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ABSTRACT

Biogas is one of the best alternatives to produce renewable energy, it uses the waste from agribusiness as the main
substrate for its formation. However, when producing significant amounts of biogas, large amounts of biol are
generated; solar radiation and environmental oxygen are used to disinfect this compound. To guarantee the desired
disinfection, it is necessary to know the kinetics of the death of Enterobacteriaceae by solar radiation and
atmospheric oxygen. The objective of this scientific article was to model the disinfection kinetics of the biol,
calculating the incidence of accumulated radiation per m ” 3 of biol, obtained as a by-product of biogas formation,
from pig slurry and 1:10 water. Through an analysis of variance (ANOVA) and a multiple comparison test of the
treatments using the Tukey test, the synergistic effect of solar radiation and atmospheric oxygen for the solar
inactivation of enterobacteria was determined. It was found that to achieve optimal solar disinfection in the biol, its
turbidity must be reduced, separating the liquid phase and diluting it with water 1:3. The separation of the phases
carried out in the present study reached a volume of 56 per cent with respect to the total volume, retaining 36 and
49 per cent of nitrogen and phosphorus, respectively, of the total volume. With the liquid phase of the biol, a
turbidity level (NTU) of 365 was obtained. From this, it was concluded that the atmospheric conditions were
appropriate to reduce the load of enterobacteria, reaching the detection limit after 10 hours, with a cumulative
radiation of 209.8 watts per m® of biol. The biocidal effect started from 40 watts per m® of accumulated radiation
biol.
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RESUMEN

El biogas es una de las mejores alternativas para la produccién de energia renovable, utiliza los desechos de la
agroindustria como principal sustrato para su formacién. Sin embargo, al producir cantidades significativas de
biogas se generan grandes cantidades de biol, para desinfectar este compuesto se utiliza la radiacion solar y el
oxigeno ambiental. Para garantizar la desinfeccion deseada, es necesario conocer la cinética de la muerte de
enterobacterias por radiacion solar y oxigeno atmosférico. El presente articulo cientifico tuvo como objetivo
modelar la cinética de desinfeccion del biol, calculando la incidencia de radiacion acumulada por m? de biol,
obtenido como subproducto de la formacion de biogas, a partir de purin de cerdo y agua 1:10. A través de un analisis
de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de los tratamientos mediante la prueba de Tukey, se
determin6 el efecto sinérgico de la radiacion solar y el oxigeno atmosférico para la inactivacion solar de
enterobacterias. Se comprobd que para alcanzar una 6éptima desinfeccion solar en el biol se debe disminuir su
turbidez, separando la fase liquida y diluyéndolo con agua 1:3. La separacion de las fases realizada en el presente
estudio alcanz6 un volumen del 56 por ciento respecto del volumen total, reteniendo el 36 y 49 por ciento de
nitrdgeno y fdsforo, respectivamente, del volumen total. Con la fase liquida del biol se obtuvo un nivel de turbidez
(NTU) de 365. A partir de esto, se concluy6 que las condiciones atmosféricas eran apropiadas para disminuir la
carga de enterobacterias, alcanzando el limite de deteccion luego de 10 horas, con una radiacién acumulada de
209.8 watts por m”3 de biol. El efecto biocida empezé desde los 40 watts por m”3 de biol de radiaciéon acumulada.

Palabras clave: Desinfeccidn solar | Cinética de muerte celular | fotoinactivacion | post-tratamiento del biol | calor
acumulado.

