘((((‘t} ‘(‘((((‘.f 'y((:((‘,' ‘:((: (((‘ ".((‘c((('
Duracion de la prueba 144 h ~— = = O P
Luz/oscuridad 11 h luz/ 13 h oscuridad AU ALY At ( AL o\ /4t ((
Vol. de solucién prueba 5mL so% (G 00 o) (00t of (el of (el of (Coef
y - ¢ Y oY Cod oo
Solucién control Agua corriente L A UASZAN 1§ SO

Figura 8. Disefio del ensayo exploratorio.
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Al observar inhibicién de la germinacioén en
concentraciones de 40 y 80%. Se realiz6é un
segundo ensayo estableciendo un rango de
menor concentracion: 0 a 18%, utilizando los
parametros del experimento descritos en la
Tabla 11. Al finalizar se determiné la longitud
de brote y radicula para obtener la tasa e
indice de germinacion de la radicula
(Ecuacién 2) segun lo reportado por Priac et AN “ .
al., (2017). — R control

Figura 9. Cajas con brotes de semillas germinadas.

Descripcién del sitio de muestreo

Para determinar la influencia de los digestatos en la estabilidad estructural del suelo, se incubaron muestras
de suelo con diferentes dosis de digestatos. Las muestras de suelo se recolectaron en diciembre 2020, de
un sitio ubicado en la zona limitrofe de la Ciudad de Querétaro (100° 30" 11.05” W 20° 38" 40.34” N) con uso
agricola de cultivo temporal de maiz y pastoreo de ganado vacuno (Figura 12). La vegetacion cercana es
tipo selva baja espinosa o mezquital; altura de 1,826 m.s.n.m.; temperatura media anual de 23 * 6 °C;
precipitacion media anual 350-1200 mm; con 5-9 meses de sequia al afio (INEGI, 2014). Para el analisis se

recolectaron aproximadamente 15 kg de suelo superficial (0-10 cm).

Figura 10. Ubicacion del sitio
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Descripcion del suelo

Se realiz6 un perfil de suelo hasta 60 cm de profundidad (Figura 13), en la base aluvial del piedemonte, sin
pendiente. Posible desarrollo del suelo a partir de roca ignea extrusiva, toba acida del cenozoico. Sin
evidencias de erosion, pedregosidad o sales en el sitio. El color del suelo pardo grisaceo oscuro en seco
(10YR 4/2) y pardo grisaceo muy oscuro en humedo (10YR 3/2) (MUNSELL, 2000).

En el perfil se observé una alta compactacién y dureza en la estructura del suelo a partir de 50 cm, asi como
abundancia de carbonatos secundarios, que fueron determinados mediante la reaccion de efervescencia
con una solucién de HCI 10%. Los carbonatos secundarios provienen de una movilizacién con acumulacioén
en puntos diferentes del perfil, no heredades directamente del material original del suelo. Se evalué el

contenido de materia organica con H202 3.5%.

El suelo superficial se caracteriza por su textura franco arcillo limosa (contenido de arcillas 30-40%, limos
50-70% y arenas 0-20%), como se describe en la Tabla 12. El suelo es un Kastafiozem (FAO soil grup) con
caracteristicas vérticas, es un suelo rico en materia organica humificada, proveniente de restos de
vegetacion herbacea, lo que produce el color café en la capa superficial. Tienen altos niveles de iones de
Ca* disponibles enlazados con las particulas del suelo y mediante la percolacion de agua se acumulan

carbonato de calcio y yeso.

Tabla 11. Descripcion del perfil de suelo.

Longitud

Horizonte
cm

Descripcion

Textura franco-arcillo-limosa (CRL) con un
contenido 0.5-2% CaCOs. Fuerte reaccion al
peréxido indicativo de presencia de materia
Ap 0-10 organica. Agregados en forma de bloques
subangulares de tamafio medio y fino,
resistentes al rompimiento con la mano. pH
8.3. Limite inferior plano difuso.

Textura franca (C) con contenido muy bajo
0-0.5% CaCOs. Reaccion media al peroxido.
Ap2 10-26 Agregados en forma de bloques
subangulares de tamafio medio y grande.
pH 8.6. Limite inferior plano difuso.

Textura Arcillo-limosa (RL) con contenido
medio 2-10% CaCOs. Baja reaccion al
peréxido. Bloques angulares ligeramente
laminares. pH 8.6. Limite claro ondulado.
Arcillosa (R) muy alto contenido de CaCOs3
25-50%. Se encuentran  agregados
B 40-50 granulares 'y dentro semi-hifas de
carbonatos secundarios. pH 8.8. Reaccién
media al peroxido.

