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RESUMEN

El residual resultante de la digestion anaerobia (digestato) es considerado un valioso abono orgdnico
por serrico en nutrientes esenciales, para el crecimiento y desarrollo de las plantas. El presente trabajo
fue realizado en el Laboratorio de biogds e ingenieria ambiental de la Universidad de Sancti Spiritus,
con el objetivo de verificar el desempefio del método espectrofotométrico de determinacién de
ortofosfatos, en las fracciones sdlida y liquida del digestato, generado a partir del biodigestor tipo
Chino y residuales porcinos de la provincia de Sancti Spiritus, Cuba. Para la evaluacion del método se
determinaron los pardmetros: precision en términos de repetitividad y reproducibilidad intermedia y la
veracidad. Se demostré que el método es preciso y veraz en todo el rango de concentraciones de la
técnica analitica (2 a 18 ppm). Las fracciones sélida y liquida contienen fésforo en forma de iones
ortofosfatos, por lo que puede utilizarse como fertilizante.
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ABSTRACT

The residual resulting from anaerobic digestion (digestate), is considered a valuable organic fertilizer
because it is rich in essential nutrients for the growth and development of plants. The present work
was carried out in the Laboratory of biogas and environmental engineering of the University of Sancti



Spiritus with the objective of verifying the performance of the spectrophotometric method of
determination of orthophosphates in the solid and liquid fractions of the digestate generated from the
Chinese-type biodigestor and residual pigs from the Sancti Spiritus province, Cuba. For the evaluation
of the method, the following parameters were determined: precision in terms of repeatability and
intermediate reproducibility and accuracy. It was demonstrated that the method is accurate and
truthful in the entire range of concentrations of the analytical technique (2 to 18 ppm). The solid and
liquid fractions contain phosphorus in the form of orthophosphate ions, so it can be used as a fertilizer.
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Introduccion

El proceso de produccion de biogds por Digestion Anaerobia (DA) de materia organica, es una
tecnologia que ha ganado gran popularidad hoy en dia y es adoptada extensamente por sus amplias
aplicaciones.(l) La misma ha demostrado ser un proceso econdmicamente viable para la utilizacion
ciclica de desechos organicos a gran escala @ y una tecnologia atractiva por la cual el metano (CH,) es
almacenado y utilizado como fuente renovable de energl'a.(3) También produce un residual resultante
conocido como digestato que es considerado un valioso abono organico. Este se caracteriza por ser
rico en nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas.(4’5) Generalmente el rango
de concentracion de ortofosfato (PO4>) en el digestato es de 1-2,2 kg t1.®) En estudios realizados en
Cuba, se reporta fésforo (P)-Total en un rango de 0,08-0,1% en digestatos liquidos, mientras que el

sélido se encuentra entre 1,2y 2,5 %.7)

El fosforo (P) es una parte esencial del proceso de fotosintesis y respiracion de las pIantas.(S) Este es
accesible en forma de iones ortofosfato, fortaleciendo la estructura de la planta y aumentando su
resistencia a las enfermedades. Permite la transformacién de la energia solar en energia quimica y la
formacidn de azlcares para su maduracion apropiada. La fuente de este nutriente para fertilizantes
minerales es la roca de fosfato, cuyas reservas actuales en el mundo se estiman para 300 afios ./10)
También es conocido que la produccién de fertilizante de P es costosa y requiere mucha energia. Se
usa una cantidad excesiva de acido sulfurico (H,SO4) para convertir el fosfato de la roca en un

fertilizante conocido como superfosfato. En consecuencia, el efluente de las industrias productoras de



11)

fertilizantes de P es altamente acido ' y esto tiene serias implicaciones ambientales en los

ecosistemas.

La cuantificacion del ortofosfatos presente en el digestato es importante ya que permite
proporcionarle al suelo y al cultivo la cantidad necesaria del mismo. Y de esta forma mantener la
calidad de los cultivos, optimizar los rendimientos, y minimizar los impactos potenciales del uso de los
fertilizantes inorganicos sobre el medio ambiente. En el Laboratorio de Biogas e Ingenieria Ambiental
de la Universidad de Sancti Spiritus, se realizan analisis para la cuantificacion de nutrientes a partir de

12) gjn embargo, para la determinacién de ortofosfatos es

técnicas validadas de Métodos estandares.
necesario verificar el procedimiento analitico dado, porque se trabaja con una nueva matriz. Es por ello
que el objetivo del presente trabajo es verificar la determinacién de ortofosfatos por el método
espectrofotométrico del dcido vanadomolibdofosfdrico, en las fracciones sélida y liquida del digestato,

generado a partir de residual porcino en la provincia de Sancti Spiritus, Cuba.

