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RESUMEN

Las unidades de produccion porcinas en México generan residuos organicos que hasta el
momento no se han tratado adecuadamente, o bien los métodos existentes afectan
el ambiente de manera directa o indirecta. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto
del uso de un in6culo bacteriano sobre la descomposicion de ciertos residuos organicos
sometidos al proceso de compostaje. Se emplearon residuos solidos extraidos de la
fosa recolectora de aguas residuales de una granja porcina y se mezclaron con aserrin
para formar una matriz de degradacion donde se colocaron cadaveres de cerdo. Este
ecosistema fomento el desarrollo y posterior aislamiento de especies microbianas que
se usaron para elaborar un in6culo enddgeno bacteriano mantenido en un medio mi-
nimo basal, constituido por extracto de compost en una soluciéon mineral. El indculo
endogeno elaborado se adiciond a tres matrices de 150 kg cada una, y se construyeron
otras tres matrices de referencia—todas las cuales contenian cadaveres de cerdo— que
solo recibieron agua peptonada al 0.1 %. Después de un periodo de compostaje de 98
dias y tras un analisis bromatologico, microbioldgico y un bioensayo, se observé que el
indculo acelerd la descomposicion de los cadaveres de cerdo. También se redujo
el tiempo necesario para disminuir la carga microbiana patégena. Adicionalmente, el
indice de germinacion de las semillas de rdbano mejord en las matrices inoculadas,
mientras que el contenido de nitrogeno aumentoé con el tiempo.
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ABSTRACT

In Mexico, pork farms generate organic residues which often are not appropriately
treated before being discharged to waste waters or are treated by methods that directly
or indirectly damage the environment. Thus, the objective of this study was to evaluate
the effect of a bacterial inoculum on the degradation of organic residues under com-
posting conditions. Solid residues from the effluent sump in a pig farm were mixed
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with sawdust to form a degradation matrix, where pig carcasses were composted. This
artificial ecosystem was used to promote the growth and eventual isolation of various
microbial species, which were then used to produce a bacterial endogenous inoculum
that was maintained in a minimum basal medium based on compost extract in a mineral
solution. The inoculum was added to three 150-kg degradation matrices. Three refer-
ence matrices, prepared from pig carcasses as described above, were added with 0.1 %
peptone solution only. After 98 days of composting, microbiological and bromatological
analysis, as well as a bioassay, showed that the inoculum accelerated the decomposition
of pig carcasses. Furthermore, the time required to decrease the pathogenic microbial
load was reduced in inoculated matrices and the germination index of Raphanus sativus
seeds improved, while nitrogen content increased continuously.

INTRODUCCION

En México, las unidades porcinas de produccion
generan residuos solidos organicos como excretas,
animales muertos, placentas y alimento desperdicia-
do. Debido a que éstos contienen agentes patogenos,
se deben considerar segtin la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (SSA 2002) como
residuos peligrosos, biologico-infecciosos, por lo
que se deben manejar apropiadamente (Christensen
et al. 2002, Meeker y Meisinger 2015, Medina et al.
2018). Generalmente, en las unidades de produccion
se establece una zona para que las heces, placentas
y animales muertos se depositen formando pilas de
hasta 1.5 m de altura y de ancho indeterminado, sin
manejo alguno (Vargas et al. 2012, Meeker y Mei-
singer 2015), por lo que esta materia organica se
descompone natural y lentamente sin emitir calor al
medio (Gandolfi et al. 2010, Alberts et al. 2015). En
ese ambiente anaerobico se emiten gases de efecto
invernadero como el metano y el 6xido nitroso (N2O)
que se acumulan en la atmoésfera (Gandolfi et al.
2010, Gerbay Pepper 2014, Medina et al. 2018, Roy
et al. 2018), contribuyendo al calentamiento global
antropico. Ademas, los olores desprendidos generan
malestar para la sociedad (Elving et al., 2010) y atraen
a organismos detritivoros (roedores y artrépodos), lo
que produce un aumento de sus poblaciones (Sadava
et al., 2013) y con ello incrementan la transmision
de enfermedades a los animales (Vargas et al. 2012)
y al hombre.

Algunos autores como Xu et al. (2010), Eamens
et al. (2011) y Vargas et al. (2012) consideran al
proceso de compostaje (PC) como una biotecnolo-
gia que aventaja al enterramiento y la incineracion
debido a que el primer método contamina las aguas
subterraneas y los agentes patdégenos encontrados
en los cadaveres no son inactivados, mientras que
el ultimo requiere que el equipo de cremacion se
encuentre en condiciones Optimas para evitar la

emision excesiva de gases de efecto invernadero a
la atmoésfera (Wilkinson 2007, Bonhotal et al. 2014).
Sin embargo, en México, el PC atin no se emplea
rutinariamente para disponer de la mortalidad de
cerdos generada por causas naturales o por brotes
infecciosos, ya que los unicos métodos aprobados
por las autoridades federales son el enterramiento y
la incineracién, como se menciond anteriormente.
Ambos son recomendados por las normas NOM-007-
Z00-1994 (SAGAR 1994) y NOM-037-ZO0O-1995
(SAGAR 1995). También la SAGARPA (2011) los
recomienda para disponer de las mortalidades de aves
derivadas del sacrificio masivo durante la activacion
del Plan de Emergencia Sanitaria. Sin embargo, el en-
terramiento y la incineracion son procesos terminales
por lo que no generan algin producto aprovechable.
Asi que, para reciclar los bioelementos encontrados
en los cadaveres y residuos organicos, y fomentar su
ingreso dentro de un proceso circular, estos residuos
deben mantenerse dentro de la unidad de produccion
mientras reciben un tratamiento con la intencion de
generar subproductos como fertilizantes que no afec-
ten la salud del hombre, los animales y el ambiente
donde son dispuestos (Wilkinson 2007, Vargas et
al. 2012, Sadava et al. 2013, Gerba y Pepper 2014).