AB 26-40

Figura 11. Perfil de suelo.
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Incubacion

Se hizo un pretratamiento a las muestras de suelo para eliminar los agregados mayores a 2 mm. El suelo
se seco durante 24 h a temperatura ambiente (Figura 14). Posteriormente, se extrajeron manualmente
residuos de raices de plantas de mayor tamafio e insectos; se tamiz6 con una malla de 2 mm. Se emplearon

aproximadamente 19.2 kg de suelo para el experimento.

“ .

Figura 12. Pretratamiento de las muestras de suelo.

Para la incubacion se utilizaron recipientes de polietileno de 1 L con forma cilindrica y area superficial de
86.6 cm?. Se afiadieron 800 g de suelo, hasta una altura de 10 cm, como se muestra en la Figura 15. Se
establecio evaluar los cinco digestatos utilizando dos dosis: 10 t/ha y 30 t/ha. La concentracion de digestato
se calculé a partir del area superficial de los recipientes (86.6 cm?) en unidades de hectareas (8.6 x107 ha),

siguiendo el siguiente procedimiento; se obtuvo el peso de digestato para preparar las soluciones.

t t
10 ha 30 ha
lha=10t lha=30t
8.6x1077 ha=xt 8.6x107" ha=xt
x =8.6x1075t = 8.6x10 3 kg = 8.659 g x =25x1075 ¢ = 2.5x10 % kg = 25.977 g

En cada recipiente con suelo se afiadié una solucion, elaborada a partir de los pesos obtenidos en los
calculos anteriores. Se utilizaron 8.65 g de digestato para las dosis de 10 t/ha y 25.97 g para 30 t/ha, se
aford a un volumen final de 50 mL con agua corriente. Por lo anterior, se obtuvo una dilucién 1:6 y 1:2 para
la concentracién 10 t/ha y 30 t/ha, respectivamente. Se empled un grupo control al que se afiadié 50 mL de
agua (BLA) y un segundo grupo control sin ninguna adicién (ORI), se efectuaron dos réplicas (n=2). Las
soluciones se anadieron en la parte superficial del suelo. Posteriormente, los recipientes se ubicaron en

incubadora; a temperatura constante de 25 °C, durante los 30 dias de evaluacién (Figura 16).
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Figura 13. Incubacion de suelo con digestatos.

Al finalizar el periodo de incubacion, se tomaron muestras de la superficie del recipiente (primeros 2 o0 3 cm).
Se logré observar la agregacion del suelo en forma de bloques subangulares. Las muestras de agregados
se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis. Posteriormente se determind la proporcién de tamafio de

agregados, contenido de COT, NOT y sustancias humicas.

Figura 14. Incubacion de suelo

Proporcién de agregados

Al finalizar la incubacion, se evalud la estabilidad de agregados con el método descrito por Kemper &
Rosenau (1986) modificado por Six et al., (2000). Se tomaron 10 g de agregados con tamafio aproximado
de 8 mm y se humectaron a 1.5 veces la capacidad de campo (Figura 17 a). Se realizé un tamizado humedo
utilizando tres tamanos de poro: 2 mm; 0.25 mm y 53 ym. Mediante un oscilador mecanico, se sumergieron
los agregados en agua destilada en periodos de 37 veces por minuto durante 2 minutos. La proporcién de
agregados que permanecio en los tamices (Figura 17 b) se reubicd en cépsulas de porcelana; para un
secado a 50° C durante 48 h (Figura 17 c), hasta eliminar toda humedad. Con este procedimiento se obtuvo
el fraccionamiento de la masa de agregados por tamafio: macroagregados (8 mm - 250 uym), microagregados
(250 ym - 53 um) y clusters (< 53 ym).
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Figura 15. Agregados de 8 mm (a). Fraccionamiento de agregados por tamices (b). Fracciones resultantes (c).

Determinacion de NOT, COT y SH

Al finalizar la incubacion de suelo, se tomo aleatoriamente una muestra de agregados de las réplicas. A los
agregados se les determiné el contenido de nitrégeno total, por el método Kjeldahl para muestras de suelo
reportado por Bremner (1960). También se determind el contenido de carbono organico total en un

analizador Shimadzu por combustién catalitica para muestras sélidas.

Se realizé una extraccién de sustancias humicas segun el método de la Sociedad Internacional de las
Sustancias Humicas (IHSS) reportado por Swift (1996). Después de la incubacién se pesaron 4 g de suelo
y se afiadieron 40 mL de HCI 0.1 M hasta obtener un pH 2 (relacion 4:40) utilizando también HCI 1 M. La
muestra se agité 1 h; se centrifugd a 5000 rpm. En el sobrenadante se determinaron acidos fulvicos (AF)
solubles en HCI. El residuo sedimentado se neutralizé con 40 mL de NaOH 1 M y 0.1 M, en este paso se
gasificaron los recipientes sellados con N2z, se mantuvo en agitacion toda la noche. Posteriormente se
centrifugé a 5000 rpm, en la pastilla sedimentada se determinaron las huminas. El sobrenadante se decanté
y acidificé con HCI 6 M hasta pH 1, se mantuvo en reposo 16 h. Posteriormente se centrifugd a 6,000 rpm
para precipitar los acidos humicos (AH) y en el sobrenadante los AF. Los AH se suspendieron con KOH 0.1
My KCI 0.3 M. Finalmente se centrifugaron a 12,000 rpm para separar arcillas en el sedimento. Se cuantifico

el contenido de COT en las todas las fracciones resultantes.
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RESULTADOS