1. INTRODUCCION agua y reduciendo el espacio (Ossa-Carrasquilla et al.,
2020).
La digestion anaerdbica tiene como propdsito generar
biogas (compuesto por metano, diéxido de carbono y Cada dia, mas paises integran a su normativa, la
trazas de otros gases) a partir de desechos orgénicos adecuada gestion de los subproductos de la digestion
solidos, como subproductos de dicho proceso se genera anaerdbica, para prevenir que estos provoquen
el digestato, el cual es muy utilizado en la actualidad problemas sanitarios y/o ambientales como el caso de
como fertilizante, debido a su capacidad nutricional y Espafia con el Reglamento CE N°1774/2002
sus caracteristicas fisicoquimicas como acondicionador (Dominguez, 2021) o el caso de Inglaterra PAS
de suelo. Sin embargo, este suele albergar una cantidad 110:2014 (British Standards Institution [BSI], 2014).
apreciable de bacterias indicadoras de higiene, Asi mismo, en Estados Unidos de Norteamérica se
representando asi un riesgo a la salud, tanto para los que contempla en la regla federal de biosélidos y en 40
lo manipulan como los que consumen las verduras CFR, Parte 503 en la que proporcionan los pardmetros
cultivadas con dicho fertilizante (Vega, 2020). fisicoquimicos y microbiol6gicos de los biosolidos que
se aplicaran a la tierra (Vasquez y Vargas, 2018). Per(
Hoy en dia, el aumento de la generacion de residuos aln no cuenta con una norma que rija los estandares de
organicos ha provocado que las acciones requeridas calidad necesarios para el uso del biol como abono, ni
sean cada vez mas necesarias a causa del crecimiento pautas que garanticen una adecuada disposicion sin
social, el aumento de la poblacién y de la necesidad de generar algin impacto ambiental nocivo, es de suma
los recursos. Se estima que la generacion de residuos importancia promulgar las buenas practicas de uso del
para el 2050 aumentaria en un 70 por ciento a nivel biol y brindar la informacion necesaria para su
mundial, con niveles cercanos a 3400 millones de adecuada gestion frente a cualquier contexto (INACAL,
toneladas al afio, perjudicando tanto al suelo, como al 2020).
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Estudios elaborados por la Organizacion Mundial de la
Salud [OMS] en el afio 2017 detectaron que el 78 por
ciento de los 663 millones de personas que consumen
agua contaminada viven en comunidades rurales de
paises en desarrollo, generando asi gran cantidad de
brotes de ETA’s, entre estas poblaciones. Paises como
Nigeria han presentado alrededor del 35 % de las
muertes por diarrea relacionadas con el agua a nivel
mundial. Tales desafios sugieren la implementacién de
métodos mas rudimentarios y autosuficientes para
purificar el agua, incluida la desinfeccidn solar del agua
(SODIS) (Nwankwo et al., 2021).

Hoy en dia, el SODIS se considera una técnica practica
para desinfectar el agua. Sin embargo, debido a su gran
efectividad, se generan diversos estudios para
determinar los niveles de los pardmetros que influyen
en este proceso, con el fin de estandarizarlo. Estudios
como el de Castro-Alférez et al. (2017), han demostrado
que el mecanismo de accién se da por la generacién de
agentes reactivos del oxigeno disueltos en el agua; si
bien, las bacterias cuentan con mecanismos para mitigar
los efectos de los ROS, no se dan abasto frente a un
SODIS con los valores de los parametros claves
adecuados (tiempo, radiacion, relacion area de
exposicién/volumen).

La fotoinactivacion de ciertas enzimas como la catalasa
(CAT) y el superdxido dismutasa (SOD), las cuales son
las encargadas de eliminar a los agentes ROS, son
determinantes en este proceso. Es necesario conocer el
tiempo de exposicion y la cantidad de calor incidente
necesarios para disminuir la concentraciéon de
enterobacterias a cantidades inofensivas (Castro-
Alférez et al., 2017). Para que los rayos solares puedan
penetrar la superficie del biol y junto con el oxigeno
puedan desinfectarlo, es necesario acondicionarlo
disminuyendo su turbidez, sin embargo, esto altera sus
propiedades nutritivas.

El siguiente estudio tiene como fin caracterizar el biol
post-acondicinamiento y conocer la cinética de
desinfeccion, usando la radiacion solar y el oxigeno
atmosférico como agentes letales para las
enterobacterias, asi conocer el tipo de relacion que
llevan las variables para sentar las bases de futuros
estudios de escalamiento y como disponer del biol
sanitizado. Para alcanzar dicho objetivo se evalud las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del
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biol a tratar. Posteriormente, se ajusté las caracteristicas
fisicas a las requeridas para un 6éptimo proceso de
desinfeccion solar, por medio de la separacién de sus
fases (liquida y sélida) y la dilucién de su fase liquida
con el fin de disminuir su turbidez.

2. MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion y extraccion del biol.

El biol con el que se trabajo fue brindado por el Centro
Modelo de Tratamiento de Residuos (CEMTRAR) de
la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM),
extraido del tanque colector de biol de un biorreactor
del tipo tubular de geomembrana de PVC productor de
biogas a base de purin de cerdo y agua, en relacién de
1-10 respectivamente (Cariote, 2012).

Caracterizacion del biol

Caracterizacion fisicoquimica. Se extrajeron cinco
litros de biol, se midié su pH con un potenciémetro
Hanna modelo pH 211, se mand6 a analizar el biol
obtenido en cuanto a cantidad de nitrégeno y fésforo al
Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Agua y
Fertilizantes (LASPAF) AOAC 955.04-1955(1997),
Nitrogen (Total) in fertilizers. Kjeldah.

Caracterizacion microbioldgica (Enterobacterias). Se
determind la carga de enterobacterias diluyendo 10 g de
biol en 90 g de agua peptona al 1 %, colocando 1 ml de
la dilucion en una placa petrifilm-enterobacterias e
incubando en una estufa a 37 °C durante 24 horas.