Enrelacion con el tiempo necesario para degradar
excreta de bovinos de carne y leche, Komar et al.
(2012) y Medina et al. (2018) obtuvieron compost
estable y maduro después de 24 semanas de iniciado
el PC). Sin embargo, el tiempo requerido para la de-
gradacion de las carcasas de cerdo es un aspecto que
no ha sido investigado lo suficiente. Epstein (2011)
considera esencial el tiempo necesario para generar
compost estabilizado, ya que algunos aspectos de
logistica y finanzas se verian afectados directamente.
Asi que para mejorar la degradacion de cadaveres y
residuos organicos de origen pecuario en México se
pueden emplear estrategias que incrementen el efecto
degradante (Huerta-Pujol et al. 2010, Roman et al.
2013) o acorten el tiempo del PC (Fernandez et al.
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2006, Epstein 2011, Martinez 2015). Un método em-
pleado durante la remediacion de sitios contaminados
con hidrocarburos es el uso de in6culos (Zucchi et al.
2003, Fernandez et al. 2006, Gandolfi et al. 2010), el
cual se basa en aumentar, en condiciones controladas,
la poblacidén microbiana encontrada en una muestra.
De este modo, para obtener un inoéculo endogeno,
se requiere: i) aislar un consorcio microbiano en
condiciones de laboratorio (Zucchi et al. 2003); i)
demostrar que dicho inéculo tiene capacidad para
degradar un sustrato especifico (Medina et al. 2018),
y iii) liberarlo en el ambiente donde se encuentra el
sustrato blanco para promover la degradacion (Mar-
tinez 2015, Roy et al. 2018).

A nivel nacional, algunas empresas ofrecen
productos basados en enzimas comerciales, pero
los usuarios no reciben capacitacion o carecen de
informacion técnica sobre los subprocesos micro-
biologicos que conforman el PC, de manera que no
pueden determinar el momento en que el proceso de
descomposicion ha terminado o el momento en que
el producto finalizado (compost) alcanza la madurez.
Por estas razones, los objetivos del presente estudio
fueron evaluar el efecto del uso de un indculo endége-
no sobre: i) la inactivacidon de microorganismos pato-
genos encontrados en la materia prima empleada; i7)
el cambio del contenido de nitrogeno total y carbono
organico total durante el proceso de descomposicion,
y iii) la calidad del compost generado.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de la biopila fuente

Se emplearon sélidos crudos (o biosoélidos) pro-
venientes del proceso de filtracion de las aguas resi-
duales encontradas en el carcamo de una granja pro-
ductora de cerdos de 160 vientres, de ciclo completo
(99°31°45” 0, 19°57° 13” N, 2250 msnm), ubicada
en el municipio de Jilotepec, Estado de México. Los
biosolidos se combinaron con aserrin pasado por una
criba metalica con perforaciones de 0.5 cm, adquirido
en una madereria local. Ambos ingredientes fueron
mezclados manualmente por separado y por espacio
de 5 min, hasta formar un cono invertido de base
circular. Posteriormente se tomaron tres submuestras
de 50 g de diferentes zonas del cono, las cuales se
mezclaron para formar una muestra compuesta de
150 g. Los analisis desarrollados fueron: 1) pH con
la técnica descrita por Fernandez et al. (2006); 2)
humedad con la técnica descrita por Huerta-Pujol et
al. (2010), exponiendo las muestras (n=3)de 30 ga
70°C por 24 h; 3) cenizas, para lo cual se incineraron

tres muestras de 5 g (materia seca) a 520 °C (Muffle
Furnace, Blue M, EUA) por 4 h como indica la SE-
DEMA (2011); 4) carbono organico total (COT) con
la técnica de calcinacion descrita por Huerta-Pujol
et al. (2010); 5) nitrégeno total (NT) con el método
Kjeldahl indicado por la SEDEMA (2011). Con los
resultados obtenidos, se mezclaron los biosolidos
con aserrin para elaborar una biopila fuente de 150
kg que present6 una relacion carbono/nitréogeno ini-
cial de 25/1 y humedad del 60 % (higrémetro, TFA,
Alemania) con la intencion de establecer un habitat
con capacidad de autocalentamiento.

Para acondicionar el consorcio microbiano a la
descomposicion de los tejidos de cerdo, se colocaron
a lo largo del eje de simetria vertical de la biopila
fuente la cabeza (cortada por la mitad), el aparato
respiratorio (faringe, laringe, traquea, bronquios
y pulmones) y el corazén de un cerdo de 100 kg.
Después, cada 3 h se midieron tanto la temperatura
del interior de la biopila fuente (TFA, Alemania)
como la temperatura ambiental. Una vez alcanzada
la temperatura recomendada por Wilkinson (2007)
para inactivar agentes patdgenos (55 °C), se tomaron
tres submuestras (a los 30, 60 y 90 cm de la base del
eje de simetria vertical de la biopila fuente) de 100
g, las cuales se mezclaron para formar una muestra
compuesta de 300 g que se transport6d dentro de una
bolsa Ziploc® que se coloco dentro de un termo de
pléstico a 5 °C (Esquivel 2012). El procesamiento
de la muestra se realiz6 6 h después de haber sido
tomada.

