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OBJETIVOS
Objetivo General
Aislar e identificar microorganismos patdégenos e indicadores de contaminacién presentes en un
Biodigestor de régimen semicontinuo con compartimiento anaerobio y aerobio, para la obten-
cion de un fertilizante organico.

Objetivos Particulares

» Cuantificar coliformes totales y fecales en Biol obtenido durante la fermentacion en la bolsa

aerobia y anaerobia del Biodigestor alimentado con heces de rumiantes.

« Aislar e identificar bacterias patégenas como: Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7 y Lis-

teria spp.



RESUMEN

La importancia del tratamiento de los desechos antropogénicos, es el aprovechamiento de
energias renovables utiles en la disminucion de factores que deterioran el ecosistema, redu-
ciendo asi los efectos del cambio climatico. Existen varios métodos para la disminucion y/o eli-
minacion de los contaminantes presentes en los desechos, como son el composteo y el uso de
biofermentadores o biodigestores. Los biodigestores se pueden disefiar para que se lleve a ca-
bo una fermentacion anaerobia y una posterior estabilizacion aerobia. Durante la fase anaerdbi-
ca, es posible eliminar diferentes microorganismos, las bacterias indicadoras de contaminacion
(coliformes fecales) y bacterias patégenas. Mientras que durante la fermentacién aerobia, se
produce la estabilizacién quimica, se disminuye la actividad biolégica y se oxida la materia
organica presente, para obtener un producto que puede ser utilizado como biofertilizante orga-
nico. El objetivo del presente trabajo fue el de aislar e identificar microorganismos patdgenos e
indicadores de contaminacién presentes en el biofertilizante, obtenido en un biodigestor de
régimen semicontinuo con compartimiento anaerobio y aerobio, alimentado con heces de bovi-
no. Los muestreos se dividieron en dos periodos: primavera-verano y otofo-invierno, con 24
muestras analizadas en cada periodo, se cuantificaron las bacterias indicadores de contamina-
cion (coliformes totales, fecales y Escherichia coli), por los métodos de cuenta en placa, asi
como la presencia de las bacterias patégenas: Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7 y Lis-
teria spp. Se encontré que en la época de primavera-verano, no se aislaron microorganismos
patdgenos y se obtuvo la mayor disminucién de organismos coliformes, fue de 3.1 ciclos lo-
garitmicos, ya que el promedio de la entrada al sistema fue de 7.85 Log,, disminuyendo hasta
un promedio de 4.7 Log., a la salida de la bolsa aerobia, mientras que durante el otofio-invierno
la disminucién fue apenas de 1 ciclo Log, ya que el promedio de entrada fue de 8.01 Log, y 7
Logqo, al final de la bolsa aerobia. En este mismo periodo se detectd la presencia de Escheri-
chia coli O157:H7, una de cada bolsa y 4 muestras con Salmonella spp, en el receptaculo de
salida del biol, pero se comprobd que era contaminacion externa. Es necesario realizar cambios
en el tiempo de retencion de la bolsa anaerobia y proteger el sistema de las bajas temperaturas
del periodo otofio-invierno para que el sistema mantenga las propiedades fisicoquimicas, para

realizar la eliminacidon de la contaminacion bacteriana durante todo el ano.
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INTRODUCCION

Los retos actuales sobre la inseguridad alimentaria, el cambio climatico y la pérdida de biodiver-
sidad, son los principales motores para el desarrollo sostenible de la humanidad.

En el caso particular de los problemas del cambio climatico, se sabe que los sistemas de
produccién ganadera, son uno de los factores que ocasionan problemas al medio ambiente
(FAO, 2006). Sin embargo, también es sabido que para hacer frente a esos retos, se debera
mejorar la economia y es necesario apostar a diferentes actividades econémicas, como la agri-
cola.

Esta vision nos lleva a la busqueda de sistemas mas parecidos al organico, cuyo interés
aumenta debido al cambio en el uso de compuestos quimicos por nuevas biotecnologias, basa-
das en la utilizacidon de materias primas de los mismos desechos antropogénicos, generados
por la comunidad, plantas y animales; donde se obtienen productos efectivos de minima inver-
sion como las energias renovables y abonos organicos (SAGARPA, 2010).

La importancia del tratamiento de los desechos antropogénicos, es el aprovechamiento
de energias renovables utiles en la disminucién de factores que deterioran el ecosistema, redu-
ciendo asi los efectos del cambio climatico; definido por la Organizacién de las Naciones Unidas
como “diferentes cambios de clima atribuidos directa o indirectamente a la actividad humana,
que altera la composicién de la atmdosfera mundial y que se suma a la variabilidad natural del
clima observado durante periodos de tiempo comparables” (ONU, 1992).

Son muchas las actividades humanas que contribuyen al cambio climatico, entre las
principales se encuentran el uso intensivo de combustibles fdsiles (carbén, petréleo, gasolina,
diesel, gas natural y los combustibles derivados del petréleo), quema y pérdida de bosques,
éstas son consideradas las principales fuentes del problema (GPPVEM, 2010).

A nivel mundial México ocupa el lugar nimero 12 en las emisiones de CO, por quema
de combustibles fésiles, con un total de 416.26 millones de toneladas de CO, o el 1.5% de las
emisiones globales (SAGARPA y FIRCO, 2009).

No se cuenta con estimaciones de las emisiones de metano de origen ruminal prove-
niente de la produccién ganadera en México, pero se sabe que la produccién de metano en el
rumen representa una pérdida de entre 7 y 15% de la energia bruta consumida por los rumian-
tes, por lo que todas las acciones estan encaminadas a reducir dichas pérdidas, con el fin de
tener una produccion ganadera mas eficiente y que sea amigable con el medio ambiente (Ku-
Veray col., 2012).



El incremento de la produccién agricola y ganadera ha llevado a realizar acciones que ademas
de la disminucion del cambio climatico, se obtenga la disminucion en costos biorremediando
suelos agricolas utilizando el composteo, donde los residuos organicos se reducen facilmente
con la presencia de los microorganismos apropiados, aireacion adecuada, temperatura 6ptima,
nutrientes, pH y humedad (Puerta, 2003).

Sin embargo, la naturaleza de la materia prima, hace que en el compostaje también
puedan estar presentes microorganismos patégenos y su posible eliminacién es mediante la
estabilizacion quimica, donde se disminuye la actividad biolégica y se oxida la materia organica
presente obteniendo un eficiente biofertilizante. El proceso de reduccion se lleva a cabo me-
diante una cinética bacteriana que consta de dos etapas: mesofilica y termofilica.

En el periodo mesofilico, la masa vegetal esta a temperatura ambiente y los microorga-
nismos mesofilos se multiplican rapidamente, la actividad metabdlica de estos microorganismos
eleva la temperatura incrementandola hasta el periodo termofilico, donde invaden los microor-
ganismos termdfilos que producen acidos organicos y transforman nitrégeno en amoniaco. Se
asume que durante la etapa termdfila los patdogenos se reducen, obteniéndose al final un Biol
(fertilizante organico) libre de patdogenos (Morales y Pelaez, 2010). Al descender la temperatura
aparecen nuevamente mesofilos como bacterias esporogenas y actinomicetos que descompo-
nen la celulosa (Lozano y col., 2008).

El Biol es uno de los productos finales de la biodigestién de la materia organica y puede
ser utilizado como fertilizante, insecticida, fungicida, fitoregulador e inoculante (Rodas, 2007).
Investigaciones acerca de las nuevas tecnologias organicas han expuesto tentativamente la
composicion del Biol promedio siendo 8.5% de materia organica, 2.6% de nitrégeno, 1.5% de

fésforo, 1.0 de potasio y un pH de 7.5 (Soria y col., 2001).



ANTECEDENTES

Actividad Ganadera

De acuerdo a la definicion del INEGI (2012), la ganaderia es una actividad del sector primario
que se refiere al cuidado y alimentacion de cerdos, vacas, pollos, borregos, abejas, etcétera
para aprovechar su carne, leche, huevos, lana, miel y otros derivados.

El Estado de Sonora ocupa el octavo lugar de producciéon de ganado bovino, lo que co-
rresponde a un 4.23% de la produccién a nivel nacional, de acuerdo a los datos del Sistema de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) (SAGARPA, 2013), aun cuando se ha presen-
tado una disminucion de la actividad econdmica, sigue representando un importante aporte a la

economia sonorense.

Contaminacion por la Actividad Ganadera

De acuerdo a un informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, 2006), el 18 % de los gases de efecto invernadero, son producidos por la
ganaderia y es mayor que el del sector del transporte. Ademas en el estudio, se concluye que la
ganaderia es una de las principales causas de la degradacién del suelo y de recursos hidricos
en el mundo.

La produccion que se realizé en el periodo de 1999-2001 fue de 229 millones de tonela-
das y se prevé un aumento hasta 465 millones de toneladas de carne y de 580 a 1043 millones
de toneladas en 2050. En ese mismo informe, se hace hincapié en el riesgo ambiental que este
aumento representa y se recomienda que cada una de las unidades de produccién pecuaria
deba disminuir al menos a la mitad su produccion, para tratar de paliar el dafio ambiental e im-
pedir que la situacion empeore. Sin embargo, también se recomienda que se deban buscar ac-
ciones que no pongan en mayor riesgo la seguridad alimentaria en todo el planeta.

Se considera que el sector ganadero es responsable del 9 % del CO, procedente de las
actividades humanas, como ya se mencion6 anteriormente, produce un porcentaje mas elevado
de los gases de efecto invernadero, es decir, genera el 65 % del éxido nitroso de origen huma-
no, que tiene 296 veces el Potencial de Calentamiento Global (GWP, por sus siglas en inglés)
que del CO, y la mayor parte de esta contaminacion procede del estiércol.

Por otra parte, el 37 % del metano es producido por el sistema digestivo de los rumian-

tes y el 64 % del amoniaco, responsable en parte de la lluvia acida.



Ademas el informe de la FAO explica que la ganaderia utiliza el 30 % de la superficie te-
rrestre del planeta, que en su mayoria se trata de pastizales, y un 33 % de la superficie cultiva-
ble para la producciéon de forraje, superficie que sigue creciendo afio con afo, por la tala de
bosques para producir pastos. De hecho, se considera que el 70% de los bosques que han
desaparecido en el Amazonas, estan siendo utilizados para la produccién de pastizales (FAO,
2006; Pérez-Espejo, 2008).

Contaminacién por Estiércol

La produccion de estiércol diaria por especie animal es de 0.102 kg/pollo, 0.270 Kg/pavo, 4.7
kg/cerdo, 22 kg/bovino de engorda, 38 kg/vaca seca y 68 kg/vacas lactantes. Estos valores
cambian de acuerdo al sistema de produccion, es decir, los sistemas intensivos, produciran una
mayor cantidad de desechos animales (ASABE, 2005). Por otra parte, las excretas de bovinos
pueden proporcionar un beneficio ecolégico al depositar nutrientes como nitrogeno y fésforo en
el suelo. Sin embargo, poco se utiliza el estiércol como fertilizante organico, si se compara con
la fertilizacion quimica (Reynolds y col., 2002).

El estiércol proporciona varias ventajas al utilizarse como fertilizante, aumenta la capaci-
dad de retencién de agua, el intercambio catiénico, la filtracién de agua al subsuelo y reduce la
erosién. Ademas, la fraccién liquida del estiércol ayuda a disminuir las pérdidas de nitroégeno,
carbono y azufre en el suelo (Capulin y col., 2001), lo que ayuda a la reduccién del uso de ferti-
lizantes quimicos, disminuyendo los problemas de impacto ambiental (Pinos y col., 2012). Sin
embargo, para evitar que estos nutrientes necesarios para los suelos se conviertan en un po-
tencial riesgo para el ambiente, si se utilizan junto a otros fertilizantes quimicos, es necesario
que se conozcan sus concentraciones y de ser posible, que las heces tengan un tratamiento
para eliminar otros contaminantes presentes, ya que estos desechos contienen gran cantidad
de microorganismos que pueden ser patdgenos, tanto para el resto de los animales, como al
humano y las plantas. Ademas la disposicion inadecuada de las heces, hace que los microor-
ganismos ambientales que pueden digerir la materia organica presente inicien la descomposi-
cion y se emitan gases como el metano, que se acumula en el medio ambiente, con el consabi-
do efecto nocivo.

La aplicacion de estiércol fresco en los cultivos trae como consecuencia el riesgo poten-

cial de inoculacion de microorganismos patégenos e indicadores de contaminacion en



los productos, ocasionando pérdidas millonarias al momento de exportacion, por riesgos en la
salud, etc., lo que hace que los agricultores opten por productos agroquimicos como fertilizan-
tes, herbicidas, pesticidas y plaguicidas; siendo aun mayores contaminantes en la salud y el
ambiente. Es por esto que se recomienda que el estiércol sea tratado antes de utilizarse como
un fertilizante, en sistemas donde sea posible el control de las emanaciones de gases y CO.,. La
digestién anaerdbica del estiércol produce gases que en su mayoria son metano (60 %), biéxido
de carbono (39 %), y trazas de 6xido nitroso (0.2 %) (Bekkering y col., 2010). El metano es un
gas no toxico utilizado como biocombustible y es producido mediante el uso de biofermentado-
res, tratamiento que se ha utilizado en algunas areas del mundo desde la década de 1970. Con
el uso de este proceso se reducen las emisiones de metano y éxido nitroso de las excretas en
un 66 % (Chadwicket y col., 2011) y 98 % los olores (Massé y col., 2011).

Contaminacion por Fertilizacion Quimica

Los agroquimicos son todas las sustancias quimicas que se utilizan en la agricultura para enri-
quecer los cultivos como fertilizantes, para eliminar insectos, hongos y plagas (Moreno y Lopez,
2005), pero su uso indiscriminado incrementa la contaminacion ambiental y dafios a la salud, al
consumir trazas de agroquimicos en los alimentos.

Se denomina contaminacioén ambiental a la presencia en el ambiente de cualquier agen-
te (fisico, quimico o biolégico) o bien de una combinacién de varios agentes en lugares, formas
y concentraciones tales que sean o puedan ser nocivos para la salud, la seguridad o para el
bienestar de la poblacién, que pueden ser perjudiciales para la vida vegetal y animal o impidan
el uso normal de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los mismos (Fernandez y
Pefa, 2012).