Caracterizacion de Digestatos

Los digestatos eran liquidos de consistencia espesa; viscosos debido a la abundancia de materia sdlida;
como restos de material organico que no se desintegrd; granulos anaerobios y biomasa libre. EI mayor
contenido de ST fue de casi 8% (75 g/L) en el digestato C (Tabla 13), mientras que el menor fue cercano a
2% (19 g/L) en el digestato E. En SV el mayor contenido fue de 5% (47 g/L) y menor fue de casi 1% (9 g/L)
en el digestato E. Los valores de DQO total en el digestato C fueron 72 g/L; en la fraccion soluble 49 g/L,
fueron los mas altos encontrados; al igual que en la determinacién de carbohidratos, lipidos y proteinas. En
proteinas podemos observar que el digestato C; contenia casi tres veces mayor concentracion que el resto
de los digestatos. Se obtuvo bajo contenido de lipidos en todos los digestatos; entre 3-0.7 mg/L. El pH fue
similar en todos los digestatos; neutro a basico. Los resultados de la determinacion de NTK fue: A 4.2 g/L;
B4.1g/L;C84¢g/lL;D4.6g/L;C5.7dglL.

Tabla 12. Caracterizacion.

Determinacion Digestatos

g/L A B C D E

ST 52.6 £0.6 52.2 0.5 75.8£2.8 49.4 £2.6 19.8 £0.4

SV 24.1 0.3 21.87 0.1 47.6 £1.8 20.9+2.2 9.3 £0.04
SST 12.2+1.9 349+1.4 329128 17 £0.6 14.8 £1.6
SSV 9.7 2.1 23.7 £3.5 28.8 +2 13 0.7 10.3 £1.3
DQO: 39.2 295 72.5 29.1 214
DQOs 241 18 49.4 9.9 214

Carbohidratost 0.9+0.01 3.1+0.03 3.3 £0.03 1.6 £+0.07 1.07 01
Carbohidratoss 0.3 +0.01 0.5 +0.02 0.7 +0.01 0.4 +0.02 05+0.1
Proteinast 5.4 +0.02 49+0.05 ‘ 123 +0.5 7 0.1 5.6 +0.3
Proteinass 2+0.01 1+0.01 ’ 3.9+0.2 2.2 +0.01 1.810.2

Lipidos: mg/L 1.9 1.9 B2 22
pH 8.3 8.8 75 8 8

COT masa seca % 33.23 27.21 56.11 30.65
Cl masa seca % 3.1 1.89 0.25 8.07 8.32
COTs 11.36 \ 1.47 16.78 7.13 3.63
Cls 2.21 54 2.01 24 3.4
NOT 3.88 6.89 4.28 4.73
N-NH; 1.07 0.46 1.51 0.57

Cl- mg/L 1522.2 112.2 2013.0 1276.2 1990.4
NO; mg/L 282.8 202 390.4 ; 648.4
NOs mg/L - 49.24 - ; -
PO, * mg/L 627.8 594.9 368.0 661.4
SO, 2 mglL , 30.2 ; ; -

Concentracion en g/L; excepto cuando se indique % o mg/L. Subindice t: fraccion total del digestato. Subindice s: fraccion
soluble (<1.6 uym). Solidos totales (ST). Sélidos volatiles (SV). Solidos suspendidos totales (SST). Sélidos suspendidos volatiles
(SSV). Demanda quimica de oxigeno (DQO). Carbono organico total (COT). Nitrégeno total de Kjeldahl (NTK). + DE n=3.
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El COT en masa seca de los digestatos fue elevado, hasta 56% en el digestato C; y 20% en el digestato E.
Por otro lado, el Cl fue menor llegando hasta 8.3% en el digestato E. Se obtuvo 1.6% de COT en la fraccion
soluble del digestato C. El mayor contenido de NOT en los digestatos fue 6.8 g/L en el digestato C; al igual
que el N-NHs hasta 1.5 g/L. La concentracién de los compuestos iénicos fue variable; destacando la
presencia de nitrato en el digestato B (49 mg/L), y concentraciones de nitrito de hasta 648 mg/L en el
digestato E. Se obtuvo una concentracion similar de ortofosfato en los digestatos A, C y E: 627 mg/L; 594

mg/L; 661 mg/L. La presencia de sulfato solo se observo en el digestato B (30 mg/L).