Preparacion del inéculo endégeno

El in6culo enddgeno se prepard a base de un ex-
tracto de compost. Para la obtencion de este extracto,
se siguio el procedimiento descrito por Sasaki et al.
(2005), que consistio en adicionar 1 g de compost
(muestra compuesta extraida de la biopila fuente) en
10 mL de una solucion de NaCl al 0.85 %, seguida
de la homogenizacion por 10 min a 150 rpm, a tem-
peratura ambiente.

Posteriormente, se filtro y colect? la fase liquida
que se centrifugo a 1000 x g por 10 min (RC5 Su-
perspeed Refrigerated Centrifuge, Sorvall, EUA).
Se midi6 el pH en el extracto obtenido y se empleo
como referencia para ajustar el pH de otras soluciones
empleadas en el presente experimento. Finalmente, el
extracto fue esterilizado a 121 °C por 30 min.

Para investigar el efecto de la inclusion del ex-
tracto de compost como parte del medio minimo
basal (MMB), se realiz6 un experimento en el que
se compararon las unidades formadoras de colonias
(UFC) empleando medios de cultivo clésicos.
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Esterilizacion a 121 °C por 30 min

Para investigar el efecto de la inclusion del ex-
tracto de compost como parte del medio minimo
basal (MMB), se realiz6 un experimento en el que
se compararon las unidades formadoras de colonias
(UFC) empleando medios de cultivo clasicos. De
cada submuestra obtenida de la biopila fuente, se
hicieron diluciones seriadas desde 1072 hasta 1075,
y se sembraron cajas de Petri (n = 5) que contenian
agar leche (AL) 100 % (Anexo I), agar carboximetil-
celulosa (ACMC) 100 % (Anexo II) y agar extracto
de compost (AEC) 100 %, asi como combinaciones
AL/AEC (50/50 %) y ACMC/AEC (50/50 %). Como
medio de referencia, se empleo agar triptosoya (ATS)
100 %. Todos se esterilizaron (121 °C x 15 min)
y posteriormente recibieron 50 mg/L de nistatina
y-irradiada (Sigma Aldrich, EUA). Los agares fue-
ron sembrados en la superficie con la ayuda de un
diseminador de vidrio Drigalsky. La incubacion se
realiz6 a 37 °C por 24 h en ambiente aerdbico (Dry
Type Microbiological Incubator, Blue M, EUA). So-
lamente fueron enumeradas las cajas con un nimero
de colonias entre 30 y 300.

Las soluciones y medios complementarios
elaborados fueron: 1) solucién mineral: KoHPOj4
0.1 g, KH2PO4 0.1 g, CaCl> 0.5 g y agua destilada
1000 mL; 2) extracto carne de cerdo/aserrin: carne
molida de cerdo 100 g, aserrin 10 g y agua destilada
200 mL. Para preparar MMB, se mezclaron en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL: 100 mL de extracto
de compost, 100 mL de solucion mineral y 50 mL
de extracto carne de cerdo/aserrin, todos estériles y
adicionados con 50 mg/L de nistatina y-irradiada.
Al MMB, se le adicionaron 10 g de compost y la
suspension se coloco a 55 °C y 175 rpm por 5 dias.
Pasado ese tiempo, se transfirié6 1 mL de la suspen-
sion a MMB nuevo y estéril. Este procedimiento se
realizé por quintuplicado. La suspension microbiana
obtenida fue considerada como el in6culo enddgeno
bacteriano (IEB). Para el aislamiento e identificacion
de las bacterias encontradas, se emple6 MMB adi-
cionado con agar (15 g/L). Para revelar la identidad
de los microorganismos, se emplearon las siguientes
pruebas: reaccion de Gram, morfologia microscopica,
viabilidad después de exposicion a 80 °C por 10 min,
tincion de esporas, oxidasa, catalasa, prueba O/F y
motilidad (Alvarez y Mendoza 2005).

Compostaje en biorreactores

Se construy6 una biopila de 300 kg con la misma
relacion carbono/nitrégeno y humedad que la biopila
fuente. Después de formada, se dividi6 en dos partes
iguales de 150 kg cada una. Una parte recibio 5 L de

IEB a 55 °C, mientras que la otra recibi6 5 L de agua
peptonada al 0.1 % preparada segun el procedimien-
to indicado por la SSA (1994) y calentada a 55 °C.
Entonces, cada parte o matriz fue introducida en un
biorreactor (contenedor de plastico de 90 cm de altura
x 57 cm de didmetro) con capacidad de 200 L junto
con la mitad de un cadaver de cerdo de 15 kg, sin la
cabeza. Cada 3 dias se midieron tanto la temperatura
interna (°C) a lo largo del eje de simetria vertical
como la temperatrura ambiental. Después de realizar
los muestreos, las matrices fueron extraidas, los resi-
duos de cerdo fueron recolectados asépticamente y se
pesaron con una bascula analitica (SC4010, Ohaus,
EUA). Las matrices fueron mezcladas manualmente
por 5 min y se adiciond el agua estéril necesaria para
mantener la humedad en 60 %. Para volver a llenar
un biorreactor, se coloco en el fondo una capa de
matriz de 15 cm de altura, encima se acomodaron
parte de los residuos de cerdo, éstos fueron cubiertos
por otra capa de 15 cm de matriz y asi hasta llenar
los contenedores. De este procedimiento se realizaron
tres repeticiones.