Obtencion y caracterizacion de la fase liquida del biol.
Para separar las fases del biol, primero se dejé
decantando cinco litros de biol dentro de una
refrigeradora a 4 °C durante tres dias. Posterior a eso,
se colectd la parte liquida y pasé por un filtro Watman
de 4 mm con la ayuda de un embudo Biichner, un
matraz Kitasato y una bomba de succidn.

Caracterizacion fisicoquimica. Se midié el pH, la
cantidad de nitrégeno y fosforo presentes en la fase
liquida del biol.

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


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

Bellatin, 1., & Arévalo, F. (2022). Anales Cientificos. 83(1), 33-46. http://dx.doi.org/10.21704/ac.v83i1.1882.

Disminucion y cuantificacion de la turbidez. Con el fin
de obtener una menor turbidez y aumentar la
penetrabilidad de la radiacion, se diluy6 la fase liquida
del biol colectado con agua estéril destilada, en relacion
1:3 hasta alcanzar un valor cercano a 300 NTU, la
turbidez se midi6 con un turbidimetro Hanna modelo HlI
98703.

Prueba preliminar del efecto sinérgico de la radiacion
solar y el oxigeno atmosférico en la inactivacion de las
enterobacterias presentes en la fase liquida del biol.
Para el experimento se us6 un disefio factorial a dos
niveles, 22, donde los factores a estudiar fueron la
radiacion solar y el oxigeno a nivel atmosférico. Cada
factor cont6 con dos niveles, un nivel + (que indica
presencia del factor) y un nivel — (que indica la ausencia
del factor), tal como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Codificacion de los tratamientos preliminares
del disefio factorial

Radiacion solar Oxigeno
(luz) con sin
con ++ +-
sin -+ --

Para realizar el experimento, se expuso 30 ml de FLB
1:3 en placas Petri de 90 ml y fueron tapados con
plastico de baja densidad de polietileno y polipropileno,
desde las 12 pm hasta las 4 pm (durante 4 horas). Para
realizar el experimento ++ se expuso cada placa a la
radiacién solar y al oxigeno atmosférico. En el
experimento -+ se cubrieron las placas con una bolsa de
polietileno negro (evitando que pasen los rayos solares).
Para el caso del experimento +- se cubrio a las placas
con una bolsa transparente de polietileno con un
Anaerocult® por dentro debidamente hidratado, para
poder, asi, generar un ambiente anaerobio. A modo de
garantizar que exista un ambiente anaerobio se usé una
banda de Anaerotest®. Por Gltimo, para el experimento
— se us6 una bolsa negra y un Anaerocult® de la misma
manera que en los experimentos anteriores.

Pasada las cuatro horas de exposicion, se extrajo 1 ml
de cada placa y se procedid al analisis microbioldgico
correspondiente (el andlisis microbioldgico se explica
en detalle mas adelante).
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Anadlisis estadistico para evaluar el efecto sinérgico
de la radiacion solar y el oxigeno atmosférico
Usando el software Minitab se realizaran las pruebas de
analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparaciéon multiple de los tratamientos mediante la
prueba de Tukey, para medir el efecto sinérgico de la
radiacion solar y el oxigeno atmosférico para la
inactivacion solar de enterobacterias.

Exposicion de la fase liquida del biol diluido 1:3 a la
radiacién solar y al oxigeno atmosférico
Construccién del captador solar. Para exponer el biol
a la radiacion solar, se construyeron dos contenedores
rectangulares de plastico transparente con 3,5 cm de
profundidad, 20,6 cm de largo y 12,5 cm de ancho, con
una tapa de polietileno y una valvula de extraccién de
muestra, en el cual se vertié 1:1 del biol filtrado en cada
uno. Para el control se utilizé contenedores de la misma
medida, pero con tapa de polietileno negro (para evitar
el ingreso de radiacion solar UV).

Tiempo de exposicion y medicién de la radiacién solar
incidente y temperatura. Los datos de la radiacion
global incidente y temperatura atmosférica fueron
estimados y brindados por el centro meteoroldgico
Alexander Von Humbolt de la UNALM. Se registrd
cada pardmetro cada hora, como se detalla en la Tabla
2, durante tres dias, utilizando el equipo de la estacién
meteoroldgica Davis.

Toma de muestras. La toma de muestra se realiz6 por
medio de la valvula de extraccién, previamente
desinfectada con alcohol de 70° y enjuagado con agua
destilada. Se extrajo 10 g de muestra de cada
contenedor en los intervalos que muestra la tabla.

Construccion de la cinética de la muerte de
enterobacterias

e Andlisis  microbioldgico

enterobacterias.

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

UNALM.

cuantitativo  de
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Tabla 2. Horarios de toma de muestras

Tiempo 7:.00 800 9:00 10:00 11:00
hh.mm.