Se hizo una caracterizacion de acidos grasos volatiles (Figura 18). Se puede observar una mayor
concentracion de acetato, butirato y propionato. La mayor concentracién de acetato se determin6 en los
digestatos Ay C con 1 g/L; y para butirato se determiné la mayor concentracién en el digestato C con 1 g/L.
Podemos ver mas diversidad de AGV presentes en los digestatos B, D y E; mientras que los digestatos Ay

C, tienen mayor concentracion total de AGV.

Bl Caprilato

Heptanoato

B Caproato
Isovalerato

Valerato

Butirato
Bl |sobutirato
% Propionato
Il Acetato

A B Cc D E

Figura 16. Concentracién de AGV de los digestatos.

Bioensayo de Fitotoxicidad

En el ensayo preliminar con semillas de lechuga se observé inhibicién de la germinacién en concentraciones
de 40% y 80%. Por lo anterior, se determiné la longitud del brote y radicula unicamente para el tratamiento
con 10% de digestato (Figura 19). Los resultados se analizaron mediante un ANOVA y prueba de Dunnet.
Se observo disminucion de la longitud del brote en los tratamientos con los digestatos A, B y C. Por otro
lado, la longitud de la radicula fue mas sensible a los componentes del digestatos, ya que se vio afectada

en todos los tratamientos.
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Digestatos Digestatos

Figura 17. Comparacion del desarrollo del brote y radicula respecto al control (BL). Anova y prueba Dunnett (n=24.
p=.0001) * Indica diferencias significativas.

En el segundo ensayo se evaluaron concentraciones de 2 a 18% de digestato. Se determiné la tasa de
germinacién para cada concentracién con todos los tratamientos (Figura 20), al igual que el indice de
germinacion para la radicula (Tabla 14). El indice de germinacién para el grupo control fue 95%. Se puede
observar un incremento en la inhibicion en todos los digestatos a partir de una concentracion de 6 %. La
inhibicion total de la germinacion se alcanzé en diferentes puntos del gradiente de concentracion para los
digestatos Ay C en 10%, By D en 12% y E en 16%. Se observé que el proceso de elongacion radicular se
afecta, manifestado en la disminucién de la longitud de la radicula en los grupos, con respecto al control. Se
obtuvieron bajos indices de germinacion a partir de una concentracion de 6% de digestato en todos los

grupos, excepto en el grupo C, donde se observé inhibicion de la elongacion radicular a partir de 2 %.

Tabla 13. indice de germinacion para la radicula.

1004 Concentracion 1G
- A % A B C D E
£ ey - B 2 099 097 030 074 088
E - C 4 080 078 015 073 0.86
E SN = P 6 053 055 008 040 0.30
@
A 8 007 030 004 028 023
R - E
254 10 0 001 0 012 018
12 0 0 017
c — =N I o | v v v Bl . N 14 0'15
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 16 0

Concentracion %

Figura 18. Tasa de germinacion.
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Proporcion de Agregados

Al finalizar la incubacién, se tomaron muestras de la parte
superficial de los recipientes y se logré observar agregacion en la
zona donde hubo adicion de la solucion de digestato; es decir 0-3
centimetros. En la Figura 21 se muestra la estructura agregada en
bloques subangulares que se formd en todos los tratamientos.
Hubo desarrollo de micelio en los grupos Aso, C10 ¥y Cso. En la
Figura 22 se observan imagenes de los agregados con
estereoscopio, donde se pueden distinguir restos vegetales,

raices, micelios, material inorganico y otras particulas

estrechamente unidas.

Figura 19. Estructura agregada.

A

. ‘Q-Al.‘"u _-. -+ <
Y S e e

Figura 20. Agregados 30x.

A partir del fraccionamiento de los agregados obtenidos en la incubacién, se determiné la distribucién del
peso medio (Figura 23). La comparacion fue con respecto a los grupos control; agregados con condiciones
de campo (Ori) y agregados con adicion de agua (BLA). La distribucion del peso medio es la fraccion de
masa que corresponde a la clasificacion por tamafo de los agregados. Se observé variacidon principalmente

en las fracciones 8 mm - 2 mm y < 53 ym, que corresponde a los macroagregados y nucleos o clusters.
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Figura 21. Distribucién por tamafio de agregado.
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A continuacion, se muestra la proporcion de agregados con ambas dosis de digestato (Figura 24). Podemos

observar que los grupos controles; ORI y BLA muestran una proporcion de agregados similar. En el

fraccionamiento de agregados, la concentracion 10 t/ha (Figura 24, izquierda); aumento ligeramente el

contenido de agregados de tamafio 8 - 2 mm para los tratamientos C y B. El tratamiento A, aumento los

agregados 2 mm - 250 um, y E incremento poco la cantidad de clusters. Por otro lado, en la concentraciéon