Muestreos

Las matrices que recibieron el IEB y las de refe-
rencia se muestrearon a los 0, 14, 28, 42, 56, 70, 84
y 98 dias de introducidas en los biorreactores. Las
zonas criticas de muestreo se ubicaron a 25, 50y 75
cm de la base superior de cada contenedor. Para to-
mar asépticamente una submuestra de 40 g, se retird
aproximadamente 1 kg de matriz de cada una de las
zonas criticas de muestreo ubicadas a 25, 50 y 75
cm de la base de cada contenedor. Las submuestras
se colocaron dentro de una bolsa Ziploc® estéril y
¢ésta a su vez dentro de un termo con hielo. Las tres
submuestras se mezclaron para formar una muestra
compuesta de 120 g. Una vez tomadas las muestras
para los analisis microbioldgicos, se le volvid a dar
forma de cono a la matriz (sin los residuos de cerdo)
y se empleo la técnica de cuarteo descrita por Rycke-
boer et al. (2003) para obtener una muestra de 500 g
que se coloco dentro de una bolsa Ziploc® y ésta a
su vez dentro de un termo con hielo.

Caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras

Las muestras de ambas matrices se sometieron a
los siguientes analisis: 1) COT: la muestra de 50 g se
desecd a 63 °C por 2 h y posteriormente se emplearon
20-30 mg que se introdujeron en un analizador de
carbono organico (TOC5050A, Shimadzu, Japon); 2)
NT: se analizé una muestra de 100 mg empleando el
método Dumas (FLASH 2000, Elemental Analyzer,
Thermo Scientific, Italia).
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Analisis microbioldgico y de fitotoxicidad

Para determinar la cantidad de microorganismos
heterotrofos totales y de la bacteria Escherichia coli
presentes en ambas matrices, se emplearon agar
MMB y agar Fluorocult E. coli O157:H7 (Merck,
Alemania), respectivamente. Se realizaron diluciones
seriadas (desde 107! hasta 10°%), empleando agua
peptonada al 0.1 %. Los medios fueron sembrados en
la superficie con la ayuda de un diseminador Drigals-
ky. La incubacién de microorganismos heterétrofos
totales termofilos y Escherichia coli se realizo a
55y 37 °C, respectivamente, por 24 h en ambiente
aerdbico (Dry Type Microbiological Incubator, Blue
M, EUA). Solamente se enumeraron las cajas con 30
a 300 colonias.

Para obtener el indice de germinacion indicado
por la SEDEMA (2011) se realizé un experimento en
el que se emplearon semillas de rabano (Raphanus
sativus) y las formulas siguientes:

' No.semillas
Porcentaje de germinadas en extracto
germinacion = x 100

. (No.semillas
relativo (PGR) germinadas en testigo)

‘ Elongacion de
Elongacion radiculas en extracto
radicular = x 100

. (Elongacion de
relativo (ERR) radiculas en testigo)

PGRxERR

Indice de germinacién (IG) =
100

Analisis estadistico

De las caracteristicas fisicoquimicas de la ma-
teria prima con que se elaboré la biopila fuente se
reportaron la media y la desviacidn estandar. Para
el experimento con diferentes medios de cultivo, las
variables de respuesta fueron las UFC/g (materia
seca). Se empleo el andlisis de varianza con un nivel
de significancia de a = 0.05, y posteriormente se
uso la prueba de comparacion de medias de Tukey.
Para obtener la tasa de degradacion de las carcasas
de cerdo, se realizaron los calculos indicados por
Zimmer (2008). Para comparar las medias (ca-
racteristicas quimicas, analisis microbioldgicos e
indice de germinacion) de las matrices, se usé la
prueba ¢ de Student con un nivel de significancia
de o = 0.05. Las UFC fueron transformadas a uni-
dades LOGjo. El programa estadistico empleado
fue RCTR (2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los analisis fisicoquimicos de
los biosolidos y aserrin se muestran en el cuadro 1.
El contenido de carbono y nitrogeno encontrado
en esta materia prima fue similar al obtenido por
Christensen et al. (2002), Amir et al. (2008), Nolan
et al. (2011), Komar et al. (2012) y Bonhotal et al.
(2014), por lo que se considera que las unidades de
produccion porcina mexicanas pueden utilizar estos
residuos para realizar una matriz de degradacion en
la que pueden colocar todos los residuos organicos
generados. Entre las ventajas del aserrin se encuen-
tran su costo reducido (Bonhotal et al. 2014), su
facil manejo (Epstein 2011) y en general que es una
mejor materia prima en comparacion con las pajas
y rastrojos (Huerta-Pujol et al. 2010, Komar et al.
2012) y residuos de jardineria (Ryckeboer et al. 2003,
Nolan et al. 2011).

CUADRO I. CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS
DE LA MATERIA PRIMA EMPLEADA.