12:00

13:00 14:00 15:00 16:00 17:00

Muestra MO M1 M2 M3 M4

M6 M7 M8 M9 M10

Preparacion y andlisis de la muestra. La muestra se
homogenizo y se prepar6 con una dilucién de 1:10 con
buffer de agua peptonada (método ISO 6579) y se
verifico que llevara un pH de entre 6,2 y 7,7, se inoculd
1 ml de la suspensién inicial en una placa petrifilm EB
y se llevé a incubacidn durante 24 £ 2 horasa 37°C + 1
°C (método AFNOR, validado 3M 01/0609/97).

Estudios han validado el uso de los medios listos para
usar Petrifilm para matrices que no estdn dentro del
alcance de su norma ISO o AFNOR, como en aguas
para riego y analisis para determinar la calidad del agua,
respetando los principios basicos de su uso (pH
determinado y evitar matrices que por su color puedan
entorpecer el conteo de las colonias) (Yuan, 2016;
Meador et al., 2012).

Interpretacion de los datos

Se realizd la lectura de las placas, contabilizando
Unicamente las colonias que presentaron un halo
amarillo y/o burbujas de gases asociadas. Se considerd
el factor de dilucién y se obtuvo el N° de UFC (unidades
formadoras de colonias) /ml con la siguiente férmula:

UFC _ N°de colonias por placas x el factor de dilucién

mL ml de la muestra sembrada

Determinacion fisicoquimica de las condiciones
climaticas. La temperatura atmosférica y la radiacion
solar fueron cuantificadas por la estacion automaética
Davis del centro meteorolégico Alexander Von
Humboldt de la UNALM, en cada hora del dia.

Se integr6 la radiacién solar respecto al tiempo y se
obtuvo la irradiacion. Posteriormente, con esos datos se
calcul6 la energia acumulada de radiacion solar W /m3
de biol.

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la
fase liquida del biol diluido 1:3 a la exposicién de la
radiacion solar y oxigeno. Se extrajo una porcion de la
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muestra para el analisis microbiologico y se midié
inmediatamente la temperatura y el pH.

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

Cinética del modelo. El enfoque cinético se basa en la
ecuacion de Watson-Chick (utilizada para expresar la
desinfeccion con agentes quimicos) con una
modificacion para desinfeccion solar.

N n N
— = eTkXC™Xt 4p — = —K x(C"xt
No No

Donde:

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

K: constante de velocidad de la reaccién, que depende
del desinfectante utilizado y de la mortalidad del
microorganismo  afectado en las condiciones
operatorias aplicadas (pH, fuerza idnica, temperatura,
etcétera).

C: concentracion de desinfectante (o dosis de
tratamiento en el caso de una irradiacién UV, por
ejemplo), supuesta constante durante toda la duracién
de la inactivacion.

n: orden de la reaccién (generalmente se puede
considerar el valor de n como 1, volviéndose una
ecuacion de orden 1.

t: tiempo de contacto entre el microorganismo y el
desinfectante.

En el proceso fotolitico, la expresién general de la
ecuacion de Chick-Watson se puede modificar para
nuestras condiciones experimentales, donde el tiempo
es sustituido por la cantidad de energia solar recibida
durante el experimento por unidad de volumen (Qs,;)
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para hacer posible la comparacién con resultados
obtenidos en otros reactores solares:

Inln Nﬁo K X Qo1

El pardmetro Q,,; permite evaluar y comparar
resultados de experimentos llevados a cabo en
diferentes dias u horas con diferentes condiciones
meteorolégicas. Se calcula segln la ecuacion, donde t,

es el tiempo experimental para la muestra n, Qg,; €s la

media de la irradiancia solar medida durante el periodo
(t,—t,—1), A, es la superficie iluminada del
captador solar y V; es el volumen total del reactor (P.
Fernandez).

Analisis estadistico. Con el fin de calcular el valor
optimo de los pardmetros cinéticos se uso el programa
Excel-Solver y se calculé el coeficiente R de correlacion
para determinar el grado de ajuste de los datos con la
ecuacion cinetica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

La separacion de las fases sélida y liquida del biol tiene
como finalidad, disminuir el volumen y concentrar la
mayor cantidad de nutrientes en la fase solida. Tanto la
eficiencia como el costo del proceso pueden variar,
dependiendo de como se efectlen. Los principales
nutrientes que se toman en cuenta en el biol son: el
nitrégeno, el fosforo y el potasio; ya que se encuentran
en mayor abundancia y relevancia en los aspectos
agricolas y ambientales (Martinez y Francesena, 2018).

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

La distribucion de las concentraciones del nitrdgeno y
fésforo entre las fases del biol no son congruentes con
estudios previos como podemos observar en la Figura
1. Esto se debe a la baja eficiencia de separacion de las
fases.