30 t/ha (Figura 24, derecha); podemos observar que todos los tratamientos favorecieron la formacién de

agregados de tamano 8-2 mm excepto E, y desfavorecio la formacion de agregados de 2 mm - 250 um. No

hubo cambios respecto al sitio de origen para las fracciones siguientes.
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% Agregados
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10 tha
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+ D
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L L L J
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Figura 22. Proporcion de agregados.
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Se determiné el contenido de COT, NT (nitrégeno total de Kjeldahl) y SH. A la izquierda en la Figura 25, se

muestra en azul el % COT determinado en las muestras de agregados luego de la incubacioén y en naranja

el % COT que corresponde a la extraccion de sustancias humicas (SH). Se puede observar un aumento en

% COT para los tratamientos A1o y E10; con respecto a los grupos control. A la derecha (Figura 25), se

compara entre el % COT y % NT de los agregados y se observa un mayor contenido de NT en todos los

tratamientos, respecto al control.

154 154 L b
° i
L) e o
= SH . .
104 1.04
% m COT 9%
0.5+ 054
i TR AY SR »
0.0- 0.0 _'_ ? T T T T T T T T
EST::;:FT—’JF KS:;‘—'V;:; 2
cg<<d@mooUo0o0ww Oagd<<dma o0 ]
Tratamientos Tratamientos

Figura 23. Contenido de carbono organico (izquierda); COT y NOT (derecha).

e COT
¢ NI

Se determinaron SH, en las fracciones que las conforman acidos humicos (AH), &cidos fulvicos (AF) y

huminas (HUM) (Figura 26). Se observa un aumento en el % AH en 10 t/ha para los tratamientos B y C; las

HUM estuvieron en poca concentracién, su contenido no fue variante entre tratamientos. La concentracion

de 30 t/ha aumento los AH en el tratamiento A.

10 t/ha
0.100+ 0.100+

0.075- . I = HUM 0.0754

% 0.050- ' AF % 0.0504
0.025- 0.025-
R e — 0.000

30 tha

Figura 24. Fraccionamiento de sustancias humicas.
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DISCUSIONES

Se observo variacion en el contenido de sdlidos, que puede darse en funcién del sustrato y tipo de proceso
de DA; sin embargo, generalmente los digestatos provenientes de una digestién humeda son liquidos con
contenido de sdlidos menor a 10% (ST). Estos sdlidos representan los residuos organicos que no fueron
degradados en su totalidad, ademas de la biomasa generada en el proceso. En reactores de operacién
discontinua; se ha observado que la produccién de metano disminuye levemente; cuando el contenido de
ST se encuentra entre 10 - 25%; y puede inhibirse totalmente con 35 % de ST (Abbassi-Guendouz et al.,
2012).

En el presente trabajo la concentracion de ST de los digestatos fue 2 - 7%; es una concentracion baja para
que estos digestatos, sean considerados sustratos organicos (contenido mayor a 30% ST), por lo tanto,
pueden ser aplicados por aspersion en la superficie o en el subsuelo. El tipo de proceso humedo o seco
dependera del residuo; para materia organica celulésica se recomienda el estado sdlido; donde el
incremento de ST también incrementa la tasa de produccién volumétrica de metano, hasta un punto critico
debido a limitacion de la difusion de masa (Xu et al., 2014). Es importante considerar el contenido de sdlidos

en los digestatos, porque ello determina la forma de aplicacion y dosis.

En DQO:t se encontré 72.5 g/L y 49.4 g/L. DQOs, como valores mas altos (digestato C) y los mas bajos fueron
para los digestatos E (21.4 g/L DQO:) y D (9.9 g/L DQOs). Diversos autores han reportado valores similares,
como Ulglddr et al., (2019) obtuvieron: 88.4 g/L ST, 34.6 g/L SV, 76 g/L DQO;, 33 g/L DQOs, en digestatos
a partir de estiércol de gallina a pH 7.8-8. También Rico et al., (2011), reportaron 62.7 g/L ST, 44.9 g/L SV,
51.6 g/L DQO;, en digestatos a partir de estiércol de vaca con pH 6.6-6.9. Por otro lado, el contenido de
carbohidratos; (3.3 g/L), proteinas; (12.3 g/L) y lipidos: (3.2 mg/L) fue mayor para C, aunque estos valores
se reportan poco, Wei et al., (2018) reportaron 23 % de proteina en digestato a partir de sargazo. Los valores
de pH fueron entre 7.5 - 8.8, comunmente neutro-alcalinos debido al consumo de los acidos producidos

(metanogénesis) y la produccion de NHa4 en el proceso de DA (Greenberg et al., 2019).