Hoy en dia existen infinidad de procesos de alto grado contaminante sin aun conocer los
efectos como los muchos tipos de sustancias quimicas que fueron descubiertas a finales de los
afios 40°s incrementando dramaticamente la produccion agricola y la obtencion de una abun-
dante variedad de granos, frutas y verduras, a bajo costo, pero cobrando un alto precio al surgir
los efectos a finales de los 60°'s cuando aumentaron los problemas de salud. La contaminacion
ambiental e impacto a la vida silvestre, hasta la resistencia de algunas plagas volviéndose in-
munes a muchos pesticidas fue dramatica (DPR, 2006).

El uso intensivo e inadecuado de dichos insumos genera un alto impacto ambiental (To-
rres y col., 2006) demostrados por estudios sobre agricultura y medio ambiente en nuestro pais,

donde presentan un aumento en la problematica del uso de agroquimicos para poder satisfacer



la demanda del mercado agricola. Con la finalidad de obtener rendimientos econémicos en la
agricultura, como los cultivos de hortalizas en el Valle de Culiacan, Sinaloa, “El Bajio”, Guana-
juato, México, al intentar cubrir la demanda alimentaria y exportacion, estos territorios agricolas
han generado un alto impacto ambiental debido al uso inadecuado y excesivo de insumos tales
como altas cantidades de agroquimicos y aguas residuales sin tratamiento, reflejandose en la
acumulacion de sales, detergentes, metales pesados en el suelo y emision de gases contami-
nantes a la atmadsfera y por otro lado en la incidencia de enfermedades humanas por efecto de
dichos contaminantes (Santos y col., 2012).

Los agroquimicos utilizados bajo normatividad en la produccion agricola pueden dismi-
nuir los efectos de contaminacion y dano a la salud. El uso de los agroquimicos contribuye a la
crisis de la agricultura que dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y
afecta la salud de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos. La busqueda de la
productividad a corto plazo por encima de la sustentabilidad ecolégica, practicada en las ultimas
décadas, ha dejado un saldo a nivel mundial de contaminacion y envenenamiento donde el pre-
tendido remedio universal ha resultado ser peor que la enfermedad (UNODC, 2010).

Con la finalidad del aumento productivo se ha incrementado el consumo de estos pro-
ductos quimicos, tal es el caso del Valle de Mexicali, México, que ha implementado una agricul-
tura semejante al Valle Imperial Californiano, donde la utilidad rebasa las normas del uso y ma-
nejo de agroquimicos, a diferencia de este se registra durante varios afios la aplicacion de algu-
nos plaguicidas que han sido prohibidos o severamente restringidos en Estados Unidos y otros
paises, observandose en especial el cultivo para mercado interno (Davicino, 2012).

El uso indiscriminado de agroquimicos en la agricultura del Valle de Mexicali, ocasion6
resistencia por parte de las plagas, esta resistencia fue ocasionada por la introduccion de nue-
VoS agroquimicos como los organoclorados, pero poco a poco las plagas fueron adquiriendo
mas resistencia y empezaron a proliferar sin control. Debido a la situacion de resistencia, se
dieron a la tarea de la aplicacion de cocteles de diferentes compuestos dentro de los mas co-
munes el DDT mas Toxafeno y azufre, aplicandolas de manera aérea para que tuviera mayor
efectividad, resultado contrario fue la destruccion de la fauna benéfica como los predadores que
contribuia al combate de las plagas, por lo que estas proliferaron y otras nuevas aparecieron
(Moreno y Lopez, 2005).

Con esta problematica del uso indiscriminado de agroquimicos en nuestro pais, los es-
tudios han aumentado indicando que las hortalizas representan 19.75% del consumo de ingre-
dientes activos de fungicidas en México (Lopes y col., 2012). Los productos téxicos derivados

de estas actividades terminan por contaminar alimentos por una combinaciéon con los medios



tradicionales: agua, suelo y aire. A través del agua se pueden incorporar sustancias o materias
nocivas, microorganismos y productos quimicos. El suelo puede incorporar residuos y desechos
téxicos derivados de la industria provocando un desequilibrio fisico, quimico y biolégico que
afecta en proporciones variables al ambiente, plantas, animales y a seres humanos (Santana,
2012).

El incremento acelerado del uso de plaguicidas en las regiones agricolas, las politicas de
subsidio a favor del uso de estos insumos peligrosos y la falta de voluntad politica de los go-
biernos por vigilar y hacer cumplir las normas que regulan el uso de plaguicidas, esta generan-
do altas tasas de intoxicacion en el mundo (tres millones por afo) y la muerte, confirmando 25

personas por hora (Davicino, 2012).

Danos a la Salud por Agroquimicos

A partir de los afios cuarenta, se generaliz6 el uso de plaguicidas en la agricultura, de tal mane-
ra que para el aino 1995, su utilizacion a nivel mundial llegé a cinco millones de toneladas. Fue a
partir de entonces que en los paises desarrollados se empezé a reducir su uso, pero aun siguen
utilizandose en algunos paises en desarrollo. Se ha establecido que sdlo el 0.1% de la cantidad
de plaguicidas aplicado llega a la plaga, mientras que el restante circula por el medio ambiente,
contaminando posiblemente el suelo, agua y la biota (Torres y Capote, 2004).

La Secretaria de Fomento Sustentable Agropecuario mediante la Oficina Estatal de In-
formacion para el Desarrollo Rural Sustentable, publicé en junio de 2010, el estudio sobre uso y
manejo de agroquimicos, donde expone el dafio que pueden ocasionar al humano. Estos pro-
ductos son muy peligrosos aun en pequenas cantidades, muchos trabajadores agricolas mue-
ren y muchos son envenenados o lesionados cada ano, a causa de la penetracion de estas sus-
tancias en el cuerpo, los casos mas comunes es por respiracion, absorcion por la piel, y la in-
gesta de productos contaminados o particulas en el ambiente (OEIDRUS, 2010), descritas en la
Tabla 1.

Las formas de contacto y exposiciéon a los agroquimicos, cuando son manipulados sin
los cuidados necesarios, representan una fuerte amenaza a la salud de los trabajadores y del
medio ambiente. Actualmente el envenenamiento por pesticidas es una enfermedad que no
suele ser diagnosticada o pasada por alto, a pesar de las recomendaciones de las instituciones
de salud ocupacional y ambiental especialmente a las enfermedades relacionadas con pestici-

das (EPA, 1999). Como alternativa a estos problemas se ha recomendado la utilizacién de va-



rias tecnologias de mitigacién de dafios al ecosistema, como es la agricultura organica, uso de

biodigestores para la obtencion de biofertilizantes, entre otros (SAGARPA, 2010).

Tabla 1. Vias de entrada de los contaminantes quimicos al humano.

Medio de entrada al organismo Descripcion de forma de contacto

Inhalacién En forma de aerosoles.

Asi como los plaguicidas entran y penetran
Piel la piel de los insectos, también son faciles
de penetrar la piel de los humanos, aumen-
tado si hace calor o por presencia de una

herida.
Es comun durante el trabajo con estos
Oral agroquimicos la acumulacion en ropas vy

manos, pudiendo llegar particulas de agro-
quimicos hasta la boca del individuo, pro-
vocando una intoxicacidén mediante su in-
gesta.

(OEIDRUS, 2010).

Agricultura y Cambio Climatico

El cambio climatico global es el cambio de clima provocado de forma directa o indirecta por la
actividad humana, capaz de alterar la composicion de la atmésfera de forma adicional a la va-
riacion del clima que se presenta de forma natural a través de periodos de tiempo comparables
(CMNUCC, 1992).

Existe gran acumulacién de gases en la atmosfera como el CO,, CH,, entre otros, per-
mitiendo que la energia calorifica continte llegando a la tierra. La acumulacion de estos gases
atrapa el calor de la energia calorifica reflejada y no permite que viajen de vuelta al espacio
exterior, ocasionando que el calor generado permanezca atrapado y aumente la temperatura en
la corteza terrestre; por esta razén se denominan gases de efecto invernadero (Gonzélez y col.,
2012). Los gases de invernadero son los responsables del incremento de temperatura y de con-
tinuar la presente tendencia, en el ano 2030 se duplicaria la presencia de gases de efecto in-
vernadero en la tropdsfera terrestre, repercutiendo en el aumento de temperaturas entre 1.5 y
4.5 °C y en la elevacion del nivel del mar de 20 a 140 cm (Gonzalez y col., 2009).

Son muchas las actividades que incrementan los desérdenes en el ecosistema. Actual-

mente todas estas actividades se realizan al mismo tiempo e incrementan los eventos del efecto



del cambio climatico, entre los principales se cuenta con la disposicion inadecuada de residuos
organicos, altas concentraciones de desechos de animales en la actividad ganadera y porcina;
uso indiscriminado de agroquimicos para la estimulacién y proteccion a plantas en la agricultura

y ganaderia; uso intensivo de combustibles fosiles y el deterioro de los bosques.

Agricultura Organica

De acuerdo a la FAO (2003), La agricultura organica es un sistema de produccién que trata de
utilizar al maximo los recursos de la finca, dandole énfasis a la fertilidad del suelo y la actividad
biolégica y, al mismo tiempo, a minimizar el uso de los recursos no renovables y no utilizar ferti-
lizantes y plaguicidas sintéticos para proteger el ambiente y la salud humana.

Para no incrementar dafios al ecosistema al momento de dar un tratamiento a los resi-
duos organicos contaminantes, ademas se ha incrementado fuertemente la demanda de energ-
ia verde, tanto que requiere que las opciones de gestion y descontaminacion de residuos deben
incluir recuperacion de energia. En este contexto, el tratamiento bioldgico de residuos por diges-
tiobn parece ser una tecnologia prometedora (Teglia y col., 2010).

La agricultura organica es un sistema de produccién que tiene como objetivo ambiental,
social y econémico, buscar la produccién de alimentos a través de medios naturales, sin el uso
de pesticidas, lo que resulta en la produccién de alimentos mas saludables. El interés por la
agricultura organica se ha visto reforzado por la preocupaciones del publico acerca de la
contaminacion, la inocuidad de los alimentos y la salud humana y animal, asi como por el
valor dado a la naturaleza y al campo (FAO, 2002).

La utilizacion de nuevas tecnologias para incrementar la producciéon alimentaria, donde
no utilice materiales inorganicos y contaminantes bioacumulables, puede traer como resultado
una agricultura organica, al evitar la utilizacion de fertilizantes, plaguicidas, pesticidas y otros
productos quimicos contaminantes en la actividad abastecedora de alimentos. En este propdsito
de la agricultura moderna podemos aumentar la produccion alimenticia disminuyendo particulas
trazas de quimicos en los alimentos, esto se puede lograr utilizando productos de origen organi-
co para la bioestimulacién de suelos, por sus multiples ventajas ecolégicas, acelerando el cre-
cimiento y desarrollo de los vegetales; mejorando la produccién de las cosechas y aumentando
la resistencia a diferentes plagas (Gilbert, 2011).

Con el uso de bioestimulantes se erradica la utilizacién de los pesticidas, plaguicidas, y
fertilizantes quimicos. La bioestimulacion con nutrientes minerales, involucra la absorcién por

las raices desde el suelo y la incorporacién en compuestos organicos que son esenciales para



el crecimiento y desarrollo de las plantas. Esta incorporacion de nutrientes a sustancias organi-
cas tales como pigmentos, enzimas, cofactores, lipidos, acidos nucleicos o aminoacidos se de-
nomina asimilacion de nutrientes y se pueden obtener de inoculantes biolégicos producto de la
biodigestién de desechos organicos, alternativa viable y ecolégica; con la finalidad de erradicar
el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados disminuyendo el impacto ambiental causado por

los agroquimicos (Gastén y col., 2012).

Historia de la Biodigestion en la Agricultura

La biodigestion utiliza aquellos desechos que se pueden descomponer por medio de la accion
de microorganismos, a través de un sistema natural aerébico y/o anaerébico, Por ejemplo las
lombrices, los hongos y las bacterias (Vazquez y Morales, 2011). Esta actividad en la agricultura
se practica desde hace 3,000 afios y es una de las tecnologias que manejo la agricultura pre-
hispanica, siendo una alternativa viable y ecoldgica (Rodas y Ramon, 2007).

El desarrollo de esta técnica tiene su origen en la India con las experiencias hechas por
el inglés Albert Howard en 1905; su éxito consistid en combinar sus conocimientos cientificos
con los tradicionales de los campesinos. El método fue llamado Indore, se basaba en fermentar
una mezcla de desechos vegetales con excrementos animales y humedecerlos cada cierto
tiempo para posteriormente aplicarlos a la tierra como biofertilizante (Raspefio y Cuniolo, 1996).

La problematica de esta actividad surge en la tercera y cuarta década del siglo XX cuan-
do una buena cantidad de plantas de compostaje fueron desarrolladas en Europa y América del
Norte en donde el desconocimiento de los procesos bioquimicos involucrados acarrearon serios
problemas y muchas debieron ser cerradas (Puerta, 2003).

Es necesario comprender los procesos bioquimicos llevados a cabo en el compostaje no
tratado o tratado de manera inadecuada, mismo que al ser utilizado como biofertilizante o nu-
triente del suelo en la agricultura organica, puede dar lugar a la contaminacion de los productos
y/o de las fuentes de aguas, por lo que su aplicacion descontrolada constituye un peligro para la
salud publica y una amenaza para el medio ambiente, por la exposicion a microorganismos
patégenos (Gémez y col., 2004).

La situacion ha llevado a la busqueda de alternativas para conseguir una buena diges-
tion de los desechos y eliminar el uso de residuos organicos en la tierra agricola, que pueda
traer impactos ambientales tales como la contaminacion de las aguas subterraneas o de emi-

siones de gases nocivos (Teglia y col., 2010). Para un proceso exitoso, es necesario tomar en
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cuenta ademas, el comportamiento y costumbres del agricultor, asi como su nivel educativo y
conocimientos de calidad e inocuidad alimentaria (Fernandez y Pefia, 2012).

La experiencia y el conocimiento de las leyes de compostaje, impacté a finales de los
afios 60’s ocurriendo el fuerte desarrollo de la agricultura organica moderna, cuando agriculto-
res y consumidores empezaron a preocuparse por las consecuencias que podia tener la activi-
dad agricola para las personas y recursos naturales, debido a la gran cantidad de sustancias
quimicas utilizadas, tanto en agricultura como en produccién animal convencional (Céspedes,
2005). Asi mismo, la biodigestion fue utilizada como una alternativa al uso de compuestos orga-
nohalogenados, generalmente cloros substituidos que poseen caracteristicas de persistencia,
una vez liberados al ambiente, ya que su descomposicién ocurre en tiempos relativamente lar-
gos (Macias y col., 2008).