Se determiné que la fase liquida del biol solo contuvo
un 36 % del nitrégeno total. Sin embargo, otros estudios
muestran que, bajo un proceso éptimo, la fase liquida
suele contener 70-80 % del nitrégeno total. La baja
cantidad de nitrégeno del experimento probablemente
se debid a la baja eficiencia del proceso de separacion,
ya que la fase sélida, contenia gran cantidad de liquido
que, a su vez albergaba gran cantidad de nitrogeno. De
igual manera, el fdsforo también tuvo variaciones en los
resultados, comparado con otros estudios. Los analisis
de fésforo dieron como resultado que, la fase liquida
contenia el 49 % del fosforo total. Una concentracion
ligeramente mas baja que lo que muestra los resultados
de otros estudios (50-55 %).

La ligera baja de concentracion del fosforo en
comparacion con el nitrégeno se debié a la poca
solubilidad en la fase liquida. Por tal motivo, la fase
s6lida, la misma que retuvo humedad, no impacté de
manera relevante en la concentracién de dicho nutriente
(Garcia, 2016).

Respecto al pH, como observamos en la Figura 2, se
mantuvo estable en el tiempo, conservando su valor
ligeramente basico (valor caracteristico de los bioles).
Este valor de pH en el biol es consecuencia tanto de la
transformacion del (CO2) disuelto en (NH4).CO3 como
del consumo de los &cidos grasos volatiles. Si se dan las
condiciones necesarias, el pH del biol se mantendra en
ese rango, alcanzando su estabilidad; si el pH decrece,
podria ser un indicador de que el amonio se esta
volatilizando (Drosg et al., 2015).
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Figura 1. Concentracion del fésforo y nitrégeno en el biol, en la fase liquida del biol y FLB 1:3
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Biol FLB FLB 1:3

Figura 2. Niveles de pH en el biol, FLB y laFLB 1:3

La carga microbioldgica del biol fue mayor a 1500
colonias (limite superior de colonias en una placa
petrifilm-enterobacterias). Los pardmetros clave que
influyen en la inactivacion de un agente patégeno son
la temperatura, el tiempo de retencién hidraulica y de
lodos, interacciones microbiolégicas competitivas,
composicion de la materia prima, pH y la presencia o
acumulacién de material toxico (Avery et al., 2014). Si
bien, la digestion anaerdbica tiene la capacidad de
disminuir la carga enteropatdégena del sustrato con el
que es alimentado, no siempre se llega a un proceso
Optimo. Diversos estudios muestran un nivel de
supervivencia significativamente alto de
enterobacterias, e incluso de coliformes. Esto se debe,
principalmente, a que la familia de enterobacterias son
anaerobias facultativas, esto quiere decir que, la falta de
oxigeno no representa un inconveniente para Ssu
supervivencia. Por otro lado, los metabolitos liberados
por diversas bacterias en la fermentacion anaerdbica,
antagoénicos para las enterobacterias y las temperaturas
a las que llega la digestién anaerdbica, suelen no
afectarlos, ya que las particulas sélidas del biol suelen
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albergar gran cantidad de bacterias, sirviéndoles asi,
como barrera protectora (Sahlstrém, 2003).

La fase liquida del digestato obtenido en este estudio
tuvo una concentracion de 1530 UFC/ml como se
muestra en la Figura 3. El proceso de separacién de
fases del biol disminuye la concentracion de
enterobacterias en la fase liquida, sin embargo, esta
reduccion no siempre llega a estar en los limites
permitidos para su uso agricola, representando adin un
riesgo a la salud. Los resultados también muestran que,
al diluir la fase liquida del biol en una proporcion de 2
litros de agua por 1 de biol, se reduce aproximadamente
1/3 de la concentracion inicial.

2000 1500 >1500
1500
X I I -
O 500
S [ ]
Biol FLB FLB1:3

Figura 3. Concentracion inicial de enterobacterias en el
biol,en FLBy FLB 1:3

Diminucion de la turbidez de la fase liquida del biol.
El biol dio una turbidez incontable para el rango del
turbidimetro empleado como vemos en la Figura 4, la
fase liquida obtuvo 935 NTU, un valor de turbidez
excesivo para que la irradiacion solar pueda hacer
efecto en la inactivacion de las enterobacterias. La fase
liquida del biol diluida 1:3 tuvo una turbidez de 365
NTU. Estudios anteriores informan de una reduccion
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microbiana por medio de radiacion solar hasta 300
NTU. A menor NTU, mayor penetrabilidad de la
irradiacion solar y mayor efectividad de la inactivacion
microbiana. La turbidez del digestato es producida por
las particulas sélidas que se encuentran suspendidas en
el producto (Garcia, 2016).