Se ha observado que el consumo de proteinas en la DA; incrementa exponencialmente junto con la eficiencia
de reduccién de lipidos (Li et al., 2018). Un alto contenido de proteinas y lipidos, es habitual en residuos de
comida, por la presencia de carnes de diferentes tipos. En el digestato C se obtuvo hasta 12 g/L de proteina:.
El contenido de lipidos fue menor al reportado en restos de comida, 3.2 mg/L lipidos; para el digestato C.
Las proteinas en el suelo son fuente de nitrégeno orgénico para la actividad bioldgica, pueden tener un alto
peso molecular y requerir una despolimerizacion, para que sus componentes (monémeros, residuos de
aminoacidos) sean liberados y transportados al interior de la membrana celular, donde se dirigen hacia
diferentes rutas metabdlicas, para poder asimilar el nitrdgeno contenido en los grupos amino (Wett & Insam,
2010).
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Una gran cantidad de digestatos se caracterizan por tener valores de pH mayores a 7.5. El pH de los
digestatos anaerobios es comunmente alcalino, debido a la naturaleza del proceso de DA; cuando avanzan
las etapas y se produce la degradacion de AGV y la produccion de NH4, que contribuye al aumento de pH
(Greenberg et al., 2019). En un proceso de digestion con alto rendimiento de metano, los SV son
mayormente degradados; debido a que, la produccién de metano (mL/g SV) incrementa con la remocién de
SV, de forma exponencial (Li et al., 2018). El contenido de SV en los digestatos no fue elevado, apenas 4%
(47 g/L SV digestato C), lo que es indicativo de una buena remocion de este sustrato para la sintesis de

metano.

En la mediciéon de nutrientes como carbono y nitrégeno; se determiné en los digestatos un contenido en
masa seca de 56% COT y 16.7 g/L COTs, en el digestato C. El digestato E presenté 8.3% Cly B 5.4 g/L Cls.
Se han reportado valores mayores de hasta 358 g/kg COT (Tambone et al., 2019) y 37% COT; (Wei et al.,
2018), en digestato a partir de codigestion de estiércol de cerdo y vaca, con cultivos energéticos. Por otro
lado, se obtuvo 0.4 % NOT; (4.2 g/L) y 1.51 g/L N-NHs. Se han reportado valores mayores de NOT:: 7 g/L
(Ulguddr et al., 2019), 5-9 g/L (Akyol et al., 2019) y 4 g/L (Rico et al., 2011). El fosfato se encontré en mayor
concentracion (0.62 g/L) en A, comparando con algunos reportados como: 8 g/L (Ulgidiir et al., 2019) y 1
g/L (Tambone et al., 2019). Verdi et al., (2019) reporté concentraciones de nitrato de 0.018 g/kg, en el
digestato B se encontré 0.0049 g/L.

La presencia de NOs', proviene de la oxidacién del NH4+ por bacterias nitrificantes quimioétrofas, que buscan
obtener energia a partir de formas reducidas; sin embargo, no hay utilizaciéon del N ya que no se busca la
asimilacion. El NO2- y NOs™ son indicativos de procesos de oxidacidon en la mezcla del digestato; luego de
concluir el proceso de DA. La nitrificacion ocurre cuando hay ausencia de carbono organico para los
organismos heterétrofos, que tienen mayor capacidad de competencia por los monémeros de C. Para una
célula es mas sencillo tomar NH4+ por diferencia de cargas, a tomar NOs-; este ultimo lo tiene que reducir
(invertir energia) para transformarlo y poder utilizarlo en la sintesis de proteinas. Sin embargo, la nitrificacion
favorece la acidez de los suelos. La adicion de materia organica favorece procesos de amonificacion;
mineralizacion de formas organicas de N. El NHs+ es mas facil de asimilar por las plantas ya que puede

utilizarse directamente en la sintesis de aminoacidos para proteinas (Sheng et al., 2013).

La concentracién mas alta de ortofosfato que se encontré fue 627 mg/L en el digestato A. Generalmente, se
reporta fésforo en un rango de 0.08 — 0.1 % en digestatos liquidos. El fésforo es un nutriente esencial para
la sintesis de acidos nucleicos, fosfolipidos, y ATP; en cultivos, se anade en la etapa de floracion y
crecimiento del fruto. Los fertilizantes sintéticos con P, se obtienen a partir de la explotacion de roca fosférica;
generando consecuencias ambientales asociadas a su extraccion, transformacion y beneficio (Ulgudir et

al., 2019). Por ello es necesario el uso de biofertilizantes alternativos a los tradicionales.
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En la Figura 20 se muestra el declive en la tasa de germinacion; en concentraciones de 4% de digestato, el
porcentaje de inhibicién es 25%. El digestato C puede llegar a inhibir casi 75% la germinacién con apenas 6
%; mientras el digestato A, lo logra con 8% de concentracién. El efecto téxico de los digestatos By D es
bastante similar, a pesar de que el digestato B presenta lodos de purga; la presencia de estos lodos no parce
aumentar o disminuir la toxicidad en estos tratamientos. La inhibicion parcial del digestato E; fue la mas
gradual a lo largo del gradiente de concentracién. Por otro lado, la inhibicion total de la germinacion se
alcanzo6 a diferentes concentraciones para cada digestato; Ay C 10 %, By D 12 % y E 16 %. Tomando en
cuenta lo anterior, las dosis consideradas seguras o recomendadas; a partir de este ensayo son: A< 6 %, B
<8%,C<4%,D<6%YyE<4%.