Materiales y métodos

Muestreo

El digestato fue recolectado de 10 biodigestores Cupula fija (digestor tipo Chino) alimentados con
residuales porcinos, situados en la provincia. Todos con mds de tres afios de operacion y
funcionamiento ininterrumpido, para garantizar la estabilidad del digestato. Con esta tecnologia y
sustrato se asegurd que los digestatos fueran los méas representativos de la provincia teniendo en
cuenta que este biodigestor a escala rural es el mds comuin junto con los residuales porcinos, esto
puede ser atribuido a la gran produccién descentralizada de cerdos en Cuba, la necesidad de
tratamiento in situ de estiércol y la alta diseminacién de biodigestores de este tipo.(13)

Fig. 1. Secciones de un biodigestor tipo chino. lzquierda: salida de lodos (digestato sélido),
derecha: tanque de compensacion (digestato liquido)



Las muestras se recolectaron por separado en fracciones liquida y sdlida puesto que este tipo de
tecnologia asi lo permite. Como se muestra en la figura 1, la fraccién liquida fue tomada en el tanque
de compensacioén, previo ala salida para la laguna de oxidacién, mientras que la sdlida fue recolectada
por la salida de los lodos de la planta. Todas las muestras fueron almacenadas en botellas de vidrio
estériles y guardadas a -20°C para su conservacion. Para la determinacion de ortofosfatos se empled el
método descrito en los Métodos Estandares 4500-P-C (12 y fueron realizados en el Laboratorio de
Biogas e Ingenieria Ambiental de la Universidad de Sancti Spiritus.

Procedimiento para la determinacién de ortofosfatos (PO,*) por el Método
espectrofotométrico del acido vanadomolibdofosforico

El digestato es altamente coloreado y turbio debido a la presencia de materia suspendida. Para la
eliminacién de materia organica, ambas fracciones se convirtieron en cenizas como se describe en

Métodos estandares ¥

seccion 3030 J. Con este procedimiento, mas econdémico, la validacion a la vez
gue garantiza que los minerales se conserven en las cenizas, sobre todo los de la digestion anaerobia
donde previamente es eliminada gran parte de la materia organica. Para la fraccion liquida se empled
una dilucién 1: 50, mientras que para la sdélida debido a la mayor concentracién de ortofosfato se
diluyd 1: 625. En la medicién de la absorbancia se utilizd un espectrofotémetro (RAYLEIGH). Se escogid
la longitud de onda intermedia (420 nm) por ser la de mejor desempefio en el rango de

concentraciones esperadas en el digestato.

El material de ensayo fue lavado con acido clorhidrico diluido y caliente, para evitar la adsorcion de
fosfatos en la superficie del vidrio. No se utilizaron detergentes comerciales que contienen fosfatos.
Después que se lavo la cristaleria, se enjuagd con agua corriente abundantemente y luego tres vece
con agua destilada. Se reservo esta cristaleria sdlo para la determinacion de fosfato.

Preparacion de la curva de calibracion

A varios matraces aforados de 50 mL, se transfirieron alicuotas de 0; 2,0; 6,0; 10,0; 14,0 y 18,0 mL de la
solucidén patrén de dihidrogenofosfato de potasio (KH,PO4) 50 mg/L y se enrasaron con agua destilada
para preparar patrones en el rango de concentraciones de 0 a 18 mg/L. Luego de cada patrdn se
tomaron 35 mL y se transfirieron a un matraz de 50 mL. Se agregaron 10 mL de reactivo vanadato-
molibdato preparado segun indicé 4500-P C *2' y se enrasaron en 50 mL con agua destilada. Se dejé
desarrollar el color durante 10 min. Se ajustd el espectrofotometro con el blanco de reactivos y se
medié la absorbancia a la longitud de onda seleccionada. Posteriormente se realizé la curva de
calibracion llevando a un grafico la absorbancia de los patrones vs. concentracién de fosfatos en cada
patrén. La concentracion de fosfato en el digestato fue determinada siguiendo el mismo procedimiento
que para la curva de calibracién.