Caracteristicas Aserrin Biosolidos
pH 6.04 (0.095) 5.44 (0.016)
Humedad (%) 9.18 (1.133)  26.31(3.187)

Materia seca (%) 90.82 (1.113)  73.69 (3.134)
Cenizas (%) 0.91 (0.113)  32.40 (0.136)
Solidos volatiles (%) 99.08 (0.113)  67.60 (0.136)
Carbono organico total (%)  55.05(0.345) 37.53 (2.250)
Nitrogeno total (%) 0.09 (0.000) 2.57 (0.967)

Relacion carbono/nitrogeno 611.66 14.60

Nota: los valores mostrados son la media de tres observaciones
(con base a materia seca). La desviacion estandar se indica
dentro del paréntesis.

Al construir la biopila fuente se formo un habitat
adecuado para el desarrollo de microorganismos
degradadores que, al aislarse y realizar las pruebas
bioquimicas indicadas, se identificaron como Baci-
llus spp., un microorganismo comunmente aislado
de biopilas de materiales compostados. Sasaki et al.
(2005) identificaron (entre otras especies) al Bacillus,
que fue aislado de matrices hechas con excremento
de bovino, y determinaron que tuvo la funcion de
ser un activo asimilador de amoniaco (NH3). Poste-
riormente, Vargas et al. (2007) emplearon cepas de
Bacillus, Streptomyces 'y Ureibacillus para degradar
moléculas de lignocelulosa y concluyeron que el PC
puede acelerarse si se emplean los microorganismos
adecuados.
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La adicién de extracto de compost a los diferen-
tes medios de cultivo empleados mejord el cultivo
y la formacion de UFC (p < 0.05) (Cuadros II y
III). Sasaki et al. (2005), Martinez (2015) y Roy et
al. (2018) concluyeron que el criterio para elaborar
un inoculo endogeno es completamente diferente al
utilizado en el empleo de cultivos microbianos (cepas
purificadas), que posteriormente son combinados y
anadidos a un ambiente especifico. El desarrollo de
cultivos ambientales mixtos se basa en la seleccion
forzada de determinados factores fisicos, quimicos
o0 abidticos que se establecen dentro del biorreactor
en que se cultivan los microorganismos, por lo que
dichos factores deben ser similares a los encontrados
en el ambiente en que se encuentra el sustrato blanco
(Martinez 2015). Roy et al (2018) indican que por
esarazon la gran mayoria de los cultivos microbianos
puros liberados al ambiente son rapidamente inacti-
vados, por lo que no ejercen el efecto de descomposi-
cion esperado. También, Medina et al. (2018) indican
que el uso de indculos en los cuales se aumenta la
densidad microbiana es un tema controversial debido
alos resultados contrastantes encontrados en diversas
investigaciones.

Por estas razones es necesario conocer con pre-
cision los factores abioticos claves en el desarrollo
de un microorganismo, con el fin de preparar medios
de cultivo lo mas similares posibles al ambiente
original y de esta forma evitar que los microorga-
nismos sufran estrés durante el aislamiento y éste se
dificulte. Por ejemplo, Zucchi et al. (2003) emplearon
extracto de suelo estéril y un agente surfactante para
incrementar el numero de bacterias “viables, pero no
cultivables” de muestras de suelo contaminado con
hidrocarburos. La adicion de dichos ingredientes
afectd positivamente sus resultados, de tal manera
que el uso y combinacién de ingredientes sintéticos
y extractos naturales tuvo un efecto sinérgico viable y
benéfico. Zhu et al. (2004), Amir et al. (2008), Epstein
(2011) y Bonhotal et al. (2014) refieren la diferencia
estadistica encontrada entre las diferentes zonas cri-
ticas de muestreo, y coinciden en que ésta se debe
al establecimiento natural de zonas o gradientes a lo
largo del eje de simetria longitudinal de una biopila.
Los resultados encontrados en esta investigacion
muestran que dentro de los biorreactores empleados
también se formaron dichos gradientes. Xu et al.
(2010) explican que la zona con mayor contenido

CUADRO II. CRECIMIENTO BACTERIANO (EN UFC/g DE COMPOST) EN
MEDIOS DE CULTIVO A BASE DE CELULOSA.

ZCM ATS AEC ACMC ACMC/EC
Superior 23 x10%aY 45x10°bY 1.6 x 10%az 2.8 x 10%hY
Central 2.2 %107 aX 8.4x10%cz 9.5%x 107 aY 3.2 x108pY
Profunda 1.8 x 107 bX 2.9 x 10°aX 2.5 % 10°aX 5.1 x 107 ¢X

ZCM: zona critica de muestreo, ATS: agar triptosoya 100 % (medio de referencia), AEC:
agar extracto de compost 100 %, ACMC: agar carboximetilcelulosa 100 %, ACMC/
EC: agar carboximetilcelulosa 50 %/extracto de compost 50 %. Dentro de una fila, los
valores seguidos de letras distintas (a, b, y ¢) son diferentes (p < 0.05). Dentro de una
columna, los valores seguidos de letras distintas (X, Y, y Z) son diferentes (p < 0.05).

CUADRO III. CRECIMIENTO BACTERIANO (EN UFC/g DE COMPOST)
EN MEDIOS DE CULTIVO A BASE DE LECHE.