1400
1200
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l:_) 800
Z 600
400
200
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Biol

FLB FLB 1:3

Figura 4. Disminucion de la turbidez del biol

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

Las pruebas preliminares demostraron el efecto
sinérgico que poseen la radiacién solar y el oxigeno
atmosférico para la desinfeccion de las FLB 1:3 luego
de que cada tratamiento sea expuesto durante 24 horas
a las condiciones dadas como se aprecia en la Figura 5.
Se confirmé que, hay suficiente evidencia estadistica
para determinar con un 0,05 de significancia que, cada
tratamiento tuvo un resultado distinto al otro, siendo el
tratamiento combinado de la radiacién solar con
oxigeno atmosférico el mas nocivo (Pérez, 2017).

UFC de Enterobacterias/mL

2000
mflb1:3 --

1500
flo 1:3r

1000
flo1:30

500

flb 1:3 ryo
0

Figura 5. Concentracion de Enterobacterias/mL luego
del tratamiento preliminar

Caracterizacion de las condiciones climatolégicas
Los muestreos se realizaron el 12 de diciembre de 2017,
pero se tomaron datos meteorolégicos hasta el 14 de
diciembre de 2017, en el centro meteorolégico de la
UNALM. EI dia de experimentacion presentd un
tiempo soleado con baja nubosidad. El analisis
microbioldgico y la incubacion fueron realizados en la
misma universidad, en el laboratorio de fisicoquimica
Q5. Las muestras fueron analizadas antes y después de
su exposicion al sol.

La radiacion solar alcanz6 su pico a las 13:00 horas con
un valor de 884 W/m”2 mientras que la mayor
temperatura se produjo a las 15:00 horas, con 24,6 °C
como se muestra en la Figura 6. Segun Claure (2006),
para llegar una inactivacion de coliformes al 100 % en
aguas residuales es necesario exponerlos a radiaciones
de 5,6 KW/m”2 con temperaturas entre 24-27 °C.
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£ 300 105
) : =
é 200 = Temperatura ambiental 5
100
0 0

7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00

Horas

Figura 6. Temperatura atmosférica y radiacion solar
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Determinacion fisicoquimica de la FLB 1:3
posterior al tratamiento

La temperatura del digestato fue en aumento hasta
llegar a los 48 grados. La capacidad de retener el
calor y superar la temperatura ambiental se debe a
que el capacitador funciona como un invernadero,
permitiendo el ingreso de la radiacion infrarroja de
determinada longitud de onda, que sera absorbida
por el digestato. Posteriormente, como cualquier
cuerpo, el digestato emanara calor en forma de
radiacion infrarroja. Debido a la que la radiacion
emanada poseia una mayor longitud de onda que la
que ingreso, esta no pudo salir del capacitador.

Meierhofe y Wegelin (2003) presenta estudios
donde que demuestran que el uso de platina para
concentrar la radiacion solar en el capacitador y
cubrirlo de negro con la finalidad de retener mejor el

= N W b O
o O O o o

Temperatura °C

o

8:00 10:00 13:00

calor en el sistema, permite obtener temperaturas de
hasta 65 grados en aguas, para su desinfeccién solar.

No todos los plasticos permiten el paso de la
radiacién UV. Luzi et al., (2016), en la guia de
SODIS, recomiendan como captador solar el uso de
plastico PET u otro plastico previamente aprobado
por algln otro estudio, ya que; la gran mayoria de
plasticos, debido a su propia naturaleza o por el
hecho de poseer aditivos para no deteriorarse, evitan
el paso de la radiacion UV. También se recomienda
que el liquido a desinfectar no posea una
profundidad mayor a 10 cm. El pH se mantuvo en el
tiempo como se observa en la Figura 7, lo que
significo estabilidad en el proceso y que el amonio
no se evapora.

8,5
75 L%
6,5
16:00

15:00 17:00

HORA

=—Temperatura ==pH

Figura 7. Caracterizacion fisicoquimica del biol durante el proceso de desinfeccion solar

Cinética de la desinfeccion de enterobacterias
respecto del tiempo de exposicién, y cinética de
desinfeccion de enterobacterias respecto al calor
acumulado