Se prepararon tres curvas de calibracidn para verificar su linealidad en el intervalo de concentraciones
del analito estudiado. A cada punto de la curva se le realizaron tres réplicas. Con los valores
experimentales, empleando la herramienta de calculo Microsoft Excel 2016, se calcul 6 el coeficiente de
correlacién lineal (R) y la desviaciéon estdndar de la pendiente (Sb). Se realizaron también las pruebas
de linealidad y de proporcionalidad mediante la evaluacién estadistica de la prueba t- Student, la
prueba F-Fishery se calculd el coeficiente de calidad (QC), como un mejor indicador del modelo lineal.

Verificacion del desempeiio del método espectrofotométrico
de determinacion de fosfatos

Para la verificacion de la técnica analitica de determinacidon de ortofosfatos se utilizaron los
parametros estadisticos: precision y veracidad, para ambas fracciones del digestato, de acuerdo a la

Norma cubana.®

Precision
Se utilizd el disefio experimental basado en la evaluacién de la repetibilidad y la reproducibilidad
intermedia. Se evalué el comportamiento del primero mediante el método de determinacion de
fosfatos, a seis réplicas de una muestra de digestato, bajo las mismas condiciones. Con los resultados

obtenidos se calculé la desviacién estandar (D.E) y el porciento de coeficiente de variacién (CV%). Los
resultados de los estudios de precision se expresaron en términos de CV%.

Para el segundo se midieron los mismos pardmetros estadisticos a seis mediciones realizadas bajo las
mismas condiciones medidos en 3 dias consecutivos. Con los resultados se determind la desviacion
estandar (S) *® y el coeficiente de variacién entre los dias (CV%). El anlisis de varianza de un solo
factor también se realiza para determinar el valor de Fc,icuiado CON el objetivo de conocer si existen o no
diferencias significativas entre los resultados de los diferentes dias. Otro parametro estadistico que dio
criterio sobre la reproducibilidad intermedia fue el coeficiente de variacion tedrico segin Horwitz (CV%
Horwitz), el cual se calculé segin ecuacion 1.

(1-10,5 logC)
Cv% =2 (1)

Horwitz

donde:

C = media de las concentraciones de los tres analistas expresada en m/m como en este trabajo C esta
expresada en (mg/L) se realizd la siguiente conversion: 1 mg/L = 0,001 g/kg = 0,001 g/1000 g = 1*10-6
g/8.



También se realizd la prueba estadistica C de Cochran (denominada en honor a su creador) que se
utiliz6 como otro criterio para una verificacion de los datos estadisticos en la prueba de
reproducibilidad intermedia. La cual indica si existen variaciones en las determinaciones realizadas en
los tres dias bajo estudio.

Veracidad

Para determinar la veracidad se realizd el ensayo de Recuperacion (R) mediante el método de adicion
de estandar. A partir del patrén de fosfato de 50 mg/L se prepararon, por triplicado, muestras patrones
que cubrieron el rango de concentraciones de la técnica analitica: 2,0; 10,0; 18,0 mg /L, debido a que la
concentracion de ortofosfato es muy variable. A cada una de ellas se le adiciond 5 mL de digestatoy se
procedio al desarrollo de color. Con los resultados se calculd el % R segln la ecuacion 2:

ce —com
R=—x100

ca (2)

donde:

ce = cantidad ensayada /muestra con analito afiadido,

com = cantidad original de la muestra /sin analito afiadido,
ca = cantidad de analito afiadido

Se realizo la prueba t-Student y la t experimental se calculd segln la ecuacién 3:

100-Rvn
texp=——_— (3

donde:

R = % de recuperacion

n = numero de determinaciones

CV = coeficiente de variacién del por ciento de recuperacion

Luego se compara con el valor t tabulado, t ((1-a), n-1), donde a = 0,05 para un 95 % de confianza y n-1
son los grados de libertad. Si el valor de texp < trap Significa que no existen diferencias significativas entre



la recuperacidon media experimental (R) y el 100 por ciento, demostrando asi la adecuada veracidad del

método.™®

Resultados y discusion

Estudio de la linealidad en la curva de calibracion

La ecuacion de la recta de la curva de calibracién se muestra en la ecuacién 4. En la tabla 1, se indican
los valores experimentales correspondientes al estudio de linealidad para la determinacién del
contenido de ortofosfatos. Tanto el coeficiente de correlaciéon lineal (r) como el coeficiente de
determinacién (RZ) son mayores que los criterios de aceptacion correspondientes, por lo que se puede
concluir que existe una correlacion estadistica entre las variables estudiadas. Se cumple la condicion de
proporcionalidad pues los limites de confianza del intercepto incluyen el cero, lo que indica que no se
cometen errores de tipo sistematico en el método. La desviacidén estandar relativa a la pendiente
también cumple con lo establecido en la literatura A7) indicando que las curvas de calibracién
analizadas en dias diferentes no sufren cambios.