Una herramienta util para la descontaminacion y la eliminacién de residuos son el uso de
equipos herméticos llamados biodigestores. Estos equipos funcionan mediante condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas produciendo reacciones que suministran productos organicos uti-

les a partir de otros residuos organicos.

Biodigestores

Los biodigestores, son sistemas utilizados como una alternativa al tratamiento de residuos liqui-
dos y/o sdlidos, que puedan danar la naturaleza tales como residuos de plantas; residuos ani-
males, como el estiércol; desechos publicos, tales como aguas negras y aguas residuales. Con
esta operacion la salud se beneficia por la disminucién de residuos acarreadores de problemas
como las infecciones causadas por microorganismos presentes en el aire o vectores; ademas
de la contaminacion biolégica (Teglia y col., 2010).

El biodigestor fue disefiado en la década de 1770 por el cientifico italiano Alessandro
Volta, tecnologia que ha sido muy utilizada en varios paises, como es el caso de Alemania,
donde se monto la primera planta en 1906 y para 1997 tenia mas de 400 plantas y para el 2010
se esperaba una cantidad de 5.300 a 6.300. Por su funcién en la produccion de biogas se con-
tinuaron registrando en Espafa, Dinamarca, Suiza, Suecia y China, estas entidades lo utilizaron
con la finalidad de convertir toneladas de desechos en toneladas de biogas (Vizquez, 2011).

Los biodigestores ayudan a la disminucion de gases de efecto invernadero que son ori-
ginados por la descomposicion de materia organica y es llevada a cabo por microorganismos

presentes en la gallinaza, estiércol vacuno, estiércol porcino, restos de cosechas de platano y
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residuos urbanos, entre otros. Con este proceso se pueden obtener dos productos principales,

como el biogas y el biofertilizante (Gémez y col., 2004).

Clasificacion de Biodigestores

Los biodigestores reportados en la actividad descontaminante de residuos organicos operan en
régimen estacionario o de Batch, de régimen semicontinuo, horizontales de desplazamiento y
de régimen continuo.

Los de régimen estacionario consisten en tanques herméticos con una salida de gas, se
cargan solo una vez y se descargan cuando han dejado de producir gas; los de régimen semi-
continuo se construyen bajo tierra, se carga por gravedad una vez al dia y en la parte superior
flota una campana donde se almacena el gas. Los biodigestores horizontales de desplazamien-
to también se construyen enterrados semejantes a un canal y se operan a régimen semiconti-
nuo, la carga entra por un extremo del biodigestor y el efluente sale por el extremo opuesto; los
de régimen continuos se utilizan principalmente para tratamientos de aguas negras, son plan-
tas muy grandes que emplean equipos para proporcionar calefaccion, estos generalmente son
de tipo industrial (Mandujano y col., 1981).

Los biodigestores descritos son utilizados principalmente para la obtencién de biogas en
condiciones anaerobias (Soria y col., 2001). Hasta el momento no hay registros de biodigesto-
res que empleen y demuestren la utilidad del tratamiento anaerobio seguido de un tratamiento
aerobio para la obtencion del biogas y un biofertilizante sanitizado, por la combinacion de trata-
mientos; la mayoria de los biodigestores son anaerobios y son construidos enterrados para que
puedan mantener las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, asi como los cambios bruscos
de temperatura que dafan el metabolismo bacteriano (Dominguez y col., 2012) y desestabiliza-

cion del proceso de digestion (FAO, 2011).

Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del biodigestor. El compostaje de los re-
siduos organicos se produce facilmente con la presencia de los microorganismos apropiados,
disponibilidad de oxigeno, temperatura 6ptima, nutrientes necesarios, pH y humedad (Puerta,
2003). Al ser llevado a cabo por un proceso bioldgico dentro del equipo biodigestor, finalmente
la tecnologia no afecta el contenido de nutrientes, lo que convierte el efluente en un excelente

fertilizante para suelos agricolas (Vizquez, 2011).
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pH. El pH es un parametro indicativo de la disponibilidad de nutrimentos para la pobla-
cion bacteriana que realizara la funcion de degradacion del material contenido en el biodigestor
(Estrada y col., 2008). El rango 6ptimo de pH para lograr una mayor eficiencia en la biodiges-
tion esta entre 6.6 a 7.6; ya que es en este rango donde crece la mayoria de las bacterias que
deberan de mantenerse en equilibrio dentro del biodigestor (Soria y col., 2001).

Los procesos de biodigestién pueden verse afectados por los cambios de pH, incluso in-
hibirse el proceso de fermentacion cuando hay una disminuciéon a 5 o un aumento a mas de 8; y
al no llevarse la fermentacién el proceso se detiene (Dominguez y col., 2012).

Las disminuciones de pH demandan un equilibrio acido-base importante para la presen-
cia de los microorganismos (Estrada y col., 2008). Para evitar que se estropee el proceso de
biodigestién se recurre a una neutralizacion del medio para poder reanudar el pH (Soria y col.,
2001), este es el tratamiento mas empleado para mantener las condiciones requeridas del pro-
ceso dando como resultado una disminucidn de microorganismos por estabilizacion alcalina, en
la cual una base, normalmente cal, se mezcla con el biosélido para elevar el pH y poder asi
disminuir la mayor parte de los microorganismos, entre estos los microorganismos patoégenos
(Torres y col., 2009).

Una de las teorias mas apegadas a la alcalinidad del proceso esta dada por la destruc-
cion de la materia organica, principalmente las proteinas, las cuales liberan amoniaco, este re-
acciona con el diéxido de carbono durante una reaccion bioquimica para producir bicarbonato
de amonio, el cual contribuye a la alcalinidad del sistema. Esta reaccién se limita a las proteinas
por presentar altos contenidos de nitrégeno organico, aun existiendo residuos organicos ricos
en carbohidratos como la melasa, el almidén, la papa, que no contribuyen a la alcalinidad por-
que no contienen nitrégeno organico (FAQO y col., 2011), esta actividad de la alcalinidad del me-
dio es totalmente bioldgica y aceptable en los procesos de biodigestién de la materia sin la ne-

cesidad de introducir aditivos que lo realicen, solo es llevado a cabo por eventos naturales.

Respiracion. Es un proceso de 6xido-reduccion (redox), de obtencién de energia donde
los donadores de electrones pueden ser compuestos organicos e inorganicos, pero los acepto-
res son siempre inorganicos (O, o compuestos distintos a éste).

Todos los microorganismos que llevan a cabo el flujo de electrones y de compuestos
carbonados en la respiracion son quimioétrofos ya que obtienen la energia de reacciones redox,
como se muestra en la Figura 1. De acuerdo a la naturaleza de los receptores de electrones se
distinguen por la respiracién aerobia o anaerobia. En cualquier caso los donadores de electro-

nes pueden ser organicos (en su mayoria mas eficiente) o inorganicos.
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Aerobias: O,

Respiraciones <

Anaerobias: nitratos, sulfatos, carbonatos

Figura 1. Donadores de electrones en distintas respiraciones.
(Frioni, 1999).

Oxigenacion. La oxigenacion en la produccion del biofertilizante esta relacionada direc-
tamente con las condiciones del biodigestor, donde en condiciones anaerobias se lleva a cabo
la fermentacion de la materia organica, también conocida como respiracion anaerobia, mientras
gue en aerobiosis se realiza el compostaje.

En la anaerobiosis los residuos son removidos de forma incompleta, quedando amonio,
acido sulfhidrico y acidos grasos; haciendo necesario un tratamiento aerobio posterior. En con-
junto estas dos respiraciones hacen una secuencia favorable e indispensable para el tratamien-

to de los desechos organicos.

Anaerobiosis. La digestion anaerobia es un proceso complejo desde el punto de vista
microbioldgico; al estar enmarcando en el ciclo anaerobio del carbono. Es posible en ausencia
de oxigeno transformar las sustancias organicas en biomasa y compuestos inorganicos en su
mayoria volatiles: CO,, HN3 (acido hidrazoico o acido nitrhidrico), H,S, N, y CH,4. Naturalmente
ocurre en el tracto digestivo de animales y/o en pantanos; pero también puede realizarse en
depdsitos cerrados herméticamente, llamados biodigestores (Soria y col., 2001), utilizando el
incremento de bacterias presentes en el estiércol fresco que contintan digiriendo y producen
metano, didéxido de carbono y otros gases en ausencia de oxigeno (Marti, 2008); ademas, ofre-
ce varios beneficios técnicos ya que este proceso completamente cerrado reduce la contamina-
cién odorante (Teglia y col., 2010).

La biodegradacion anaerobia es una fermentacion que consiste en una serie de proce-
sos de degradacién microbiana de la materia organica, en ausencia de agentes oxidantes (O,
NOj3). Como producto de esta biodegradacion se produce el biogas y queda como remanente

una forma de materia organica estabilizada llamada biofertilizante (Frioni, 1999). En la Figura 2
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se muestra el proceso llevado a cabo en cuatro etapas, hidrélisis de biopolimeros, fermentacion

0 acidogénesis, acetogénesis y la metanogénesis.
Oligébmeros H,y CO,
/ y mondmeros ; / \
Polimeros Acidos organicosy CH,
\ solventes /
T~

Acidos grasos de = Acido acéticS
cadena larga
Hidrdlisis Fermentacion Acetogénesis Metanogénesis
Figura 2. Etapas de la biodegradacién anaerobia.
(Frioni, 1999).

Sistema anaerobio/aerobio. En climas calientes se esta realizando un sistema hibrido
para el tratamiento de los desechos, combinando el tratamiento anaerobio con un post trata-
miento o estabilizacién de los desechos en aerobiosis. Este sistema puede ser construido y
operado con menores costos que cuando se utiliza aerobiosis 0 anaerobiosis Unicamente. Este
tratamiento es mas sostenible que cuando se emplea uno solo en particular, ya que hay menos
produccién de lodos y bajo requerimiento de energia. Ademas que se produce la biodegrada-
cion completa de algunos compuestos xenobiéticos que no son degradados en un proceso sen-
cillo, independientemente del sistema utilizado (Vandeviere, 1999).

Se realizé una comparacion de tratamientos aerobio y anaerobio, por separado, de ex-
cretas de ganado vacuno. Se observo que en ambos tratamientos hay una disminucion del con-
tenido de materia organica del estiércol, asi como de los acidos grasos volatiles, que son noci-
vos para los animales. En ninguno de los dos casos se perdio el valor fertilizante ya que el es-
tiércol conserva los minerales, sin embargo el principal problema es que en el tratamiento anae-
robio aproximadamente la mitad del nitrégeno organico se transforma en amoniacal, mientras
que con el tratamiento aerobio, no se produce el cambio, quedando casi la totalidad como nitré-
geno organico (Maranén y col., 1998).

Una de las caracteristicas mas importantes en los sistemas, es que la microbiota anae-
robia puede permanecer algun tiempo inactiva y rapidamente puede volverse a activar, mientras
que la microbiota aerobia necesita una mayor cantidad de energia debido a los sistemas de

aireacion para la reactivacion. Por otra parte, el proceso anaerobio genera mayor cantidad de
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lodos (40 a 60% de la materia organica), siendo necesaria su posterior estabilizacion, mientras

que el aerobio solo produce el 10% de los lodos ya estabilizado (Marafién y col., 1998).

Aerobiosis. Se ha utilizado el tratamiento de la materia organica en la presencia de oxi-
geno, también conocida como degradacion aerobia y termdfila de materiales organicos de dife-
rente origen. En un principio el proceso de digestién aerdbica tuvo escasa aceptacion, debido a
que se desconocian sus principios fundamentales (FAO, 2011). Sin embargo, ahora se sabe
que es realizada por comunidades bacterianas quimioheterotroficas existentes en los propios
residuos, dando como resultado un producto estable que puede ser utilizado como fertilizante.
No hay formaciones de gases, inactiva microorganismos patégenos y contribuye al reciclaje de
nutrientes de los residuos (Frioni, 1999).

El proceso de la digestién aerdbica involucra la oxidacion directa de la materia organica
biodegradable y la autooxidacion de la materia celular (FAO, 2011) y puede llevarse a cabo
entre 5 a 7 dias en equipos herméticos; mientras que al aire libre de 3 a 8 semanas o mas y se
puede obtener una composta adecuada (Mustin, 1987). Esto se da a medida que progresa la
oxidacién de la materia organica disponible, mientras que la tasa de crecimiento bacteriano em-
pieza a disminuir (FAO, 2011).

El compostaje que se practica en la actualidad es un proceso aerobio que combina fases
mesofilas (15 a 45 °C) y termofilas (45 a 70 °C) para conseguir la reduccion de los residuos
organicos y su biotransformacién en un producto estable y valorizable (Gémez y col., 2004). Los
microorganismos presentes en las etapas del compostaje utilizan los elementos nutricionales en
el material organico para realizar sus procesos metabdlicos como en la etapa mesdéfila, donde
predominan bacterias productoras de acidos que atacan la materia organica facilmente degra-
dable, generando calor que favorece la presencia de microorganismos terméfilos (Estrada y
col., 2008).

En la etapa termdfila, a partir del décimo dia se inicia una elevacién de la temperatura y
la poblacién predominante son los actinomicetos y bacterias terméfilas; que se ven influencia-
das por la elevacién de la temperatura y la disponibilidad de oxigeno. Se asume que durante la
etapa termdfila los patégenos se reducen, obteniéndose al final un producto libre de patégenos
como Salmonella spp, Streptococcus spp, Aspergillus spp. y Coliformes (Frioni, 1999); ademas
de los pocos olores que ayudan a la disminucién en la presencia de roedores y de insectos (Mo-
rales y Pelaez, 2010; FAO, 2011).

El biofertilizante producido en esta etapa mejora las caracteristicas fisicas, quimicas y

biolégicas del suelo (Céspedes, 2005) lo que podria dar una agricultura libre de maleza por la
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desintegracion de las semillas de plantas no deseadas (Puerta, 2003). Cuando la temperatura
del centro del estanque vuelve a valores cercanos a temperatura ambiente y no es posible dis-
tinguir las materias primas originales, se puede asumir que el compost esta terminado (Céspe-
des, 2005).