El presente estudio mostré6 el efecto de
fotoinactividad que ejerce la exposicion de la fase
liquida del biol a la radiacidn solar. Luego de ocho
horas, la concentracion de Enterobactereaceas se
redujo dos logaritmos, llegando al limite de
deteccidn inferior del analisis de deteccidon como se
aprecia en la Figura 8. Las pruebas de reconstitucion
bacteriana dieron negativo. Diversos estudios
muestran la inactividad de coliformes, Salmonella,
Enterococcus y demas bacterias de importancia
sanitaria. El efecto biocida depende principalmente
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de tres pardmetros: el tiempo de exposicién solar, los
niveles de NTU del liquido a desinfectar y la
temperatura. Reportes de varios estudios informan
que, el principal efecto de la radiacion solar es la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
los cuales oxidan la cadena de ADN, produciendo
dimeros de timina que afectan la funcién de las
proteinas y desestabilizan la membrana (Helali,
2012). Baatout et al. (2005) menciona que, el
principal efecto de las temperaturas altas (30 °C-50
°C) es producido por una desestabilizacion de la
membrana, afectando sus funciones (actividad
respiratoria, el transporte, barrera de permeabilidad,
etcétera). El efecto sinérgico de la radiacion solar y
el aumento de la temperatura producen un aumento
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de la generacion de superoxidos en el citosol y
mayores efectos sobre las enzimas catalasa y
superoxidasa dismutasa (Castro-Alférez et al.,
2017). En la Tabla 2 se muestran los valores
obtenidos en este estudio para la relacion entre las
diferentes horas del dia y la radiacién. Sin embargo,
al juntarse las temperaturas elevadas y la radiacion

10000

1000

100

Log (UFC/mL)

10

1

solar se produce un efecto sinérgico en la
inactivacion microbiana, siendo el principal sitio de
accion la funcién de la enzima superoxidasa
dismutasa, evitando que la bacteria pueda protegerse
de los ROS generados por la radiacién solar y las
temperaturas altas (Castro-Alférez et al., 2017).

y = 1855,9g0:456x
Rz=0,704

7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00
Horas hh:mm

Figura 8. Numero de UFC de enterobacterias por ml de biol vs. horas de tratamiento

Ya que la radiacion solar no es un parametro
constante en este experimento, se busco
cuantificarlo de modo que se pueda replicar dichas
condiciones y compararlo con otros trabajos de una
manera mas adecuada.

4
Qsotn = Z Isorn-1* 71: (th — ta—1)

n

Modelamiento cinético de la desinfeccién solar de
enterobacterias, determinacion de los
pardmetros y formacion de la ecuacion de la
curva. Los datos cinéticos de inactivacion celular
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o
o
o

100
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71,2

mostrados en la Figura 9 se ajustaron
estadisticamente con el modelo log-lineal de la
ecuacion modificada de Watson-Chick.

De este ajuste se obtienen los parametros lineales de
inactivacion k = 0,009, a= 0,4y b =-1,74. También
se puede apreciar una mejor comprensién de la
relacion entre las variables asociadas, para asi poder
comparar los resultados frente a otros estudios con
los mismos pardmetros experimentales y que se
ajusten al mismo modelo.

y = 1010.7e-0.478x
R2?=0.9238

107,8 138,8 167,5 191,6 209,8 219,2

Radiacion solar acumulada

Figura 9. Logaritmo del nimero de UFC de enterobacterias por ml de biol respecto de la radiacion solar

acumulada por litro de biol.
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Los modelos de inactivacion suelen presentar
segmentos no lineales al inicio y al final del proceso.
La primera region no lineal se denomina hombro, y es
un segmento de la curva donde no hay una disminucién
de la concentracién microbiana, indicando que el
proceso de desinfeccién no ha comenzado. La segunda
region no lineal suele estar al final y se le denomina
cola, es la region donde se alcanz6 el maximo punto de
desinfeccion y pese a transcurrir el proceso de
desinfeccion, la concentracién microbiana no cambiara
mas. En la Figura 10, se pueden observar 3 regiones (1
lineal y 2 no-lineales). Dicho comportamiento de la
curva puede estar influenciado tanto por las especies
microbianas que interactdan en el proceso como los
componentes quimicos del digestato.

El comportamiento lineal refleja una relacién directa
entre la dosis de radiacion solar acumulada y la
inactivacion celular.

Existen diversas teorias para explicar la formacién de
las regiones no-lineales (hombro y cola) (Bevilacqua
etal., 2015):

0,2
.g O c S e - : \
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10 81

La formacién de hombros en la grafica puede deberse

a.

La presencia de algun grupo de bacteria resistente
al tratamiento.

Grupo de bacterias que contrarresten los efectos
letales.

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

Se requiere de la acumulacion de lesiones para que
el agente letal pueda empezar a inactivar a las
bacterias.

La formacidn de cola en la grafica de puede deber a:

Subpoblacion  bacteriana  resistente a la
inactivacion.

Poblacion inaccesible al tratamiento

Poblacién bacteriana no llega a recibir la cantidad

de dosis letal.