y=0,0365x+0,0062 (4)

Tabla 1-Resultados estadisticos del estudio de la linealidad de la curva de calibracion

parametros criterios de aceptacion resultados
Coeficiente de correlacion lineal (r) > 0,990 0,998 7
Coeficientede determinacic’)n(Rz) > 0,980 0,997 5
a+t*Sa Debe incluirel cero -0,000 3
a-t*Sa 0,0127
Desviacidon estandarrelativaa la < 5% 0,77%
pendiente (Sbe)
Test F-Fisher Feal > Faitica 1,71E04 > 1,89E-56
Coeficiente de Calidad (QC) <5% 3,69%

Por otro lado, se realizé la prueba F-Fisher obteniéndose como resultado que Fcai > Feritica, 10 cual es un
elemento adicional que reafirma que la variabilidad en la curva no afecta la linealidad. Esto lo



corrobora también el coeficiente de calidad que al ser menor que el 5 % indica la dependencia lineal
entre la absorbancia y el intervalo estudiado de concentracion.

Verificacion de la precision

La precision del método se analizd a través de la determinacion del coeficiente de variacidon (CV), en
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad

En la tabla 2 se muestran los resultados de la concentracion de ortofosfatos obtenidos para el estudio
de repetibilidad en seis réplicas de las muestras de digestatos, realizadas por el mismo analista, en un
mismo dia, con el mismo espectrofotdmetro y sin variaciones en reactivos. En estos resultados se
aprecia una baja dispersion en cuanto a los valores de concentracion, debido a que el CV % es inferior
al 3%, lo que muestra que el método es preciso en términos de repetibilidad en el intervalo estudiado.

Tabla 2-Valores medios obtenidos en el estudio de repetibilidad de digestatos

PO,” (mg/ L)
fracciones
liquida solida
media 14,23 14,90
SD 0,09 0,07
CV % 0,66 0,50

La concentracion de ortofosfato en el digestato teniendo en cuenta las diluciones fue de 0,07 % en la
fraccion liquida y 0,09 % en la sdlida, lo anterior esta en correspondencia con lo reportado.*® Por otra
parte es ligeramente inferior a lo informado por ©) donde plantea que generalmente el rango de
concentracion de ortofosfato en el digestato es de 0,1-0,22 %. La fraccion soélida fue las mas ricas en

este nutriente, en correspondencia con lo reportado por.®®

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede plantear que: el digestato es un buen candidato
para ser utilizado como abono organico, debido a su aporte de ortofosfato, forma quimica de mejor
absorcion por las plantas. Usando el digestato se puede contribuir a la agricultura sostenible en la
provincia de Sancti Spiritus, dandole valor de uso a un residual, con el cual se aprovechan los
nutrientes para mejorar la calidad del suelo y los cultivos.



Reproducibilidad intermedia

Para determinar la reproducibilidad intermedia del método variando el factor tiempo, un mismo
analista determind la concentracidon de ortofosfatos en seis réplicas por muestras, tres dias diferentes.
El coeficiente de variacidon para cada uno de los dias (tabla 3) presentd valores inferiores al 3 %.
Teniendo en cuenta que el valor critico para métodos espectrofotométricos es CV superiores al 3 %, se
pudo demostrar la reproducibilidad del método.

Tabla 3-Valores medios obtenidos en el estudio de reproducibilidad intermedia
para las fracciones liquida y sélida

Dia 1 | Dia 2 | Dia 3
concentracion de las fracciones (mg/L)
liquida solida liquida solida liquida solida
Media 9,10 14,90 9,38 15,02 9,65 15,08
SD 0,17 0,07 0,12 0,04 0,12 0,03
CV% 1,88 0,50 1,72 1,72 1,49 1,49

Como se muestra en la tabla 4, los calculos realizados para el coeficiente de variacién entre los dias y
de Horwitz, confirman que, para todos los casos el CV%(entre dias) < CV% (Horwitz), por tanto, se
considera que el factor dia influye en la reproducibilidad. Al comparar los valores obtenidos en el
analisis de varianza de un solo factor se muestra que el valor de Fcaiculado > Feritico, Para las fracciones del

(15,16)

digestato analizado. Segun lo reportado en la literatura , aunque el valor de Fc;iculado €S Mayor

Feritico, Si €l CV% Entre dias < CV%/(Horwitz), el método es también considerado de precision aceptable.