Tiempo de retencion. El tiempo de retencién es el tiempo necesario para que dentro
de un biodigestor se den las reacciones bioquimicas para obtener los productos adecuados. El
tiempo de retencién se designa al tiempo que tarda en digerirse completamente todo el volumen
organico cargado en el biodigestor. Las bacterias requieren de cierto tiempo para degradar la
materia organica, y la velocidad de degradacion esta ligada a dos factores muy importantes
como el tipo de sustrato y la temperatura. A mayor temperatura disminuye el tiempo de reten-
cion en relacion con el sustrato, principalmente cuando los materiales son ricos en celulosa
(Dominguez y col., 2012).

Si no se toma en cuenta el tiempo de retencion y se aumenta fuertemente la mezcla de
carga diaria de materia organica, se estara saturando el sistema, ya que si se ha disefiado el
biodigestor para una carga especifica de estiércol, y estd entrando una mayor cantidad de lo
previsto, no permitira que las bacterias lleven a cabo la fermentacién de la materia y por tanto,
una menor descomposicién de las heces, menor produccién de calor y compuestos antimicro-
bianos, aumentando la posibilidad de que permanezcan los microorganismos patégenos y bac-
terias coliformes dafiinas para la salud humana (Marti, 2008). Es por esto que se ha relacionado
la capacidad del biodigestor, con el tiempo de retencion, el cual puede variar entre 15 a 30 dias
para la digestion mesofilica y entre 5 a 15 dias para la digestion termofilica.

De acuerdo a un estudio realizado por Estrada y colaboradores (2008), donde describie-
ron la utilizacién de un biodigestor plastico de flujo continuo donde la cuenta de coliformes en el
material de entrada al biodigestor era de 7X10° UFC/mL, fue necesario un tiempo de retencion
de 46 dias para reducir a cero coliformes. Ademas de la relacién tiempos de retenciéon-volumen
del digestor, es necesario tomar en cuenta las condiciones climatolégicas ambientales del lugar
donde se situara el biodigestor. La Tabla 2 muestra las recomendaciones del Manual de Reci-
claje Organico y Biogas para tiempos de retencion en diferentes regiones donde varian la tem-
peratura media de acuerdo a las estaciones del afio propuestas por Vernero (1991). El trabajo
de Soria y col., (2001), hace referencia a la digestion de la excreta liquida y el tiempo de reten-
cion dentro del biodigestor, quienes concluyeron que el tiempo de retencion puede disminuirse a
30 dias si existen temperaturas muy altas y alargarse hasta 90 dias si las temperaturas perma-

necen muy bajas, para la eliminacién al 100% de las bacterias coliformes.
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Tabla 2. Tiempo de retencion hidraulico de estiércol de ganado en distintas regiones.

Tiempo de retencion hidrauli- Caracteristicas
co
30-40 dias Clima tropical con regiones planas. Ejemplo: Indonesia, Vene-
zuela, América Central.
40-60 dias Regiones calidas con inviernos frios cortos.
60-90 dias Clima temperado con inviernos frios.
(FAO, 2011).

Temperatura. La temperatura es un evento que cambia naturalmente en el interior del
biodigestor y hace que las reacciones aumenten y se lleven a cabo correctamente. El calor es la
primera indicacion de que el proceso de descomposicion inicio, la ausencia de calor en los pri-
meros dias indica un problema con la baja actividad microbiana, disminucién de la presencia de
oxigeno por exceso de agua o materia organica (Frioni, 1999). Los niveles de reaccién quimica
y biolégica normalmente aumentan con el incremento de la temperatura. Las bacterias mesofi-
las completan su ciclo biolégico en periodos de 15 a 40°C con una temperatura éptima de 35°C.
Las bacterias termofilicas cumplen su funciéon en un ambito de 35 a 60°C con una temperatura
Optima de 55°C (Soria y col., 2001).

Yanko (1988), demostré que temperaturas por encima de 53°C durante el compostaje
elimina totalmente las bacterias patdgenas y que la presencia de organismos patégenos se pre-
senta en el compost de mala calidad como consecuencia de una excesiva aireacion lo que con-
duce a reducir la temperatura.

Las altas temperaturas causan una declinacion del metabolismo, debido a la degrada-
cidén de las enzimas y esto es critico para la vida de las células (Dominguez y col., 2012). Los
biodigestores anaerobios pueden alcanzar temperaturas de alrededor de los 60°C; las altas
temperaturas también son deseables para la destruccién de semillas de maleza y la pasteuriza-
cion del material.

Las reacciones bioquimicas aumentan su velocidad por cada aumento de 10°C de tem-
peratura, hasta un valor que se desnaturalizan macromoléculas importantes como acidos nu-
cleidos, proteinas, entre otras, por lo que no es recomendable que se exceda demasiado por
que limitan a la microbiota mesdfila, ya que se coagulan las proteinas y producen pérdidas de
nitrgeno como amonio (Frioni, 1999). En la Figura 3 se representa la dinamica de los cambios
poblacionales de las bacterias de acuerdo a los cambios de temperatura dentro del compostaje
donde los microorganismos pueden sobrevivir y se dan las etapas psicrétroficas por debajo de

25°C, etapa mesofilica entre 25 y 45°C y la etapa termofilica entre 45 y 65°C.
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Figura 3. Temperatura de vida de microorganismos llevada a cabo en la biodigestion.
Adaptaciéon de (FAO y col., 2011).

Productos del Biodigestor

Biogas

Durante la digestion anaerdbica de la biomasa, se realiza una serie de reacciones bioquimicas
que generan el biogas, el cual, esta constituido principalmente por metano (CH,) en un 50 a
80%; anhidro carbonico (CO,) de un 20 a 50% y aproximadamente 1% de otras sustancias tales
como nitrdgeno, hidrégeno, amoniaco y sulfuro de oxigeno. Las propiedades fisicas se caracte-
rizan por una temperatura de ignicion de 650 a 750°C y su flama alcanza una temperatura a
870°C, haciendo este producto de interés para influir en muchos factores ecolégicos y econé-
micos (FAO, 2011).

Basado en estas propiedades, se ha recomendado el uso del biogas como fuente impor-
tante de calor, para motores de ignicion de gas, motores de electricidad, turbinas de gas y com-
bustible para automoviles; ademas se utiliza para el cocimiento de alimentos en distintos paises
como Bangladesh, China, India, Nepal, Ruanda, Sri Lanka y Vietnam (De la Merced, 2012).
Siendo China el pais donde se ha logrado el mayor avance conocido, con la instalaciéon de 7
millones de biodigestores, esta accion fue desarrollada principalmente para la disposicién final
de residuos organicos (IMCO, 2011).
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Biol

El Biol es un abono organico liquido, resultado de la descomposicion de los residuos animales y
vegetales: guano, rastrojos, etc., en ausencia de oxigeno. Contiene nutrientes que son asimila-
dos facilmente por las plantas haciéndolas mas vigorosas y resistentes. La técnica empleada
para lograr éste propdsito son los biodigestores (FAQO y col., 2003, INIA, 2008). “Los biodigesto-
res se desarrollaron principalmente con la finalidad de producir energia y abono para las plantas
utilizando el estiércol de los animales. Sin embargo, en los ultimos afos, esta técnica esta prio-
rizando la produccién de bioabono, especialmente del abono foliar denominado biol” (Moreno,
2007).

El Biol es el liquido que se descarga de un digestor y es lo que se utiliza como abono fo-
liar. Es una fuente organica de fitoreguladores que permite promover actividades fisiolégicas y
estimular el desarrollo de las plantas.

Los abonos organicos son todos aquellos residuos de origen animal y vegetal de los que
las plantas pueden obtener grandes cantidades de nutrimentos; el suelo con la descomposicion
de estos abonos, se va enriqueciendo con carbono organico y mejora sus caracteristicas fisi-
cas, quimicas y biolégicas (SAGARPA, 2010).

Para su utilizaciéon es necesario dar un tratamiento a la materia organica con la finalidad
de mejorar la concentracion de sus minerales y eliminar o inactivar microorganismos patégenos
como bacterias, protozoos, larvas, huevos, pupas de insectos y agentes infecciosos, reduciendo
la contaminacion ambiental y convirtiendo las excretas en residuos utiles sin riesgo de transmi-
sion de enfermedades (Estrada y col., 2008). Siendo un producto proveniente de las heces del
ganado se caracterizan como fuente importante portadora de patégenos como Campylobacter
sp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157, Salmonella sp. y Cryptosporidium sp
(Fernandez y Pefa, 2012).

Un proceso adecuado de biodigestion garantiza un producto respaldado por una fase
liquida valorizada después de un tratamiento bioldgico, para poderse utilizar como fertilizante
liquido o someterse a una extraccion con el fin de separar y utilizar especificamente los nutrien-
tes contenidos; y la fraccién soélida se puede utilizar como abono en los suelos de cultivo (Teglia
y col., 2010), dado que la aplicacién constante de ellos, mejora las caracteristicas fisicas, qui-
micas y bioldgicas del suelo (SAGARPA, 2010).

La composicién quimica de algunos abonos organicos, es presentada en la Tabla 3,
donde Santos (1987), demostro la eficacia en nutrientes y condiciones para la estabilizacion del

suelo agricola.

20



Tabla 3. Composicion quimica de algunos abonos organicos.

Caracteristica Vacuno Gallinaza Vermicomposta Composta Pulpa Pajade
de café  Arroz

Humedad % 36.0 30.0
Ph 8.0 7.6 7.6 7.7 5.8 7.20
Mat. Organica  70.0 70.0 89.60 7.70
N total % 1.5 3.7 1.1 2.1 1.68 0.50
P % 0.6 1.8 0.3 1.1 0.35 0.05
K % 2.5 1.9 1.1 1.6 0.36 1.38
Ca% 3.2 5.6 1.6 6.5 0.50 0.22
Mg % 0.8 0.7 0.5 0.6 0.64 0.11
Zn ppm 130 575 100 235
Mn ppm 264 500 403 265
Fe ppm 6354 1125 10625 3000
Relacion C/N 16 15 19 15 30.90 9.49
Mineralizacion 35 90
% al afo

(SAGARPA, 2010).

Caracteristicas de los Componentes Quimicos del Biofertilizante en las Plantas

Los biofertilizantes son obtenidos mediante la fermentaciéon de materia organica, se aplican a
los cultivos para su crecimiento y salud. Los microorganismos presentes en el fertilizante, inter-
actuan biolégicamente con el suelo, las raices y las semillas de las plantas, promoviendo el cre-
cimiento de la microbiota que mejora la fertilidad del suelo.

Debido a que los fertilizantes quimicos causan un deterioro de la vitalidad del suelo a
través del tiempo, los biofertilizantes son alternativas atractivas, beneficiando las cosechas y la
tierra por igual. Se utilizan ademas con el propdésito de disminuir costos de produccion y reducir
el impacto negativo sobre el ambiente (Salazar y Juarez, 2012).

Entre los 16 nutrimentos esenciales que las plantas requieren para su normal crecimien-
to y desarrollo se encuentran el nitrégeno, calcio y magnesio. Estos tres, de acuerdo con su
demanda por los cultivos son considerados macronutrientes o elementos mayores siendo mas
alto el requerimiento de potasio (Sadieghan, 2012).

Por otra parte, dentro de las caracteristicas de los componentes quimicos del biofertili-

zante destacan los mas importantes como el nitrégeno, calcio, magnesio y potasio.
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Nitrogeno. El Nitrégeno que respiran los organismos no es utilizable directamente y sélo
algunas plantas en simbiosis con bacterias fijadoras de Nitrdgeno pueden originar compuestos
susceptibles de incorporarse al suelo o a los seres vivos, es decir, que pueden originar com-
puestos aprovechables ademas de la estimulacion del crecimiento de la planta. Es aqui donde

se evidencia el papel vital que tienen dichas plantas para la vida y los seres vivos (Calvo, 2011).

Bacterias fijadoras de nitrégeno. La atmdsfera contiene 78% de nitrégeno como gas

inerte, el cual, no esta disponible para las plantas (NADP, 2000). Las baterias fijadoras de nitré-
geno han sido un grupo muy estudiado debido a la capacidad que tienen para convertir nitroge-
no de la atmésfera a amoniaco, el cual es un nutriente mas asimilable para la planta, y este a su
vez incorporado al tejido vegetal para la produccion de aminoacidos (Gastén y col., 2012).

Aungue hay muchas bacterias en el suelo que pudieran reciclar nitrdgeno a partir de ma-
terial organico, solo se puede dar por aquellas que contengan la enzima nitrogenasa, contrario a
las bacterias que son deficientes en esta enzima, no tienen posibilidad de reciclar el nitrégeno
(Carcafio y col., 2006).

Las bacterias simbidticas se encuentran en dos grupos de organismos, donde las condi-
ciones aerobias nutren el crecimiento de las bacterias fijadoras de nitrégeno del primer grupo, al
cual pertenecen bacterias moviles del suelo, y que son atraidas hacia la raiz por compuestos
que ésta libera, grupo conocido por ser quimioorganétrofos aerobios, denominados Rizobios. A
este grupo pertenece Rhizobium que tienen la funciéon de nodular en raices de leguminosas de
climas templados y subtropicales; Azorhizobium forma nddulos en tallos y raices y Bradyrhizo-
bium nodula raices de soja.

El segundo grupo esta formado por Actinomicetos (bacterias Gram positivas) que nodu-
lan raices de muchos arboles y arbustos. Son aquellas bacterias filamentosas que viven en
simbiosis con plantas actinoricicas (angiospermas capaces de formar nédulos) y son pertene-
cientes al género Frankia, estas no forman micelio aéreo y sus esporas son inméviles (Calvo,
2011).

Calcio. El calcio es un nutriente de naturaleza estructural, este elemento es tomado del
suelo en forma iénica Ca®, para posteriormente formar parte del componente de las paredes y
membranas celulares, razon por la cual es indispensable su presencia para la formacién de
nuevas células. Se cree que este elemento contrarresta los efectos toxicos del acido oxalico al
formar oxalato de Ca en las vacuolas; regular la hidratacion; activador de enzimas (Amilasa,

ATPasa); regulacién de la elongacion y crecimiento (Sadieghan, 2012).
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Magnesio. La absorcién de magnesio en las plantas es de forma Mg*, su presencia en
las plantas se relaciona con la aparicion en el centro de la molécula de la clorofila, pigmento
esencial para que las plantas verdes puedan llevar a cabo la fotosintesis; (Mengel y Kirkby,
2000). Ademas de la regulacién del pH celular y el balance de cation—anion, sintesis de protei-
nas, activacion de enzimas y transferencia de energia (Marschner, 1986). Mientras que la ab-
sorcion de potasio es mediante las raices en forma i6nica K* y sus principales funciones en las
plantas es el crecimiento meristematico, estado hidrico, fotosintesis y transporte a larga distan-
cia; debido a la gran movilidad que lo caracteriza; actia basicamente neutralizando acidos
organicos que resultan del metabolismo, y asi asegurar la constancia de la concentracion de H*
en los jugos celulares y la traslocacién de azucares y la formacién de almidon.