252 489 772 1078 138,8 1675 191,6 209,8 219,2

Radiacion solar acumulada (W/L)

Figura 10. Cinética microbiana de desinfeccion solar y grupo control

Las enterobacterias son un grupo extenso de
microorganismos, los cuales poseen un metabolismo
distinto. La formaciéon de hombro y de cola se puede
deber a las distintas dosis que se requiere para cada

-43-

especie bacteriana presente en el digestato. Por otro lado,
también se puede asumir que, la formacién de hombro se
debe a la necesidad de lesiones acumuladas para que el
tratamiento pueda llegar a ser letal, ya que, para que se
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forme la cantidad necesaria de ROS, por efecto del
sinergismo entre las temperaturas ligeramente altas, la
radiacién solar y el oxigeno atmosférico, debe ocurrir
una serie de procesos quimicos tanto en el digestato
como dentro de cada célula (Castro-Alférez et al.,
2017).El comportamiento lineal refleja una relacion
directa entre la dosis de radiacion solar acumulada y la
inactivacion celular.

Para el presente estudio se utiliz6 una modificacion de la
ecuacion de Watson-Chick, la cual contemplé la
presencia de una fase de latencia tipo hombro y una fase
terminal tipo cola.

Qsor < Qra—kXxQ, Qsor = Q1 b

N

Log (N—o) =0,
Donde a y k son pardmetros de ajuste de la region lineal
del modelo de la ecuacion modificada de Watson-Chick
que observamos en la tabla 3 y b es el logaritmo de la
tasa de letalidad maxima a la que se llegd con el
tratamiento.

Tabla 3. Parametros de la cinética de fotoinactivacion
de enterobacterias en biol

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

La diferencia mé&s significativa se dio con los
tratamientos comparados con el tratamiento de “ryo”,
comprobando el efecto sinérgico de la radiacion solar y
el oxigeno atmosférico.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para FLB 1:3 —, FLB 1:3 1, ...

T
|
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Si un intervaio no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 11. Comparaciones en parejas de Tukey —
agrupacion de informacién utilizando el método de
Tukey y una confianza de 95 %
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4. CONCLUSIONES

Al separar las fases del biol se obtuvo un volumen de la
fase liquida del 56 por ciento con respecto del volumen
total, por lo tanto, la separacién de las fases por medio
de sedimentacion y una posterior filtracion al vacio con
una membrana de 5 micras de didmetro de poro no es
eficiente. La fase liquida del biol contuvo un 36 y 49 por
ciento del nitrégeno y fosforo total, por ello es de esperar
que la mala separacion de las fases haya producido una
atipica reparticion de los nutrientes. ElI pH de la fase
liguida se mantuvo estable en todo el proceso de
reduccion de la turbidez y la carga enterobacteriana se
redujo a 560 UFC/mL en la FLB 1:3, La separacion de
las fases disminuy6 en gran medida la turbidez del biol.
Pese a que el proceso de separacion no fue del todo
eficiente, se lleg6 a remover la cantidad de soélidos
necesarios para que con una dilucién posterior de la fase
liquida del biol de 1:3 con agua destilada alcanzara la
cantidad de NTU necesarias para un proceso 6ptimo de
fotoinactivacion solar de las enterobacterias nativas. Se
demostrd que, el oxigeno a nivel atmosférico, por si solo
no inactiva a las Enterobacterias nativas del biol.
Ademas, la radiacion solar sin presencia de oxigeno no
produce una inactivacion relevante. Por otro lado, al
exponer al biol al oxigeno de la atmoésfera y a la
radiacién solar se obtuvo un alto nivel de desinfeccion.
Se presume que estos factores ambientales interactlan
de manera sinérgica, promoviendo la formacion de
especies reactivas del oxigeno en biol, inactivando a las
enterobacterias nativas. Se demostr6 por medio de la
estacion meteoroldgica Davis que, las condiciones
atmosféricas eran las indicadas para que se pudiera
realizar la desinfeccion solar de Enterobacterias en el
biol. De manera satisfactoria, con una temperatura
méaxima de 28 °C y una radiacion maxima de 884
W/m”2.

El tratamiento de desinfeccidn solar no demostro afectar
las propiedades fisicoquimicas caracteristicas del biol,
manteniendo estable su pH y sin sobrepasar las
temperaturas de 60 °C. A las condiciones expuestas, el
biol pudo ser sanitizado con éxito para su uso como
abono agricola. El efecto de letalidad empez6 al recibir
48 J/L de calor acumulado, siguiendo una cinética de
fotoinactivacién microbiana de primer orden y
alcanzado el limite de deteccion al recibir 209 W/l de
calor acumulado, la cinética de inactivacion se ajusté al
modelo modificado de Watson-Chick representando 3
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regiones 1 lineal y 2 no-lineales (hombro y cola) y Con
el fin de calcular el valor dptimo de los pardmetros
cinéticos de la region lineal se usé el programa Excel-
Solver y se calculé el coeficiente R de correlacién para
determinar el grado de ajuste de los datos con la ecuacion
cinética los pardmetros de inactivacion son k = 0,009, a
=04yb=-1,74 donde ay k representa ajustes del
pardmetro lineal y b el logaritmo de la tasa de letalidad
maxima que se alcanzo en el tratamiento.
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