En la Tabla 14 se puede observar que; el valor del indice de germinacion de los tratamientos, es
inversamente proporcional al nivel de toxicidad de los digestatos; si mas bajo es el IG, mayor toxicidad tiene
el compuesto analizado. Lo anterior, se sabe con precision debido a la inhibicion parcial o total del
crecimiento de las raices de las semillas. Para el caso del digestato C, la elongacion radicular se afecta a
pequefas concentraciones, aunque no se inhibe por completo la germinacion; de los digestatos evaluados,

fue el de mayor contenido de compuestos organicos.

Diversos estudios han demostrado que altas concentraciones de sales, acidos organicos, metales o NH4+
son sustancias biotoxicas que afectan el IG. Ademas, existen en los digestatos compuestos volatiles,
patdégenos u otras sustancias no identificadas; que pueden ser fitotdxicas a altas concentraciones y causar
una inhibicion total de la germinacion (Machado Mendes et al., 2021; Wang et al., 2022). A pesar de que, la
aplicacion de digestatos puede inhibir la germinacion, la resistencia de una planta adulta sera diferente; la
adicion de digestatos a cultivos en etapas de crecimiento sigue siendo una alternativa para el uso de

fertilizantes sintéticos.

A la izquierda de la Figura 24; se pueden observar los tratamientos de 10 t/ha; en donde hubo un aumento
en agregados de tamafio 8 - 2 mm para los tratamientos B y C. El tratamiento A, aumenté los agregados de
2 mm - 250 ym, y el digestato E incrementd poco la cantidad de clusters. Por otro lado, en la concentracion
30 T/h (Figura 24, derecha), podemos observar que todos los tratamientos favorecieron la formacion de

agregados de tamano 8-2 mm, excepto E, y desfavorecié la formacién de agregados de 2 mm - 250 um.

Como menciona la teoria jerarquica de los agregados; los macroagregados contienen materia organica labil,
mientras que los microagregados no se ven afectados, debido a la naturaleza estable de la materia organica.
Los macroagregados se componen de otros microagregados; por agentes cementantes o sustancias
poliméricas, secretadas por las raices de las plantas o bacterias. Estos agentes pueden proporcionarse en
formas poliméricas, dentro de la diversidad de compuestos organicos encontrados en la caracterizacion de
los digestatos (Six et al., 2000; Weil & Brady, 2002).
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La formacion de microagregados y nucleos, no se vio favorecida en ningun tratamiento; estos estan
compuestos principalmente por arenas finas, arcillas y componentes inorganicos del suelo, que son sorbidos
a la materia organica particulada con otros coloides organicos y compuestos de origen microbiano (Olivo,
2005; Weil & Brady, 2002).

El contenido de COT se vio favorecido, debido a la adicién de los digestatos (Figura 25, derecha), sobre
todo para los tratamientos A1y Eso. En esta misma figura podemos ver que el contenido de sustancias
humicas se mantuvo constante en todos los tratamientos; no hubo variacién con respecto al control. Sin
embargo, la adicion de digestatos aumenté el contenido de NOT en todos los tratamientos, siendo los

controles los de menor porcentaje.

La presencia de COT y NOT, tiene gran relevancia en los procesos ecosistémicos que tienen lugar en la
matriz del suelo, como los ciclos de nutrientes. Recientemente, se ha visto la estrecha relacién entre estos
dos nutrientes; la disponibilidad de uno influye en la toma del otro. La falta de alguno de éstos, compromete
las funciones del suelo. Por ejemplo; cuando hay poco carbono en el suelo, los organismos elevan la
respiracion (favoreciendo la pérdida de carbono) y se genera menos biomasa, ya que los recursos son
dirigidos; hacia procesos para mantener las funciones vitales, como produccién de enzimas asociadas a la
inversion de energia y biomasa. Cuando hay uso eficiente de carbono, hay mayor sintesis de biomasa;
favoreciendo el almacén de sustancias organicas que mejoran las condiciones del suelo; y lo protegen ante

situaciones de estrés o escasez de recursos (Wett & Insam, 2010).