Ademas de la descripcidn de estos nutrientes es indispensable mencionar que los mi-
croorganismos son quienes realizan la funcion para que se puedan encontrar en el biofertilizan-
te. Los microorganismos juegan un papel muy importante en la extraccion de nutrientes al poder
realizar la degradacién de la materia organica en distintas condiciones como anaerobiosis, ae-

robiosis, variaciones de temperatura y pH, humedad y tiempos de retencion.

Microbiota Presente en Rumiantes

Los microorganismo del tracto gastrointestinal (TGI) de bovinos, juegan un papel vital en el ani-
mal, de la misma forma que para el resto de los organismos. En el rumen los microorganismos
producen acidos grasos volatiles y masa microbiana a partir del alimento, proveyendo asi de
nutrientes al animal. El rumen es un ecosistema muy diverso que incluye bacteria, hongos, pro-
tistas y arqueobacterias (Hespell y col., 1997).

Existe una gran variedad de microorganismos en la microbiota intestinal de los rumiantes
encuentrandose los filos de Firmicutes en un 55,2 %, 25,4 % de Bacteroidetes, 2,9 % de Tene-
ricutes, y Proteobacteria en un 2,5%, asi como otros filos minoritarios: Actinobacteria (0.73%),
Spirochaetes (0.54%), Verrucomicrobia, (0.19%), Cyanobacteria (0.15%), Fibrobacteres
(0.02%), y Lentisphaerae (0.02%). Los filos mayoritarios también estan presentes en el tracto
gastrointestinal de diferentes mamiferos, lo que sugiere que tanto firmicutes como bacteroidetes
desempenan un papel critico en la ecologia microbiana del intestino de los mamiferos, tanto en
procesos benéficos como no benéficos o patogénicos (Shanks y col., 2011).

En la nutricion animal, los procesos microbianos del rumen y del TGl de animales desti-

nados para el consumo aun se pueden considerar una “caja negra” (Dowd y col., 2008), ya que
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hasta hace poco tiempo no se conocia el tipo de microorganismos que se pueden esparcir al
ambiente en las heces.

La transmision de microorganismos patdgenos presentes en el estiércol de ganado bovi-
no que pasta en campo abierto, es un factor muy importante de la diseminacion y presencia de
bacterias y parasitos patégenos para el humano, como Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Escherichia coli O157:H7, Cryptosporidium y Giardia lamblia, los cuales son microorganismos
de la microbiota normal de los vacunos. Ademas la presencia de heces en el subsuelo conta-
minan por lixiviados a aguas, territorios de cultivo y finalmente al hombre (Moriarty y col., 2008;
Puri y Dudley, 2010). Ademas de la contaminacion de carne de vacuno, leche y agua potable
(Shanks y col., 2011).

Microorganismos Presentes en el Biol

Los microorganismos utilizados en la produccion de los biofertilizantes son clasificados dentro
de dos grupos: El primer grupo incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar
substancias que promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrégeno atmosférico, solubili-
zando hierro y fosforo inorganico y mejorando la tolerancia al estrés por sequia, salinidad, meta-
les toxicos y exceso de pesticidas, por parte de la planta.

El segundo grupo incluye microorganismos los cuales son capaces de disminuir o pre-
venir los efectos de deterioro de microorganismos patégenos. Puede haber microorganismos
que puedan estar en los dos grupos, que ademas de promover el crecimiento de la planta, in-
hiba los efectos de microorganismos patégenos (Armenta y col., 2010), por esta razén es impor-
tante conocer el proceso de descomposicion de la materia organica, para evitar fallas en el pro-
ceso organico y generar contaminacion de microorganismos no deseados que puedan danar la
agricultura y la salud.

Las fallas en el proceso para la obtencién de un Biol tienen como efecto de que se arro-
jan grandes cantidades de microorganismos de interés en salud y en la industria alimentaria. En
la mayoria de los casos la aplicacién del Biol se realiza sin el previo tratamiento y depuracion,
sin embargo, con el objetivo de evitar que las altas concentraciones de huevos, larvas de para-
sitos o gérmenes de origen fecal que producen enfermedades infecciosas capaces de causar la
muerte en animales y el hombre, es necesario realizar un proceso de sanitizacion, para dismi-
nuir la carga de microorganimsos y evitar los dafios que estos pueden ocasionar a la salud y el
medio ambiente, ya que para la obtencion del biofertilizante se utiliza como materia prima excre-

tas de rumiantes en el mayor de los casos (Estrada y col., 2008).
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No se puede confiar ciegamente en que el propio proceso de fermentacion elimina la to-
talidad de los patdégenos, puesto que varias investigaciones indican que algunos patogenos tie-
nen un umbral térmico mas alto que otros, como por ejemplo el virus de la Hepatitis A y otros
virus. Ademas el tiempo y la temperatura necesaria para eliminar o reducir los peligros micro-
bianos en el compost o biol u otras materias organicas, puede variar segun el clima de la region
y las practicas concretas de gestion ambiental aplicadas en cada caso (FAO, 2000; Gémez y
col., 2004).

Para la estimacién de que el producto a utilizar como Biol esta libre de patégenos se ha
utilizado como referencia, que las muestras contengan menos de 1000 coliformes fecales por
gramo de peso seco del compost, como indicativo de que todos los microorganismos patdgenos
han sido destruidos (Yanko, 1988).

Bacterias Patégenas

Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades en los Estados Unidos aseguran
que los brotes de origen alimentario, especialmente aquellos que estan asociados al consumo
de frutas y vegetales frescos, han aumentado su frecuencia en la ultima década.

Se ha observado una alta incidencia transmitida por el consumo de vegetales frescos y
crudos, pudiendo causar enfermedad e inclusive la muerte, varios de los brotes han sido causa-
dos por bacterias como E. coli O157:H7, Salmonella spp. y Shigella spp. principalmente y que
son los causantes de gastroenteritis (Fernandez y Pena, 2012).

El tratamiento realizado en el compost para su aplicacion como biofertilizante esta dirigi-
do a destruir las bacterias patdégenas y mantener las condiciones desfavorables para su creci-
miento (Gémez y col., 2004).

No obstante, entre los microorganismos mas importantes encontrados en hortalizas des-
tacan bacterias como Escherichia coli O157:H7 que puede provocar una diarrea sanguinolenta
que se complica en pocos dias en lo que se conoce como sindrome urémico hemolitico y muer-
te. Ademas de otros patdgenos que afectan especificamente el higado (virus de la hepatitis A),
el sistema nervioso (botulismo por Clostridium botulinum y meningoencefalitis por Listeria mo-
nocytogenes) o infecciones sistémicas (Salmonella typhi), es por eso que debe destacarse las
caracteristicas sobresalientes de estos microorganismos ya que deben considerarse en la pla-
neacion de programas y actividades encaminadas a proteger la inocuidad de las hortalizas ex-

puestas a la fertilizacion por biofertilizantes organicos (Fernandez y Pefia, 2012).
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Salmonella spp. Es un género bacteriano que pertenece a la familia Enterobacteriace-
ae. Es un bacilo, Gram negativo, patdégeno intracelular, facultativo. De acuerdo al esquema
clasico de caracterizacion serologico de Kauffman-White, basado en antigenos somaticos, fla-
gelares y ocasionalmente capsular (Vi), las salmonellas se clasifican en mas de 2,500 serotipos,
los cuales pueden ser moéviles o inmoviles (Figueroa y Verdugo, 2005).

La salmonelosis es una de las principales causas de gastroenteritis en humanos y ani-
males. Los reservorios de Salmonella de potencial transmisibilidad para el humano los constitu-
yen principalmente personas y animales domésticos infectados, aguas y alimentos contamina-
dos como carnes, huevos y productos lacteos no pasteurizados. Las infecciones por Salmonella
entérica serovar Typhimurium y serovar Enteritidis son una causa importante de morbilidad y
mortalidad especialmente en nifios y personas inmunocomprometidas. Las especies y serova-

riedades del género no resisten las temperaturas de 55 °C por 1 hora (Gémez y col., 2004).

Listeria spp. Es un bacilo corto, Gram positivo, mévil debido a que posee flagelos. Se
sugiere que entre el 1 y 10% de los seres humanos pueden ser portadores intestinales de L.
monocytogenes. Esta bacteria se ha encontrado en un gran numero de especies diferentes de
mamiferos, tanto domésticos como salvajes y en varias especies de aves.

Puede ser aislada del suelo, del forraje ensilado y de otras fuentes ambientales. L. mo-
nocytogenes es altamente resistente a los efectos de la congelacién, el secado y el calenta-
miento. Esta ultima caracteristica es especialmente notoria ya que se trata de una bacteria que
no forma esporas. Adicionalmente, la mayoria de las especies de L. monocytogenes son paté-
genas en cierto grado (Gebretsadik y col., 2011).

La listeriosis es una enfermedad de humanos y animales, la cual es una de las enferme-
dades zoonoticas emergentes mas importantes a nivel mundial. La listeriosis es una infeccion
grave causada por consumir alimentos contaminados con la bacteria Listeria monocytogenes, la
cual recientemente ha sido reconocida como un serio problema de salud publica en los Estados
Unidos. La enfermedad afecta principalmente a personas de edad avanzada, mujeres embara-
zadas, recién nacidos y adultos que tienen el sistema inmunitario debilitado. Sin embargo, tam-
bién puede afectar a las personas que no presentan estos factores de riesgo. La Listeria mono-
cytogenes se encuentra en el suelo y en el agua. Las verduras se pueden contaminar con la
tierra o el estiércol utilizado como fertilizante. Los animales pueden tener la bacteria sin que
parezcan enfermos y pueden contaminar sus derivados como carnes o productos lacteos (CDC,
2012).
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Escherichia coli O157:H7. La E. coli es una bacteria comun que vive como comensal
en el intestino de animales y personas. Dentro de las cepas existentes de E. coli se encuentra el
serotipo O157:H7, siendo reconocida como tdxica por la capacidad de enfermar al hombre si se
encuentra en el agua o los alimentos y es causante de 73,000 casos de infeccién y 61 muertes
en Estados Unidos (CDC, 2010).

Este microorganismo tiene forma de bacilo, Gram negativo, de la familia Enterobacteria-
ceae y su patogenicidad es debida por la produccion de exotoxinas, diferenciandola de la flora
normal (CFSPH y IICAB, 2010). La contaminacion fecal del agua y de otros alimentos, asi como
la contaminacion cruzada durante la preparacion de estos (con carne de vacuno y otros produc-
tos carnicos, superficies y utensilios de cocina contaminados), también es causa de infecciones
(OMS, 2011).

Las E. coli estan serotipadas segun los antigenos O (lipopolisacaridos somaticos), H
(flagelares) y K (capsulares). Los serotipos que se conocen por contener caracteristicas ente-
roinvasivas incluyen al organismo movil E. coli O157:H7, y los miembros de otros serogrupos,
en particular 026, 0103, O111 y 0145 pero también 091, 0104, 0113, 0117, 0118, 0121,
0128, entre otros (CFSPH y IICAB, 2010).

La prevalencia del microorganismo en animales sanos oscila entre el 7% y el 30%, en-
contrando informes de su aislamiento en bdvidos, évidos, cabras, perros y gatos (OMS, 2011).
Al parecer estas cepas no son patogénicas para los animales, aunque algunos investigadores
las encuentran con mas frecuencia en aquellos que tienen diarrea.

Una teoria valida expuesta por el personal de Clinica Mayo en julio de 2011 se basa en
la presencia de este microorganismo en los vegetales causado por la presencia de ganado va-
cuno contaminando los campos donde se cultiva el producto fresco siendo las verduras como
espinaca y la lechuga particularmente vulnerables a este tipo de contaminacién; también figura
el consumo de coles de bruselas, salami, leche y jugos no pasteurizados (CDC, 2010). Aumen-
tando la probabilidad de infeccion causada desde 10 a 100 unidades formadoras de colonias,
basados en factores no modificables como la edad, salud y disponibilidad del microorganismo
hacia el huésped (CFSPH y IICAB, 2010).

Normatividad de Produccién del Biol

La produccion primaria higiénica de frutas y hortalizas frescas descritas en ALINORM 03/13 por
la Comisién del Codex Alimentarius en el 2003 regulariza el empleo de estiércol, biosdlidos y

otros fertilizantes naturales de manera que se limite la posibilidad de contaminacién microbiana,
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quimica y fisica, que ocasione que un alimento sea inocuo, reduciendo al minimo la contamina-
cion microbiana. Solo se podran utilizar estiércol, biosdlidos y otros fertilizantes naturales no
tratados o parcialmente tratados si se adoptan medidas adecuadas para reducir los contaminan-
tes microbianos, aumentando al maximo el tiempo transcurrido entre la aplicacién y la recolec-
cion de las frutas y hortalizas frescas y hace hincapié que el productor que adquiera la utilidad
de estos enmendadores, debera contener documentaciéon del proveedor en la que se identifi-
quen la procedencia, el tratamiento aplicado, los analisis realizados y los resultados de los mis-
mos.

En México, las normas que avalan la reutilizacion de residuos son la Norma Oficial Mexi-
cana NOM-003-ECOL-1997 y la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002.

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-ECOL-1997, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en servicios al
publico, en esta Norma se destacan los valores maximos permitidos de contaminantes (Tabla
4).

Tabla 4. Limites maximos permisibles de contaminantes mostrados por la NOM-003-ECOL-
1997.

Tipo de reuso Coliformes fecales NMP/100 Huevos de helmintos (h/L)
Servicios al publico con contac- 240 1
to directo.
Servicios al publico con contac- 1 000 5

to directo u ocasional.

NOM-003-ECOL-1997.

La Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002, protecciéon ambiental, informa
qgue después de un proceso de estabilizacion, los lodos y biosélidos pueden ser susceptibles de
aprovechamiento siempre y cuando cumplan con los limites maximos permisibles de contami-
nantes. En la Tabla 5 describe el aprovechamiento de biosdlidos y los limites maximos permisi-

bles de contaminantes bioldgicos.
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Tabla 5. Aprovechamiento y limites maximos permisibles de contaminantes biolégicos en bio-
sélidos de la NOM-004-SEMARNAT-2002.

Clase Indicador bacte- Patogenos Parasitos
riologico de conta-
minacion
Coliformes fecales Salmonella spp. Huevos de
NMP/g NMP/g helmintos/g
en base seca en base seca en base
seca
A Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 1
B Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 10
C Menor de 2000 000 Menor de 300 Menor de 35
TIPO CLASE APROVECHAMIENTO
EXCELENTE A Usos urbanos con contacto directo durante su
aplicacion.
Los establecidos para la clase By C.
EXCELENTE B Usos urbanos sin contacto publico directo durante
0] su aplicacion.
BUENO Los establecidos para clase C.
EXCELENTE C Usos forestales.
0] Mejoramientos de suelos agricolas.
BUENO Usos agricolas.

NOM-004-SEMARNAT-2002.

Impactos de Biofertilizantes de Proceso Inadecuado

Entre los abonos organicos se incluyen los estiércoles, compostas, vermicompostas, abonos
verdes, residuos de las cosechas, residuos organicos industriales, aguas negras y sedimentos
industriales (SAGARPA, 2010); algunas de estas fuentes de biorremediacion incrementan la
posibilidad de dafio al no conocer un tratamiento adecuado para la obtencién de un producto
final. El empleo de fertilizantes organicos conlleva el riesgo de que se cuente con la presencia
de microorganismos patogenos a las hortalizas.

Los microorganismos patdgenos provienen del abono animal utilizando diversos dese-
chos organicos, biosolidos provenientes de desechos humanos y otros menos peligrosos como
melazas y vegetales secos (Fernandez y Pefia, 2012).

La necesidad de preservar los alimentos de cosechas y el ambiente libre de contamina-
cion exige la depuracién de las aguas residuales antes de ser vertidas a los cauces receptores,

generando en este proceso elevadas cantidades de residuos organicos llamados lodos de de-
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puradores, biosolidos o fangos (Utria y col., 2008). Similarmente esta accion se debe realizar
con la materia fecal de rumiantes, en especial el ganado bovino y las ovejas, siendo los reservo-
rios mas importantes de la E. coli enterohemorragica (ECEH) O157:H7, entre otros patégenos
para el humano (CFSPH y IICAB, 2010).

Al realizar el compostaje se minimizan los riesgos por la actividad biolégica de microor-
ganismos, que al aumentar la temperatura, destruye patégenos, descompone y transforma
compuestos organicos en sustancias humicas estables (Lozano y col.,, 2008). Las buenas
practicas agricolas y de higiene son necesarias para proteger los cultivos de la contaminacion
con los patégenos presentes en estos biofertilizantes (Gémez y col., 2004).

La forma mas comun de transmision de enfermedades y otros problemas que afectan la
salud humana (Gonzalez y col., 2009), es por el contacto indirecto, ingiriendo alimentos cultiva-
dos utilizando el compost mal elaborado (Gémez y col., 2004). Los microorganismos patégenos
e indicadores de contaminacion también estan presentes en los casos donde se reutilizan las
aguas residuales para la produccién agricola, lo cual es una practica comun en varios paises.
Sin embargo, existe una creciente preocupacion por el medio ambiente y los impactos en la
salud por éstas técnicas.

En el caso de las aguas residuales domésticas, debe haber un control de contaminacion
microbioldgica y muchos paises en desarrollo ya han adoptado varias leyes y convenios al res-
pecto, con el fin de respetar los limites maximos permisibles de indicadores patégenos en el
efluente de las plantas de tratamiento (Halalshen y col., 2008).

El agua de riego contaminada con heces es una fuente importante de E. coli O157:H7 en
los vegetales. Este organismo puede adherirse a las plantas, y sobrevive en la superficie de
frutas, vegetales y hierbas culinarias frescas. De acuerdo con las condiciones ambientales, pe-
quefias cantidades de bacterias que permanecen en los vegetales lavados pueden multiplicarse
de manera significativa durante varios dias (CFSPH y IICAB, 2010; Torres y col., 2009; Fernan-
dez y Pefia, 2012).

Beneficios del Uso del Biodigestor
Desde los afios 70°s se comenzaron a evidenciar los impactos adversos sobre la salud y el am-
biente que producen los residuos soélidos municipales, al no realizarse un control adecuado (To-

rres y col., 2009). La gran ventaja de la actividad biodigestora puede sustituir a uno de los prin-

cipales métodos para eliminar los residuos animales como la incineracion.
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Al llevarse a cabo practicas adecuadas de disposicion final de residuos se podran obte-
ner mejores rendimientos en la agricultura, economia, uso de recursos naturales y disminucion
de fertilizantes quimicos. El uso de los abonos quimicos en la fertilizacién de cultivos, actual-
mente esta propiciando que el suelo sufra de un agotamiento acelerado de materia organica y
un desbalance nutrimental y que al transcurrir el tiempo puede provocar pérdida de fertilidad y
capacidad productiva (Céspedes, 2005; SAGARPA, 2010).

En los ultimos afios se le ha dado importancia al uso de los biofertilizantes, los cuales
son insumos formulados con uno o varios microorganismos, los cuales proveen o mejoran la
disponibilidad de nutrientes cuando se aplican a los cultivos. En este sentido se ha trabajado en
diferentes sistemas de biodigestion. La informacién comercial del Sistema Biobolsa muestra los

beneficios de la utilidad del biodigestor en el ambito econémico, salud y medio ambiente.
Beneficios Econémicos del Biodigestor

Con la produccién de Biogas y Biofertilizante se podran disminuir los gastos de insumos agrico-
las. Por 1.5 cubetas de excremento de ganado bovino diario, se produce 1 m® de biogas al dia,
equivalentes a 0.5 kg de Gas LP o0 a 0.75 L de gasolina 0 a mas de 2 kg de lefia. Esa misma
cantidad de mezcla diaria es la que se puede obtener de biofertilizante para la agricultura. Una
de las posibilidades de desarrollo agricola, es el uso de biofertilizantes, que por su gran bondad
bioestimulante, ayuda a mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas, producido en forma

natural y econémica (Colque y col., 2005).
Beneficios a la Salud

Con el uso de Biogas en la cocina, se disminuye la exposicion al humo generado por la lefia,
reduciendo a su vez los riesgos de enfermedades respiratorias. Ademas se da un adecuado
manejo de los desechos organicos, se disminuyen los olores y las moscas en la vivienda o
granja, al mismo tiempo, se reducen considerablemente los riesgos de infeccion. Ademas, por
el uso de esta tecnologia al momento de obtener un biofertilizante organico, se disminuye el uso
de fertilizantes quimicos en los cultivos vegetales, por lo tanto, se reduce el transporte de toxi-
cos al hombre que los consume, aunado a que la mayoria de los fertilizantes quimicos contie-
nen compuestos bioacumulables, son capaces de ocasionar diversos dafios al hombre por estar
en continuo contacto, los mas comunes por bioacumulacion es cancer y la muerte por alta in-

toxicacién generada (Céspedes, 2005).
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Beneficios al Medio Ambiente

Hoy en dia, al no conocer el beneficio de la utilizaciéon de los desechos organicos producidos
por los rumiantes, se ha incrementado la acumulacion de gases efecto invernadero, siendo cau-
sados por la disposicion de esta materia organica contaminante, causada por el efecto de des-
composicion de la materia donde el gas metano no es atrapado para un uso y en su caso queda
mezclado con otros gases en la atmésfera, incrementando asi el calentamiento global.

La revista electrénica Primicias Rurales (2011) describe que el uso del biodigestor pro-
mueve el cuidado de las cuencas y de los bosques, derivado del adecuado tratamiento de los
desechos y de la disminucion de la tala para conseguir lefia combustible; ayuda a combatir el
cambio climatico, al disminuir la emisién de gases de efecto invernadero (CO, y CH,) y promue-

ve la agricultura organica al ofrecer una solucién natural para la nutricion del suelo y las plantas.

Biorremediacion del suelo. El conocimiento del manejo de biodigestores para el tra-
tamiento de estos residuos donde se implementan condiciones anaerobias o aerobias lleva a la
adopcion de buenas practicas para la obtenciéon de un biofertilizante para su aplicacion como
bioabono al suelo, donde se permitira maximizar los beneficios ambientales en su uso. Tales
practicas producen menores emisiones de gases hacia la atmadsfera, al igual una menor conta-
minacion difusa de nutrientes por escorrentia y lixiviaciéon, generando una biorremediacién del
suelo agricola. La biorremediacion por el acondicionamiento del suelo, se define como material
afadido al suelo, cuyo principal objetivo es mantener o mejorar las propiedades fisicas y quimi-
cas y/o actividad biolégica (Teglia y col., 2010).

El uso del bioabono en programas de recuperaciéon de suelos degradados permite mejo-
rar el intercambio catidnico del suelo; con ello se amplia la disponibilidad de nutrientes del sue-
lo. Por otra parte, contribuye a aumentar la humedad del suelo y a la creacién de un microclima
adecuado para las plantas; siendo el bioabono una fuente organica de fitoreguladores en pe-
quenas cantidades capaz de promover actividades fisioldgicas y estimular el desarrollo de las
plantas, favoreciendo el enraizamiento (aumenta y fortalece la base radicular), ejerce una ac-
cién sobre el follaje (amplia la fase foliar), mejora la floracion y activa el vigor y poder germinati-
vo de las semillas, traduciéndose esto en un incremento significativo de la produccion de bio-

masa vegetal (FAO y col., 2011).

32



Importancia de la Tecnologia Biodigestora en Sonora

De todo el conocimiento englobado donde se destacan la utilidad de la tecnologia biodigestora,
la importancia de sanitizacion del producto y el incremento de actividad del cambio climatico, la
Estrategia Nacional del Cambio Climatico presentada por la Delegacion Federal de la
SEMARNAT en Sonora en el mes de Mayo de 2013, muestra datos donde se enumeran los
beneficios y la importancia de esta tecnologia en el estado.

En la entidad se distinguen tres regiones climaticas: Seco desértico en toda la costa; Se-
co Estepario en el Norte, Centro y sur y Templado con lluvias en verano en el Norte, y sobre la
linea serrana colindante con el estado de Chihuahua.

El clima general de la Region esta influido por su ubicacion latitudinal, correspondiente a
un cinturén de zonas aridas distribuido alrededor del mundo, prevaleciendo un sistema de alta
presion originado por la confluencia de masas de aire frio y tropical, lo que provoca cielos des-
pejados, amplia exposicion solar e incremento de temperaturas. Predominan los climas de tipo
seco y semiseco, en la mayor parte del territorio sonorense, y los climas subhumedos y templa-
dos a lo largo del limite oriental, en la sierra alta de Chihuahua (CONAGUA, 2012).

Debido a sus caracteristicas fisicas, Sonora es un estado que fija metas en actividades
productivas, econdmicas, sociales o culturales, pero una muy importante es la disponibilidad del
agua, tanto de consumo humano, como para uso pecuario, agricola e industrial; la afectacién de
este recurso y las actividades dependientes de ésta, se ven incrementadas por el efecto del
cambio climatico que se presenta a nivel mundial.

En el 2005, las actividades en Sonora representaron aproximadamente 19.9 millones de
toneladas métricas (MTm) de emisiones de monoxido de carbono, una cantidad equivalente a
alrededor del 2.9% de las emisiones de gases efecto invernadero en México con base en las
emisiones nacionales del 2005.

Dentro de las actividades mas importantes que incrementan la concentracion de gases
efecto invernadero son el uso de energia y el sector agricola importante por el ciclo del nitroge-
no donde sus gases de efecto invernadero potenciales pueden quedar retenidos o ser liberados
hacia la atmésfera a un ritmo por encima del normal, como sucede en el caso de la descompo-
sicion aerdbica y anaerobica del estiércol, llevandose a cabo la liberacion de metano debido a la
descomposicion de la materia y la fermentacién entérica.

Si se implementan estrategias biodigestoras donde se utilicen los desechos bovinos co-
mo el estiércol, se puede erradicar el aumento del calentamiento global porque se estarian

atrapando los gases efecto invernadero como el gas metano, producido por la degradacién de
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la materia organica (estiércol). Entre otros beneficios destaca la agricultura, donde al utilizar el
bioabono generado por el equipo biodigestor se puede biorremediar el suelo y erradicar el uso
de agroquimicos (Macias y col., 2008).

En el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD) se trabaja en
establecer canales de apoyo a los pequefios productores sonorenses de leche y queso, a través
de la innovacién de tecnologias adaptables a las condiciones agroecolégicas y culturales de las
comunidades rurales para la produccion de alimentos inocuos y sustentables, que es uno de los
objetivos del proyecto “Laboratorio de Innovacién para la Produccion Inocua y Sustentable de
Alimentos en Comunidades Rurales”, cuya responsable es la Dra. Maria del Carmen Hernandez
Moreno. Entre las actividades a realizar en el mismo, es el uso de la tecnologia de biodigestores
familiares de bajo costo, para la obtencion del biofertilizante (Biol). En un trabajo realizado re-
cientemente, titulado “Caracterizacion fisicoquimica del fertilizante liquido (Biol) producto de un
biodigestor de estiércol de bovino” (Baldenebro, 2013), se obtuvieron valores promedios de ma-
cro-nutrientes del Biol de: 1,340 mg/L para nitrédgeno total, 489 mg/L para nitrégeno amoniacal,
349 mg/L para fosforo, 3,026 mg/L de potasio. Asi mismo, se encontré una importante disminu-
cion en los parametros fisicoquimios del producto del biodigestor y el pH de salida fue de: 7.34.
De acuerdo a la literatura los resultados obtenidos, es recomendado el uso para la fertilizacion
de cultivos, lo que permite la sustitucion total o parcial de los fertilizantes sintéticos. Como
complemento al trabajo realizado anteriormente, para la presente tesis se planteé el objetivo de
aislar e identificar microorganismos patégenos e indicadores de contaminacion presentes en un
Biodigestor de régimen semicontinuo con compartimiento anaerobio y aerobio, para la obten-

cién de un fertilizante organico.
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MATERIALES Y METODOS

Se construyé un biodigestor tubular que consta de 2 bolsas de polietileno de alta densidad (1.5
mm), con una capacidad de 4000 L., la primera, donde se lleva a cabo la digestién anaerobia y
la segunda con un volumen de 3500 L., a la cual se le dispuso un aditamento de entrada de
oxigeno. El sistema completo se instalé en el patio del Centro de Investigacién en Alimentacién
y Desarrollo. El biodigestor cuenta con una pila de alimentacion de la mezcla de agua y estiér-
col, en una proporcion 3:1 para obtener un volumen de 120 L de agua y 40 L de estiércol. Con

esta mezcla el biodigestor se alimenté cada 48 horas.