Tabla 4-Pardmetros estadisticos obtenidos para el estudio de reproducibilidad
intermedia en las fracciones séliday liquida

criterios de aceptacion fracciones
liquida sélida
CV%entre dias < CV%Horwitz 4;83 < 10,73 4,34 < 10,64
Fcatculado < Feritico 8,87 > 3,68 18,35 > 3,68
C catcutado< Ceritico 0,09 <0,71 0,18<0,71

Por otro lado, segln la prueba de Cochran, la variacidon del método se considera igual para los tres dias
de estudio, ya que el valor calculado es menor que el valor critico;, este criterio confirma Ia
reproducibilidad del método entre dias. Por lo anterior expuesto se puede afirmar que los resultados



obtenidos en los diferentes dias no difieren entre si y que el método es preciso para las fracciones
liquida y sdlida del digestato analizado.

Verificacion de la veracidad

Para el analisis de la veracidad se realizd un ensayo de Recuperacién (R) mediante el método de
adicion de estandar, segun la (ecuacion 1). En la tabla 5 se muestran los resultados para este analisis. A
5 mL de digestato se le afiadieron volumenes suficientes de la solucién patron dihidrogenofosfato de
potasio 50 mg/L, de forma que las concentraciones finales se correspondieron a valores minimo, medio
y maximo de la curva de calibracién (2, 10, 18 mg/L). Los CV % presentaron valores inferiores al 3 %
como valor critico para este tipo de método, lo que demuestra la reproducibilidad en las
determinaciones. La media de los porcentajes de recuperacion para los tres niveles de concentracion
bajo, medio y alto, estd dentro del intervalo establecido como criterio de aceptacién de buena
exactitud (80 %-110 %).*>)

Tabla 5-Resultados obtenidos en el estudio de veracidad paran* =5,
por el método de adicidn de estandar

fracciones
liquida sélida
2 (mg/L) Media 3,39 3,47
SD 0,10 0,10
CV% 2,98 2,88
10 (mg/L) Media 11,29 11,34
SD 0,25 0,34
CV% 2,20 2,96
18 (mg/L) Media 19,38 19,40
SD 0,14 0,17
CV% 0,74 0,88

n* nimero de réplicas

Tablas 6-Parametros estadisticos del estudio de veracidad por el método de adicién del
estandar para las fracciones enriquecidas con cantidades crecientes de analito

Criterios de aceptacion KH,PO, (mg*L fracciones
1

) liquida solida

80 <R /%)> 110 2 98,4 99,1

10 98,6 98,5

18 99,7 99,5
texp<tiab 2 1,231 0,674

ttab a=0,05:1,397




10 0,273 1,375

18 0,668 0,763

Se desarrollé un test de Student (t) para n-1 grados de libertad y a=0,05, con el objetivo de demostrar
si los recobrados obtenidos son o no significativamente diferentes de 100, (tabla 6). En este analisis se
obtuvo para todos los casos se cumple que |a texp < tiap €n las fracciones del digestato bajo estudio, por
lo que se puede concluir que no existen diferencias significativas al 100% en el recobrado en todo el
intervalo de concentraciones analizadas (2 a 18 mg/L). Con lo anterior se confirmé la veracidad, con un
95 % de confianza, de la técnica analitica empleada.

Conclusiones

Se verificod la técnica para la determinacion de ortofosfatos por el Método Espectrofotométrico del
acido vanadomolibdofosférico, en las fracciones liquida y sélida, generadas en biodigestores tipo Chino
y residual porcino, obteniéndose que el método sea preciso y veraz en todo el rango de
concentraciones (2 a 18 ppm). Se determind la linealidad a la curva de calibracion de fosfatos,
desmostando que la variabilidad en la determinacién de dias diferentes no afecta la linealidad del
método. Ambas fracciones pueden ser utilizadas como abono organico en suelos con déficit de fésforo
aportando mayor contenido la fraccién sdlida.
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