Algunos nutrientes en el suelo, pueden provenir del intemperismo de los minerales o roca madre; y de esa
manera, entrar a la solucion del suelo. Sin embargo, la presencia de N en las moléculas organicas, proviene
de la fijacion de nitrégeno atmosférico por la actividad microbiana. La mayor proporcién del N encontrado en
el suelo proviene de la descomposicion de los residuos organicos. El N2 es transformado a NHs por accidn
de una nitrogenasa, para luego incluirse en procesos de nitrificacion y desnitrificacion. Para las plantas el
NHa+ es mas ligero que los nitratos, ademas su absorcion también se favorece por la carga negativa de las
membranas celulares, repeliendo compuestos de misma carga como NOs- y NOz2- , por lo tanto, las plantas
toman los compuestos mineralizados del suelo (McBratney et al., 2014).

En el fraccionamiento de sustancias humicas del suelo (Figura 23), se encontré que los digestatos Ay B en
concentracién de 10 Ton/ha; favorecen el contenido de AF y AH, especialmente el digestato C. Mientras que
la mayor concentracién de digestato A (Figura 23 derecha); favorecié ligeramente el contenido de AF, y
aumentd casi el doble la fraccion de AH. Destacando la importante presencia de huminas en el digestato C
con mayor concentracion de digestato. Se ha visto que los digestatos de lodos y estiércol, pueden contener
hasta 4.6 mg/L de carbono organico disuelto en forma de acidos fulvicos. Estos compuestos se han utilizado

en cultivos hidropodnicos de lechugas; incrementado la biomasa aérea de 7 a 30 % (Guilayn et al., 2020).
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CONCLUSIONES

El contenido de materia organica en los digestatos es una de las caracteristicas mas variables. A pesar que,
las muestras de digestato analizadas tienen sustratos y procesos de operacién similares, presentan una
concentracion de biomoléculas distinta. El digestato C se caracterizé por un alto contenido organico y mayor
toxicidad; mientras que el digestato A que provenia del mismo sustrato, pero en codigestion con lodos de
purga; presentoé datos mas semejantes al resto de los digestatos. Las proteinas contenidas en el digestato,

son fuente de nitrégeno organico para los organismos del suelo.

Los digestatos contienen compuestos que son téxicos; para la etapa de germinacién de un cultivo en
concentraciones mayores a 6%. Este estudio provee un rango de referencia, para determinar la dosis de
digestato que es segura y evitar la administracion de dosis perjudiciales para la actividad bioldgica y el medio
ambiente. Sin embargo, la administracion de digestatos en cultivos adultos, requiere otro esquema ya que

la sensibilidad no es comparable.

La materia organica contenida en los digestatos favorecié la abundancia de agregados de mayor tamafio (8
mm — 2 mm), en ambas concentraciones. Funcioné como agente cementante para favorecer la estabilidad
de estos agregados; sin embargo, el tratamiento de digestato no tuvo efecto en los microagregados y
clusters. La adicidon de un producto agricola al suelo, no solo debe considerar las caracteristicas del
compuesto; sino las propiedades originales del suelo, principalmente el pH y la distribucién de tamafno de

agregados.

La presencia de nutrientes como COT y NOT en la solucidn del suelo; va a determinar la toma de nutrientes
de los organismos. Se sabe que la toma de N en suelo; esta asociada a la sintesis de enzimas; lo que no se
puede sin C disponible. Es decir, si no hay materia organica en el suelo, aunque existen los nutrientes no se
pueden asimilar. En cuanto al C en el suelo; este procede de la biomasa, al incorporarse al suelo mediante
el proceso de descomposicion este sera estabilizado mediante el proceso de formacidon de macromoléculas
del rango coloidal (humificacién) y su unién con las particulas de arcilla, como evidencia el obscurecimiento
del suelo. Los compuestos organicos sencillos son mineralizados, de ahi se tiene un aporte importante de

N, Sy P como nutrimentos biégenos en forma biodisponible.
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Caracterizacion del sustrato

ANEXOS

: . Lodos de purga Lodos
Determinacion FORSUm FORSUr i Nopal L
Sélidos Totales (ST) g/ 87 95 370 233 46 54 104 .8
Solidos Fijos (SF) g/l 13.07 20 128 11.37 148
Solidos Volétiles (SV) g/l 747 350 105 3517 89.5
Solidos Suspendidos Totales (SST) g/l - - - 31.65 -
Sélidos Suspendidos Fijos (SSF) gL - - 495 -
Séidos Suspendidos Volatiles (SSV) g/l - - - 26.7 -
Carbohidratos Totales g/L 52 73.26 9.786 34 =
Carbohidratos Solubles g/L 1.58 0 0 16 12
Proteinas Totales g/L 38 236 11.9 10.4 449
Proteinas Solubles g/l 12 57.3 82 -
Demanda Quimica de 02 (DQO) Total g/L 20 12.12 13.8 3195 -
Demanda Quimica de O2 (DQO) Soluble giL 16 4 0.3 10 1.82
pH 46 39 8.2 6.5 7
Alcalinidad (g CaCO3/L) 0.126 0.160 0.886 53 -
Humedad % 80 63 76 - -
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