ZCM ATS AEC AL AL/ EC

Superior 23x10%Y  45x10%hY  14x107aY 12x10°¢Z
Central 22x107aX  84x10%¢Zz  22x10%°X  8.1x107bY
Profunda 1.8x1076X  29x10°%X 1.0x10%°X 1.5x10"bX

ZCM: zona critica de muestreo, ATS: agar triptosoya 100 % (medio de referencia),
AEC: agar extracto de compost 100 %, AL: agar leche 100 %, AL/EC: agar leche
50 %/extracto de compost 50 %. Dentro de una fila, los valores seguidos de letras
distintas (a, b, y ¢) son diferentes (p < 0.05). Dentro de una columna, los valores
seguidos de letras distintas (X, Y, y Z) son diferentes (p < 0.05).
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de humedad y a su vez menor actividad aerdbica fue
la mas cercana al piso de las biopilas formadas en
su investigacion, debido a que la humedad excesiva
impide la difusion adecuada del aire, donde reside
el oxigeno requerido por el proceso de respiracion
celular.

Enrelacion con la descomposicion y a su vez pér-
dida de masa de los tejidos de cerdo compostados, la
tasa de degradacion diaria calculada en las matrices
inoculadas, a los 14 dias del inicio del experimento,
fue de 2.04 + 0.209 % en comparacion con 1.69 +
0.056 % obtenida en las matrices que no recibieron
inoculo. Posteriormente, a los 98 dias del PC, los
resultados fueron: 0.84 + 0.05 % vs. 0.77 £ 0.13%,
respectivamente. Los tejidos de cerdo fueron inicial-
mente degradados de mejor manera (p < 0.05) debido
a que el IEB afiadido gener6 a su vez un incremento
de enzimas especificas que degradaron la misma can-
tidad de sustrato (tejidos animales) que el encontrado
en las matrices de referencia. Eamens et al. (2011), en
ensayos con bovinos muertos de 350 kg enterrados
sin seccionar, obtuvieron una degradacién menor a
la lograda por el compostaje de otros cadaveres de
bovinos de peso similar. También observaron que la
temperatura del sitio donde enterraron a los anima-
les nunca superd los 30 °C, por lo que consideraron
que la respiracién celular no fue la ruta metabdlica
que emplean los microorganismos degradadores. En
contraste, la tasa de degradacion de los residuos de
cerdo encontrada en ambas matrices en el presente
experimento, durante la etapa temprana del PC, fue
alta segun la clasificacion de Zimmer (2008), debido
principalmente al tipo de metabolismo microbiano
prevalente. Bonhotal et al. (2014) explican que la
relacion carbono/nitrogeno reducida de una matriz
incentiva el aprovechamiento debido a los consorcios
bacterianos existentes de las biomoléculas derivadas
de los residuos organicos. Del mismo modo, las
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condiciones del estudio favorecieron el desarrollo
y aislamiento de bacterias, no asi de hongos. En la
naturaleza, esto es, sin la adicion casual o intencional
de fuentes de nitrégeno (p. €j., excreta o animales
muertos), la biomasa microbiana bacteriana crece
en forma lenta (Epstein 2011, Sadava et al. 2014)
debido a que el nitrégeno se encuentra disponible
en cantidades reducidas.

El uso del IEB increment6 las UFC de los mi-
croorganismos descomponedores o heterotrofos, de
tal manera que la densidad méaxima se alcanzo a los
28 dias del PC. Posteriormente, los conteos fueron
reduciéndose gradualmente (Cuadro IV). Este re-
sultado puede deberse a la reduccidon del contenido
de materia orgéanica (compuesta de carbono), lo que
provocd una ralentizacion del crecimiento bacteria-
no. Ryckeboer et al. (2003) también observaron una
reduccion en los conteos de organismos descompo-
nedores con el paso del tiempo, cuando compostaron
residuos de jardineria dentro de contenedores de
pléstico similares en tamafio a los empleados en la
presente investigacion, e indicaron que el motivo
principal de dicho resultado fue la reduccion del
contenido de materia organica.

Al comenzar el experimento, las UFC encontradas
en ambas matrices indicaron la presencia abundante
de la bacteria Escherichia coli, caracterizada por la
fluorescencia de las colonias al exponer el medio de
cultivo a luz ultravioleta (Cuadro I'V). Posteriormen-
te, los conteos fueron reduciéndose a partir de los 28
dias del experimento en las matrices que recibieron
el IEB, por lo que la poblacion bacteriana se redujo
(p <0.05).

Wilkinson (2007), Amir et al. (2008), Epstein
(2011) y Bonhotal et al. (2014) indican que la tem-
peratura es el factor abidtico que afecta de mayor
manera la sobrevivencia de los microorganismos
patdégenos encontrados en la materia prima com-

CUADRO IV. CONTEOS MICROBIANOS (log 10) DURANTE EL PROCESO.

Dias en compostaje

Tipo de microorganismos  Tipo de matriz

14 28 42 56 70 84 98
Heterotrofos totales Sin inocular 3.50 5.49* 6.75% 6.70% 6.89 6.77 6.82 4.73
termofilos Inoculada 3.50 8.68° 9.86" 863>  7.09 7.22 6.89  4.86
Escherichia coli* Sin inocular 8.52 4.12 4128 298 2438 2178 1928 1.66°
Inoculada 8.52 427 2414 0A 0* 0* oA 0

*So6lo se empleod agar Flurocult E.coli O157:H7.