Alimentacién del Biodigestor

Para la recoleccién de las heces de vacas, se utilizaron cubetas y palas tratadas con hipoclorito
de sodio al 10%, para evitar hasta donde fue posible, introducir microorganismos que no fuesen
los propios de la muestra. La recoleccion se realizé cada 48 horas en un rancho ganadero, de
aproximadamente 80 cabezas, se recolecto estiércol fresco con una pala en dos cubetas de 19
L, una vez recolectada la muestra se transport6 rapidamente y se realizd la mezcla homogénea
en un tambo de 200 L; después de homogenizar, utilizando un vaso de precipitado estéril se
tomoé una muestra representativa de aproximadamente 500 mL en bolsa comercial Whirl-pack
Nasco con malla separadora y se resguardd en hielera térmica de unicel; el resto de la mezcla
se traspas6 mediante un tubo conector hacia la bolsa 1 del biodigestor.

Se dejaron escapar aproximadamente 70 L de la bolsa 1 a la bolsa 2 y se tomd la mues-
tra correspondiente, en las mismas condiciones anteriores. Al final de la bolsa 2, se tomd una
muestra del biol estabilizado aerébicamente, para lo cual se dejo fluir una parte del biol que es-
taba en el tubo de salida, en las mismas condiciones anteriores y las tres muestras se transpor-
taron en hielo, al Laboratorio de Microbiologia Molecular.

La calendarizacion de los muestreos en las dos bolsas, se encuentran en la Tabla 6 y se
programaron de tal manera que cada una de las muestras tenga un tiempo de retencién de 30
dias en cada bolsa.

Estos tratamientos se realizaron de manera completa en primavera-verano 2012 y oto-
Ao-invierno 2012-2013, para abarcar las diferentes temperaturas del afio. Todas las muestras
recolectadas debieron ser procesadas el mismo dia para la determinacion de microorganismos

patdgenos y bacterias Coliformes.
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Tabla 6. Muestreo del biodigestor. Muestra de entrada a la bolsa y salidas del Biol de las bolsas
1y2.

Muestreo Primavera- Otofo-Invierno Muestra de Bolsa 1 Bolsa 2
Verano entrada anaerobia aerobia

1 20 mar 2012 10 dic 2012 1

2 26 mar 2012 17 dic 2012

3 09 abr 2012 24 dic 2012 2

4 16 abr 2012 31 dic 2012 3 4

5 23 abr 2012 07 ene 2013 5 6 7

6 30 abr 2012 14 ene 2013 8 9

7 07 may 2012 21 ene 2013 10 11 12

8 14 may 2012 28 ene 2013 13 14

9 21 may 2012 04 feb 2013 15 16

10 28 may 2012 11 feb 2013 17 18

11 04 jun 2012 18 feb 2013 19 20

12 11 jun 2012 25 feb 2013 21

13 18 jun 2012 04 mar 2013 22

14 20 jun 2012 11 mar 2013 23

15 25 jun 2012 18 mar 2013 24

Analisis Microbiolégicos

Determinacion de Escherichia coli O157:H7

Se tomaron 25 mL de biol y se colocaron en 225 mL de caldo EC modificado afadiendo 225 uL
del antibiético Novobiocina 2%; se homogenizé y se incubd a 37 °C por 24 y 48 horas. Después
de las 24 horas de incubacion, la muestra se sembré por estria cruzada en Agar MacConkey
Sorbitol y se incubd por 24 horas a 37°C y el proceso se repitid a las 48 horas.

Las colonias caracteristicas sorbitol negativo, se identificaron mediante las siguientes
pruebas bioquimicas: Utilizaciéon de Citrato, fermentacién de carbohidratos en agar Tres Azuca-
res y Hierro (TSI), movilidad, produccion de indol y utilizacién de la ornitina (Medio MIO), pro-
duccién de sustancias acidas 6 basicas en el medio Rojo de Metilo-Voges Proskauer (MR-VP),
produccion de la enzima B-D-glucuronidasa, que actia sobre el sustrato 4-metilumbeliferil- 8-
glucorénido (MUG), transformandolo en 4-metilumbeliferona, la cual es un compuesto fluores-
cente, que se observa en luz ultra violeta (UV).

Las cepas presuntivas de E. coli O157:H7 que presentaban las caracteristicas metabdli-
cas de los controles utilizados, se incubaron en Agar EMB, para comprobar el brillo metalico
caracteristico con que crece Escherichia coli (BD, 2013).
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Determinacion de Salmonella spp.

Preenriquecimiento. De manera ascética, se tomaron 25 mL de Biol y se transfirieron a un reci-
piente de vidrio conteniendo 225 mL de caldo lactosado y se incubd por 24 horas. Después de
la incubacién se agitdé y se tomaron 2 mL, anadiendo 1 mL en un tubo contenido de 10 mL de
Caldo Tetrationato, adicionado con 100 uL de verde brillante al 0,1 % mas 200 uL de solucién
yodo-yoduro; y el mililitro restante (1mL) se anadié a 10 mL de caldo Selenito Cistina. Se mez-
claron por medio de vortex y se incubaron por 24 horas a 37°C, como se muestra en la NOM-
114-SSA1-1994 para la determinacion de Salmonella spp.; para el aislamiento e identificacion,
se homogenizaron los tubos contenido de caldo tetrationato; y selenito cistina y se inocularon en
los medios selectivos; Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Verde Brillante (VD), Agar
Entérico Hektoen (EH) y Agar Sulfito de Bismuto (SB).

Prosiguiendo con la incubacion por 24 horas a 37°C. Cumplidas las 24 horas de incuba-
cion, se observaron las colonias tipicas de Salmonella spp., descritas por la norma y se conti-
nuo a la identificacion bioquimica, utilizando los medios: Agar hierro lisina (LIA), triple aztcar
hierro (TSI) y la prueba de la ureasa. Al obtener los resultados presuntivos del tubo de TSI se
tomé muestra y se sembré en Agar Soya Tripticasa (TSA) incubandola a 37°C por 24 horas; el
crecimiento en este medio se utilizé para la confirmacién serolégica, utilizando el antisuero poli-

valente A de Salmonella O, marca BD Difco.

Determinacion de Listeria spp.

La determinacién de Listeria spp. se realizé utilizando la NOM-143-SSA1-1995 donde se requie-
re un enriquecimiento. Se tomaron 25 mL de Biol y se inocularon en 225 mL de medio de enri-
quecimiento EB para Listeria; y se incubd por 48 horas a 30°C. Para su aislamiento se sembro
por duplicado en los medios LPM y OXA y se incubaron a diferentes temperaturas: LPM por 48
horas a 30°C y medio OXA (Listeria Selective Agar Oxford Formulation) por 48 horas a 37°C.

Se observaron las colonias de cada placa; las placas de LPM (Lithium Chloride Pheny-
lethanol Moxalactam, por sus siglas en inglés) se observaron a simple vista con luz blanca en
un angulo de 45°; y en el medio OXA solo las caracteristicas coloniales en un angulo de 45°.

Una vez identificadas al menos cinco colonias sospechosas de cada medio se pasaron
a medio ASTEL (Agar soya tripticaseina con 0,6% de extracto de levadura) partiendo la placa,
tratando de obtener colonias aisladas y puras y se incubaron a 37°C por 24 horas. Las pruebas

para la identificaciéon utilizadas se realizaron en el siguiente orden: Prueba de la Catalasa, Tin-
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cion de Gram, Prueba de movilidad en fresco, Prueba de hemdlisis dibujando una cuadricula en
el fondo de la placa de Agar sangre al 5% y se colocé por picadura y se incubé por 48 horas a
37°C; observando los resultados de esta prueba, las colonias sospechosas pasaron a la prueba
de CAMP, sembrando una estria de Staphylococcus aureus y otra paralelamente de Rhodococ-
cus equi, separadas lo suficiente, donde se estriaron lineas de colonias sospechosas, de extre-
mo a extremo dejando 0,5 centimetros despegada de cada estria de S. aureus y R. equi y se
incubd por 24 y 48 horas a 37°C.

Determinacion de Coliformes Totales, Coliformes Fecales y Escherichia coli Presuntiva

Mediante la Técnica del NiGmero Mas Probable.

Se tomaron 10 mL de Biol perfectamente homogenizado y se colocaron en 90 mL de buffer de
fosfato, se homogenizo y se realizaron otras 9 diluciones seriadas, que se sembraron en series
de tres tubos conteniendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato y una campana Durham. Se incubaron
por 48 horas a 37°C.

Los tubos que presentaron burbujeo y gas en la campana Durham, se sembraron en
Caldo de Bilis Lactosa Verde Brillante (CBLVB) y Caldo EC, ambos con campana Durham. Es-
tos medios selectivos se incubaron en condiciones diferentes: CBLVB por 48 horas a 37°C para
la confirmacion de Coliformes Totales y Caldo EC (medio para determinacién de bacterias coli-
formes) por 48 horas en bafio maria a 44.5°C, para observar la presencia de organismos Coli-
formes fecales (termotolerantes).

Para la identificacion de E. coli, los tubos que mostraron gas y burbujas en caldo EC, se
sembraron en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB, por sus siglas en inglés), para después in-
cubar por 24 horas a 37°C. Las colonias que presentaron brillo metalico se confirmaron con las
pruebas bioquimicas del IMViC: Produccion de indol, movilidad y descarboxilaciéon de la ornitina
(medio MIO), produccion de compuestos acidos o alcalinos con el medio MV-VP (rojo de metilo-

Voges Proskauer) y la utilizacion de citrato como fuente de carbono.

Diseiio Experimental y Analisis Estadistico

Los valores de unidades formadoras de colonias (UFC) de coliformes fecales y totales fueron
transformados a logaritmo base 10 para su normalizacion. Los datos fueron analizados median-
te un analisis de varianza por modelos lineales generalizados para un disefio completamente al

azar, donde el efecto principal fue la etapa del proceso o la época del afio. Las comparaciones
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de medias se realizaron por la prueba de Tukey-Kramer. Las significancias se estimaron a un
nivel de probabilidad de 0.05 en el error. Todos los datos fueron procesados en el paquete es-
tadistico NCSS versién 2007.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El biodigestor utilizado en esta investigacion se instalé y se llené con materia fecal bovina, que
se obtuvo del rastro municipal y de las queserias que se encuentran en las inmediaciones del
CIAD. La primera bolsa se llené a un volumen total liquido de 4 m*y 1.3 m® para volumen ga-
seoso, estimando una capacidad total de 5.3 m°. Para la adecuada funcionalidad del biodigestor
se probé que no hubiese fugas, para evitar las pérdidas de liquido y evitar la contaminacion. De
acuerdo a las recomendaciones de la FAO (2011) se estim6 un tiempo de retencion hidraulica
de 30 dias para cada una de las bolsas del biodigestor.

Durante los primeros 30 dias se permitio la estabilizacién de la microbiota y se inici6 el
drenado a la segunda bolsa, observandose también que transcurridos los siguientes 30 dias,
también se encontraba la primera bolsa llena de gas, el cual se quemaba constantemente para
evitar que se reventara la bolsa. A partir de ese momento, se tomé como el inicio de la fase ex-
perimental del presente trabajo y se agregd nuevamente la muestra de heces a la primera bolsa
y por desplazamiento de volumen el excedente de la primera bolsa pasa a la segunda, la cual
tiene un ambiente aerobio proporcionado por un respirador en la parte central de la bolsa.

Cuando se inici6 esta investigacion, el biodigestor ya contaba con una microbiota estabi-
lizada durante varios meses con produccién de metano, el cual era quemado para evitar las
emanaciones a la atmésfera. Se analizaron un total de 48 muestras, divididas en dos periodos:
primavera-verano y otofio-invierno del 2012-2013.

El calendario de muestreo fue disefiado para abarcar cuatro seguimientos consecutivos,
que se le llamé en cascada, es decir, tomando en cuenta el tiempo de retencion, se considerd
que la muestra que entré a la bolsa 1, a los 30 dias era el material que pasaba a la bolsa 2 y
ésta a su vez, salia los siguientes 30 dias de la bolsa 2, considerando el liquido como biofertili-

zante estabilizado y completamente digerido.

Determinacion de Microorganismos Patégenos

Durante el periodo otofio-invierno, no se encontrd presencia de microorganismos patégenos en
ninguna de las 24 muestras analizadas para Salmonella spp, Listeria monocytogenes ni de Es-
cherichia coli O157:H7, mismas que forman parte de la microbiota que se puede encontrar en
las heces del ganado vacuno. Las caracteristicas que tenia el biodigestor durante este periodo

fue la conservacion de un pH de 8.5 y variabilidad en la temperatura registrada, comprendiendo
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temperaturas desde los 15° C hasta los 37° C, registrando las temperaturas mas bajas en el
mes de Enero y aumentando gradualmente en los meses del resto del estudio.

Por otra parte, durante el periodo de primavera-verano, se aislaron microorganismos
patdgenos en 2 de las muestras tomadas en este periodo. De las muestra tomadas en abril
(muestra 9) y la obtenida en mayo (muestra 13), se aislo E. coli O157:H7. La primera se tomd
de la bolsa aerobia y la 13 en la muestra anaerobia, sin embargo en los posteriores muestreos
ya no se aislé la bacteria.

La presencia del patdégeno empezé al aumentar la temperatura ambiental, pero para los
meses de franco verano ya no se aislé nuevamente. Durante el mes de junio se presenté un
incidente en las instalaciones del biodigestor, es decir un ave murié en el receptaculo del biol
una vez que sale del sistema de bolsas en el mes de junio, ya que éste se encuentra al aire
libre. Se aislé Salmonella spp. en las ultimas cuatro muestras de salida del sistema, pero no de
las muestras del interior, es por esto que se considerd que la contaminacion fue externa.