abMedias por columna (heterétrofos totales) con diferente literal, indican diferencia (p < 0.05); “Pmedias por columna
(Escherichia coli) con diferente literal, indican diferencia (p < 0.01). Se realizaron tres repeticiones por tratamiento.
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postada. Debido a que dentro de ambas matrices
la temperatura superd los 55 °C desde los primeros
momentos del PC, se debe considerar que el consumo
y agotamiento de los tejidos de cerdo compostados
fue la raz6n principal de la disminucion con el paso
del tiempo de la cantidad de UFC en las matrices
inoculadas. Eamens et al. (2011) observaron que
la temperatura reducida no tiene la capacidad de
inactivar a la bacteria Escherichia coli presente en
la mortalidad de bovinos enterrados. De hecho, El-
ving et al. (2010) mencionan la posibilidad alta de
recolonizacion por coliformes en biopilas cuando la
temperatura interna es de intensidad reducida. En la
presente investigacion, los conteos bacterianos no
volvieron a incrementarse con el paso del tiempo;
al contrario, la reduccion de las UFC en ambos tra-
tamientos fue gradual hasta obtener, en diferentes
momentos, el grado de inocuidad recomendado por
la SEDEMA (2011).

En relacion con el nivel de COT, éste se incre-
mentd en las matrices inoculadas (p < 0.05) a los
42 dias de iniciado el experimento (Cuadro V).
Posteriormente se reduj6 de manera gradual hasta
uniformarse con el nivel de COT encontrado en las
matrices de referencia. Este resultado puede expli-
carse por medio de dos aspectos principales. Si los
residuos de cerdo fueron degradados con mayor
eficiencia debido al uso del IEB, se puede asumir
que fue liberada mayor cantidad de biomoléculas
(polipéptidos, oligopéptidos, aminoacidos, acidos
nucleicos, acidos grasos, glucdgeno, etc.) hacia la
matriz de degradacion, por lo que estuvieron disponi-
bles para la biomasa microbiana aumentada. Ademas,
debido a que la biomasa microbiana del IEB también
esta conformada por materia organica, ésta pudo ser

la causa principal del aumento en el nivel del COT.
Las moléculas reducidas que contienen carbono (las
cuales constituyeron la materia prima compostada)
fueron oxidadas adecuadamente, por lo que se pro-
dujo suficiente didxido de carbono; esto provocd
que los niveles finales de COT fueran similares
entre tratamientos. Martinez (2015) indica que los
in6culos elaborados adecuadamente aprovechan de
mejor manera los sustratos especificos cuando éstos
son liberados en ambientes contaminados o donde se
encuentra el sustrato blanco.

Para el caso del NT, las matrices inoculadas pre-
sentaron mayor contenido (p < 0.05) de NT con el
paso del tiempo que las matrices de referencia. Sin
embargo, ambos tratamientos presentaron niveles
ascendentes y continuos (Cuadro V), lo que contra-
dice los resultados reportados por Christensen et al.
(2002), Eamens et al. (2011), Epstein (2011), Komar
et al. (2012) y Roman et al. (2013). Este resultado
se explica por la relacion carbono/nitrégeno inicial
(Epstein 2011, Roman et al. 2013) de las matrices
elaboradas, asi como al control de los niveles de
humedad (Komar et al. 2012) y aireacion (Zhu et al.
2004) alo largo del PC. Todos los factores anteriores
evitaron la formacion de ambientes anaerdbicos den-
tro de los biorreactores que fomentaran el desarrollo
de microorganismos con capacidad para desnitrificar
a los nitratos y nitritos formados, lo que conllevaria
a la emision de N>O y gas dinitrogeno (Bonhotal et
al. 2014, Gerba y Pepper 2014). A juicio de Huerta-
Pujol et al. (2010), esta volatilizacion de moléculas
nitrogenadas generaria una reduccion de la calidad
agrondémica del compost al final del experimento.
Durante el presente estudio, las matrices que recibie-
ron el [EB presentaron mayor nivel de NT (p < 0.05)

CUADRO V. CONTENIDO DE CARBONO ORGANICO Y NITROGENO TOTALES DURANTE EL PRO-

CESO.

Dias de compostaje

Analisis Tipo de matriz

0 14 42 70 98
COTCA  pocinda o0 4357 aoor 42 dors
oo e
enmon Snim 31 T

COT: carbono organico total, NT: nitrégeno total, relacion C/N: partes de carbono divididas entre partes de

nitréogeno.

abMedias por columna con diferente literal, indican diferencia (p < 0.05).
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CUADRO VI. INDICE DE GERMINACION (%) EN MUESTRAS DE COMPOST.

Dias de compostaje
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Tipo de

matriz 0 14 28

56 70 84 98

Sin inocular 40.06 79.67 77.50
Inoculada 40.06 6643 73.59

68.93% 79377 66.35%  87.34A
103.06% 101.39% 103.83% 164.97°

AB-Medias por columna con diferente literal, indican diferencia (p < 0.01).

a partir de los 14 dias del inicio del experimento.
Martinez (2015) y Sasaki et al. (2005) han reportado
la capacidad de algunas cepas bacterianas para fijar
nitrégeno atmosférico, por lo que se sugiere realizar
una investigacion adicional enfocada a estudiar algu-
nas capacidades del microorganismo que constituyo
el in6culo elaborado.