Se considera que la contaminacién del agua, ambiente e incluso los alimentos de origen
animal, estan relacionados por la habilidad de algunas bacterias para sobrevivir en el estiércol
una vez que ha sido excretado. Las bacterias ubicuotas detectadas en las heces de las vacas
estan formadas por diferentes tipos: Clostridium, Bacteroides, Porpyhyromonas, Ruminococcus,
Alistipes, Lachnospiraceae, Prevotella, Lachnospira, Enterococcus, Oscillospira, Cytophage,
Anaerotruncus y Acidaminococcus spp.

Algunas especies patogénicas que producen enfermedades alimentarias como Salmone-
lla spp, Campylobacter spp., Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes, asi como los
parasitos Cryptosporidium y Giardia lamblia (Moriarty y col., 2008; Dowd y col., 2009). Se ha
investigado el impacto de la temperatura (4°C, 27°C y 41°C) y el contenido de humedad (30%,
55% y 83%) del estiércol y como afectan en la sobrevivencia de varias bacterias indicadoras
como coliformes fecales, Escherichia coliy Strptococcus fecales.

Las poblaciones bacterianas aumentaron alrededor de 2.5 log', durante los primeros
tres dias después de la excrecion. Finalmente, se concluye que la temperatura presenté un
efecto importante en la sobrevivencia de los tres grupos de bacterias fecales y la humedad s6lo
fue significativa en la sobrevivencia de los estreptococos.

A partir de los 35 dias de almacenamiento de las heces a 41 °C no se encontré la pre-
sencia de E. coli ni de coliformes fecales, mientras que a menor temperatura, se mantenian las
cuentas importantes de ambos (Wang y col., 2004; Pure y Dudle, 2010). En este trabajo se

logré eliminar E. coli O157:H7 en un periodo inferior a los 60 dias en el biodigestor.
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En el caso de Listeria monocytogenes, se ha encontrado en varios de los puntos de la
cadena de produccion de carne de bovino. El patégeno fue detectado en muestras fecales de
vaca y su cria, hierba cortada, suelo, acequias, estanques y los bebederos, siendo en las mues-
tras fecales y del suelo donde se obtuvo la menor incidencia (Mohammed y col., 2010).

Las heces utilizadas para alimentar el biodigestor, eran lo mas fresco posible, pudiendo
ser ésta una de las causas por las que no se aislo el patdégeno en ninguna de las muestras di-
rectas analizadas.

Las condiciones 6ptimas para el crecimiento de los microorganismos patégenos de in-
terés son temperaturas en el rango de 30 a 41°C o menos para su desarrollo. Sin embargo, E.
coli O157:H7 que puede iniciar su proliferacién a 12°C, con valores de pH en un rango de 4.5 a
12; y disponibilidad de nutrientes presentes en la materia organica.

Mientras que a Salmonella spp., no le es tan favorable las bajas temperaturas, ésta se
caracteriza por su proliferacion en un rango de 35 a 37°C, pero por debajo de los 20°C disminu-
ye su desarrollo. Respecto a Listeria también puede tener una sobrevivencia e incluso multipli-
cacién en temperaturas muy bajas como de refrigerador (aproximadamente 4 °C), hasta tempe-

raturas éptimas de 30 a 37°C y un pH éptimo de 7.0 (Fernandez, 2000).

Coliformes Fecales y Totales

El comportamiento de las bacterias coliformes fue muy variable durante los 60 dias de retencion
de las heces en las bolsas del biodigestor, esto posiblemente fue el efecto de que se estuvo
alimentando el sistema con estiércol fresco. Se observé que durante el periodo de primavera-

verano hubo mayor disminucion de las bacterias coliformes en general mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Promedios generales de las cuentas de coliformes totales y fecales (Logo NMP/100

mL) en el biodigestor, durante los dos periodos de muestreo.

Muestras Carga inicial Bolsa anaerobia  Bolsa aerobia
Primavera-Verano 7.85
Promedio general 5.8 4.7
Muestras consecutivas 4.9 4.4
Otofo-Invierno 8.01
Promedio General 7.4 7.0
Muestras consecutivas 7.5 7.4

Se observo que las muestras de entrada a la bolsa, son muy parecidas y tomando en

cuenta los promedios generales. En la bolsa anaerobia hubo una reduccién de 2.05 ciclos lo-
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garitmicos y 3.15 en el sistema completo. En cambio la reduccién de coliformes fue muy bajo en
el periodo de otofio-invierno, 0.61 en la bolsa anaerobia y llegando a 1, después de la estabili-
zacién de la bolsa aerobia.

Cuando se hace el seguimiento de las 4 muestras consecutivas, lo que se llamd “en
cascada”, los promedios de eliminacién son mayores, de 2.95 en la bolsa anaerobia y de 3.45
después de la segunda bolsa. En el caso de la disminucion en el periodo otofio-invierno fue
menor.

El efecto de la temperatura se ha estudiado ya en otros trabajos y los resultados han si-
do similares, mayor reduccion de coliformes y de patégenos a temperaturas mayores (Puri y
Dudle, 2010), con temperaturas controladas en el laboratorio. Sin embargo en este estudio no
se controld las temperaturas, ya que este tipo de tratamiento que se le dio a las heces de bovi-
no, se pretende implementar en el campo, donde seria remotamente posible que se pueda con-
trolar el biodigestor de esta manera.

Este prototipo se realiza de esta manera, con el fin de conocer cual seria la fecha mas
conveniente para que el biodigestor inicie la produccion del biogas, mismo que puede ser utili-
zado posteriormente para mantener las temperaturas ideales en el mismo sistema. Es decir, se

pretende que sea autosustentable respecto a la energia necesaria para la produccién de calor.

Coliformes Fecales y Totales por Etapa del Proceso

Las Figuras 4 y 5 muestran las cuentas promedio de coliformes fecales y totales (Log4, del
NMP/100 mL) en los periodos primavera-verano y otofio-invierno. Para ambos conteos, de coli-
formes totales y coliformes fecales, se observé una disminucion significativa (P<0.05) debido a
la etapa del proceso.

En la etapa 1 (referencia de entrada) las cuentas fueron alrededor de 7.8 logaritmos y
tuvieron una reduccion significativa (P<0.05) de aproximadamente 2.8 ciclos logaritmicos en la
etapa 2. En la etapa 3, las cuentas fueron de 5.5 logaritmos y no representaron un cambio signi-

ficativo con respecto a la etapa 2 (P>0.05).
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Medias® con diferente literal, indican diferencia (P<0.05).
Figura 4. Cuentas de coliformes fecales y totales (+ error estandar) por etapa del proceso de

digestion en la composta periodo primavera-verano.
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Figura 5. Cuentas de coliformes fecales y totales (+ error estandar) por etapa del proceso de

digestiéon en la composta periodo otofo-invierno.
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Efecto de Epoca de Muestreo

Respecto al efecto de época de muestreo, se observaron diferencias entre las (P<0.05) tres
etapas del proceso de digestién, tanto las cuentas de coliformes fecales como totales fueron

menores en los muestreos hechos en primavera-verano, respecto a otofio invierno (Figura 6).

Epoca
e O-l
80 A o P-V
7.0 .
Coliformes 6.0 .
(LOG10 de i
NMP/100 mL) 50 i
4.0 .
3.0 . . . .

1 2 3
Etapa del Proceso

Medias 2 con diferente literal, indican diferencia (P<0.05). O-I, otofio-invierno; P-V, primavera-verano.
Figura 6. Cuentas de coliformes fecales y totales (+ error estandar) por etapa del proceso de

digestion en la composta para cada época de muestro.

Como se puede observar la disminucion mas importante de ambos grupos de bacterias
coliformes fue por el periodo primavera-verano 2012, ya que en este la temperatura fue un pun-
to muy importante, que unido al tiempo de retencion utilizado, lograron obtener 4 muestras de-
ntro de las especificaciones de las normas. Aun cuando en el periodo otofio-invierno 2012-2013,
la eliminacién de coliformes fue menor, se pudo observar que cuando el biodigestor esta en
funcionamiento, es decir los lodos formados estan activos, se pueden originar los procesos bio-
quimicos en temporadas invernales, aun cuando es mas lento. Como ya se mencion6 anterior-

mente, en el caso de que se utilice el biogas como combustible para mantener el calor en el
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sistema, bien podria mantenerse la actividad en todas las estaciones del afio con la misma acti-

vidad y se obtendria una digestién total y rapida de las heces de bovino.

Comparaciéon con Normas Mexicanas

En México, el articulo 120 de la Ley General de Equilibrio Ecolégico y de Proteccién al Ambien-
te (DOF, 2013) se refiere a la regulacién de las descargas derivadas de actividades agropecua-
rias como estiércol, aguas residuales, industriales, etc., a los cuerpos de agua sin tratamiento.
Asi mismo, la Comision Nacional del Agua establece los parametros para las descargas resi-
duales en aguas y bienes nacionales con base en las normas NOM-001-1996; la NOM-002-
ECOL-1996, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas
de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal y la Norma Oficial
Mexicana NOM-003-ECOL-1997, que establece los limites maximos permisibles de contami-
nantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en servicios al publico. Sin embargo,
no se cuenta con vigilancia por parte de las autoridades ambientales, lo que ha provocado un
abuso en las descargas de desechos a cuerpos de agua por parte de todas las industrias, no
sélo de las agropecuarias (Pérez, 2001).

Se sabe que para mitigar los gases con efecto de invernadero (GEI) por el estiércol no
es sencilla, ya que con algunas de las soluciones, se presentan otros problemas que tienen
consecuencias no deseables Ademas, en los paises Americanos se carece de estimulos para
los ganaderos por el manejo y desecho de excretas como la tienen los productores porcinos,
quienes gozan con el incentivo de los abonos de carbono acordados en el protocolo de Kioto
(SEMARNAT vy col., 2010). Dicho protocolo fue firmado por la Convencién Marco de las Nacio-
nes Unidas sobre el cambio climatico.

El protocolo es un acuerdo internacional que tiene por objetivo reducir las emisiones de
seis gases de efecto invernadero que causan el calentamiento global: diéxido de carbono (CO,),
gas metano (CH,) y 6xido nitroso (N,O), ademas de tres gases industriales fluorados: Hidrofluo-
rocarbonos (HFC), Perfluorocarbonos (PFC) y Hexafluoruro de azufre (SFg), en un porcentaje
aproximado de al menos un 5 % (SEMARNAT, 2012).

Referencia con Normatividad

Para comparar los resultados obtenidos en este trabajo, se utilizé la NOM-003-ECOL-1997, ya

que esta norma es mas exigente y el residuo liquido que se producira del biodigestor no sera
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utilizado para desecharse como agua residual, el objetivo es contar con un biofertilizante orga-
nico. Esta comparacion, también sirve para demostrar la seguridad y la eficacia del uso del
equipo biodigestor, para la eliminacién de microorganismos indicadores de contaminacion. Solo
las muestras 16, 18, 21, 23 del periodo primavera-verano 2012 (Tabla 8), estan dentro de los
limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas y que se reu-
sen en servicios al publico establecidos en la mencionada Norma Oficial Mexicana (Tabla 9).
Ademas de que el objetivo de este biofertilizante es poder utilizarlo como abono y riego de pra-

deras donde pastara el ganado bovino lechero.

Tabla 8. NMP de Coliformes totales y fecales en muestras dentro del rango permitido por la
NOM-003-ECOL-1997, para el periodo primavera-verano 2012.

Muestra NMP en 1mL de NMP en 100 mL de muestra
muestra
16 4 400
18 3 300
21 3 300
23 4 400

Tabla 9. Limites maximos permisibles de contaminantes mostrados por la NOM-003-ECOL-
1997.

Tipo de reuso Coliformes fecales Huevos de helmintos (h/L)
NMP/100 mL
Servicios al publico con 240 1

contacto directo

Servicios al publico con 1 000 5
contacto directo u ocasional

NOM-003-ECOL-1997.

A nivel internacional los criterios de calidad sugeridos para el uso inocuo de las aguas
residuales en agricultura, las normativas conocidas como las directrices de Engelberg que esta-
blecen que las aguas residuales tratadas deberan contener menos de 1000 UFC/mL de colifo-
mes fecales y menos de 1 huevo viable de nematodos intestinales por litro para su uso en agri-
cultura (Strauss 1985; Cairncross y Mara 1990; OMS, 1989). Al igual que las disposiciones de la
NOM-003-ECOL-1997 (Tabla 9). En este trabajo se environ a analizar las muestras de biol al
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Labroatorio de Parasitologia en CIAD y en ninguna de ellas se encontré la presencia de huevos

de helmintos.
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CONCLUSIONES

Se observo variabilidad en la cantidad de bacterias coliformes totales y fecales en las dos eta-
pas o estaciones del afio en las que se dividio el presente trabajo, siendo mayor la eliminacion
durante la época de primavera-verano.

La baja eliminacién de otofio-invierno puede ser mejorada posiblemente con ajustes en
los tiempos de retencién hidraulica de las heces en las bolsas, principalmente en la bolsa anae-
robia que es donde se lleva a cabo la mayor eliminacion de las bacterias por accién de los pro-
cesos bioquimicos y fisicos que se llevan a cabo en el interior.

En este sentido, también puede ser importante que todo el sistema sea cubierto durante

el mencionado periodo, para evitar que las bajas temperaturas disminuya la capacidad de elimi-
nacion de las bacterias contaminantes.
El sistema completo mostré la capacidad para eliminar la presencia de microorganismos paté-
genos, ya que a pesar de la presencia de Escherichia coli O157:H7 en muestras intermedias,
tanto en la bolsa anaerobia como en la aerobia, al finalizar el periodo de los 30 dias de reten-
cion de la muestra, no se volvié a aislar el patégeno.

La presencia de Salmonella spp., en 4 de las muestras del periodo primavera-verano fue
considerado como contaminacion externa, ya que se comprobd que se debid a la presencia de
una ave muerta en la pila de salida del biol.
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RECOMENDACIONES

Una de las recomendaciones mas importantes para los préximos estudios utilizando el sistema
de biodigestores empleado en el presente trabajo, es el de evitar la entrada de fauna no desea-
da a las inmediaciones del biodigestor, para evitar las dudas del origen de los microorganismos
patdgenos en el biol.

Para mejorar el proceso digestivo en el periodo otofio-invierno se debera utilizar el
biogas generado durante la fermentacién anaerobia, para la generacién de calor.
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