Desde los 44 dias de iniciado el PC, las matrices
inoculadas presentaron un indice de germinacion
cercano al 80 %. Sin embargo, no se encontro dife-
rencia (p > 0.05) al compararlo con las matrices de
referencia. Posteriormente, a partir de los 56 dias, el
indice de germinacion de las matrices inoculadas fue
superior (p < 0.05) al de las matrices de referencia
(Cuadro VI). Esto indica un acortamiento en la
duracion del PC. El compost que presenta un indi-
ce menor al 80 % es considerado como clase B, es
decir, debe manejarse con precaucion y con guantes.
Sin embargo, una vez que el indice de germinacion
supera el anterior nivel, es considerado como se-
guro para comercializarse y libre de fitotoxicidad
(SEDEMA 2011). Nolan et al. (2011) elaboraron
matrices con heces de cerdo solas y otras con heces
mezcladas con paja molida, y después de un periodo
de 56 dias de compostaje obtuvieron indices de 78 y
76 %, respectivamente. Es importante enfatizar que
en el presente experimento se emplearon carcasas
de cerdo compuestas principalmente por tejido
muscular, considerado como material ligeramente
recalcitrante (Epstein 2011), por lo que los resul-
tados obtenidos se consideran relevantes. El nivel
ascendente de NT obtenido se debe a que el amo-
niaco (la molécula nitrogenada mas toxica para las
semillas y plantas, ya que no puede ser absorbida por
éstos, derivada del metabolismo de los grupos amino
procedentes de los aminoacidos de origen animal)
fue metabolizada adecuadamente por los microor-
ganismos (tanto autdctonos como adicionados) para
producir moléculas nitrogenadas inorganicas con
mayor disponibilidad para las plantas (Komar et al.
2012, Ryckeboer et al. 2003, Sasaki et al. 2005). Las
sales de amonio (NH4") pueden ser empleadas por
las bacterias, mientras que éstas y el nitrato (NO3")

pueden utilizarse para sintetizar los aminoacidos y
proteinas (enzimas, proteinas de membrana, aci-
dos nucleicos, etc.) requeridos durante el proceso
de mitosis celular (Alberts et al. 2015) empleado
por los organismos productores para aumentar su
biomasa (Germida y de Freitas 2008, Roman et al.
2013). Christensen et al. (2002), Epstein (2011) y
Roman et al. (2013) informan que una vez que el
compost ha perdido fitotoxicidad, se puede emplear
en proyectos agricolas (Roman et al. 2013, Pérez
et al. 2018) y/o comercializarse (SEDEMA 2011).
Medina et al. (2018) mencionan que se requieren
170 dias de PC para que combinaciones de estiércol
de ovino y paja generen un producto maduro, por
lo que los resultados de la presente investigacion
muestran que el uso del IEB formulado acorto el
tiempo del PC de los residuos orgéanicos empleados.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Los biosolidos recolectados de la fosa de efluentes
de una granja porcina pueden mezclarse con aserrin
para formar una matriz que fomente el desarrollo
de microorganismos con capacidad para degradar
residuos organicos. El uso del indculo endégeno
bacteriano disefiado acelerd la descomposicion de
los residuos organicos empleados, redujo de forma
significativa la presencia de Escherichia coli en la
materia prima y genero el incremento temprano del
indice de germinacion del compost producido.

El presente documento muestra informacion
técnica hasta ahora poco conocida por el subsector
pecuario en México (la cual genera gran cantidad
de residuos solidos organicos), por lo que se facili-
tara el entendimiento de los procesos bioquimicos
y microbioldgicos ocurridos durante el proceso de
compostaje. La reduccion en la duracion del proceso
de compostaje permitira optimizar los recursos dispo-
nibles (infraestructura, espacio, personal, maquinaria,
dinero), ademas de fomentar la diversificacion de los
productos ofrecidos por una unidad de produccion
porcina.
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ANEXO 1. PREPARACION DE AGAR LECHE PARA MEDIOS DE CULTIVO

Se pesaron por separado KoHPO4 0.1 g, KH2PO4
0.1 g, CaCl; 0.5 g, peptona universal 2.5 g, extracto
de levadura 2.5 g, y se depositan en un recipiente
de vidrio resistente al proceso de esterilizacion. Se
adicionaron 700 mL de agua destilada y se homo-
geneizd la mezcla. Se midié el pH y se igual6o con

el del extracto de compost. Se adicionaron 15 g de
agar y se calent6 lentamente la mezcla en mechero
hasta alcanzar la ebullicion suave. Por separado, se
pesaron 30 g de leche en polvo (BD-DIFCO, EUA)
y se disolvieron en 300 mL de agua destilada (Ric-
keboer et al., 2003).

ANEXO II. PREPARACION DE AGAR CARBOXIMETILCELULOSA
PARA MEDIOS DE CULTIVO

Se pesaron por separado KoHPO4 0.1 g, KH2PO4
0.1 g,CaCl»0.5 g, peptona universal 2.5 g, extracto de
levadura 2.5 g, carboximetilcelulosa en polvo (Sigma-
Aldrich, EUA) 10 gy se depositaron en un recipiente
de vidrio resistente al proceso de esterilizacion. Se adi-
cionaron 1000 mL de agua destilada, se homogeneizo
la mezcla, se midio el pH y se ajusto con el del extracto
de compost. Finalmente, se adicionaron 15 g de agar

y se calent6 la mezcla lentamente hasta alcanzar la
ebullicion suave. Se esterilizo en autoclave a 121 °C
por 15 min. Cuando la solucion se encontr6 a 48 °C, se
adicionaron 50 mg/L de nistatina y-irradiada (Sigma-
Aldrich, EUA). Para revelar las colonias formadas,
se prepar6 una solucion de rojo Congo al 1 % y se
adiciond en la superficie del cultivo. Posteriormente
se lavo el excedente con agua destilada.



