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RESUMEN

Uno de los objetivos de las ciencias de salud ambiental es limitar la prevalencia
de enfermedades infecciosas que se transmiten a través del medio ambiente, por
lo tanto es necesario conocer la ocurrencia, nivel, destino, exposicion y riesgos
de salud asociados con patégenos en agua, suelo y aire. Ademas a nivel mundial
existe la necesidad de disminuir la contaminacion ambiental, mediante la
generacion de energias renovables utilizando materiales organicos de desecho,
con la finalidad de disminuir la emision de gases de efecto invernadero, mismos
gue deterioran la atmosfera. Ante estos problemas ha surgido una revolucién en
el campo de la biotecnologia, en la cual se trabaja continuamente en procesos
de tratamiento de residuos por medio de estrategias bioldgicas, cuyos objetivos
estan encaminados a la protecciéon del medio ambiente. Dentro de los mas
utilizados se encuentra el uso de biodigestores, por ser un proceso que conlleva
un sistema sustentable, econémico y practico que aporta nhumerosas ventajas
como disminuir, o mejor aun, eliminar el potencial infeccioso de los residuos
utilizados. La biodigestién anaerobia es una alternativa muy importante para la
conversion de desechos organicos contenidos en desechos animales. Mediante
este proceso bioldgico, que en ausencia de oxigeno convierte la materia organica
en biogas y efluentes, se reduce la carga de microorganismos patdégenos que
representan un riesgo de salud y que funcionan como indicadores de la carga
microbioldgica en dicho proceso productivo. Si bien los biodigestores anaerobios
son una tecnologia comercialmente disponible desde hace algun tiempo, la
realidad es que las cargas microbianas de dichos efluentes no son adecuadas
para su uso posterior. El objetivo de este trabajo es valorar la carga microbiana
del efluente al inicio, durante y al final de los procesos de biodigestion y
complementario, mediante técnicas microbiolégicas (para mesofilos aerobios,
coliformes totales y fecales) y microcalorimétricas que nos brinden andlisis mas
precisos. El disefio estadistico es un DCA con los tres sitios de muestreo arriba
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sefialados como tratamientos analizados por ANDEVA (p<0.05) para determinar
su significancia estadistica y una posterior comparacién de medias por Tukey —
Kramer. Se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en la reduccion al
comparar el inicio y el final de todo el proceso para todos los indicadores
bacterianos. Se concluy6 que la estrategia del proceso complementario a la
biodigestion es fundamental para reducir a niveles adecuados para usos

posteriores los efluentes generados a lo largo del proceso.

Palabras clave: coliformes totales, coliformes fecales, mesoéfilos aerobios,

biodigestion.
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ABSTRACT

One of the goals of environmental health sciences is to limit the prevalence of
infectious diseases that are spread through the environment, therefore it is
necessary to know the occurrence, level, fate, exposure and health risks
associated with pathogens in water, soil and air. Also, there is a need to reduce
environmental pollution, through the generation of renewable energy using waste
organic materials, in order to reduce emission of greenhouse gases, same that
will deteriorate the atmosphere. Due to these problems has emerged a revolution
in the biotechnology field, in which continuously work in treatment of waste
processes by means of biological strategies are made, whose objectives are
aimed to the environmental protection. Within the most commonly used there are
bio-digesters, for being a process that entails a sustainable, economical and
practical system that provides numerous advantages as decrease, or better still,
remove the potential infectious of used waste. The anaerobic biodigestion is an
important alternative for the conversion of organic waste contained in animal
waste. Through this biological process, which converts organic matter in biogas
and effluents in the absence of oxygen, it is reduced the load of pathogenic
microorganisms that represent a health risk and that act as indicators of
microbiological load in the productive process. While anaerobic bio-digesters are
a commercially available technology for some time, the reality is that microbial
loads of these effluents are unsuitable for further use. The objective of this work
was to assess the microbial load of the effluent to the beginning, during, and at
the end of biodigestion and complementary process, using microbiological (for
aerobic mesophilic bacteria, total and fecal coliforms) and microcalorimetrical
techniques that provide more precise analysis. Statistical design was completely
randomized with three sampling sites analyzed by ANOVA (p<0. 05) to determine
statistic differences and a media comparison by Tukey-Kramer. Significant
differences (p <0.05) were obtained in the reduction when comparing the
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beginning and the end of the whole process for all the bacterial indicators. It was
concluded that the strategy of the process complementary to the biodigestion is
fundamental to reduce to suitable levels for later uses the effluents generated
throughout the process.

Keywords: Total coliforms, fecal coliforms, aerobic mesophilic bacteria,

biodigestion.
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l. INTRODUCCION

En el mundo existe necesidad de disminuir la contaminacién ambiental en aire,
suelo y agua, por lo que es necesario buscar alternativas amigables con el medio
ambiente para disponer de los desechos generados, ejemplo de ello, la
generacion de energias renovables utilizando materiales organicos de desecho,
como una alternativa viable para la disminucion de contaminantes. Los materiales
organicos desechados en un proceso productivo, pueden ser utilizados en un
nuevo proceso bioldgico para la produccion de biogas, sustancias mejoradoras
de suelos agricolas y biofertilizantes.

Un tratamiento apropiado de los materiales organicos de desecho coadyuva con
la reduccién de emisiones de gases generadores de efecto invernadero. Los
desechos organicos generados particularmente por el sector agropecuario son
de suma importancia debido a que son emisores de metano, O0xido nitroso y
dioxido de carbono; tres componentes importantes, responsables del deterioro
de la capa de ozono atmosférica.

Por lo que el impacto ambiental ocasionado por los desechos organicos ha
impulsado una revolucion en el campo de la biotecnologia, que busca aportar
procesos bioldgicos para el tratamiento de residuos, encaminados a la proteccion
del medio ambiente.

Dentro de estos procesos, uno de los mas utilizados es la biodigestion, un
proceso que conlleva un sistema sustentable, econémico y practico que aporta
numerosas ventajas como disminuir, o mejor aun, eliminar el potencial infeccioso
de los residuos organicos tratados (SEMARNAT, 2006).



Mediante la biodigestion anaerobia, el gas metano producido mediante
materiales organicos de desecho se atrapa dentro del proceso y evita la
contaminacién ambiental, ademas de evitar la transmision de enfermedades
causadas por microorganismos patdgenos presentes en dichos materiales. Este
proceso se conforma como una estrategia para la generacién de compuestos
de valor agregado a partir de desechos organicos, principalmente metano como
combustible y biofertilizantes liquido y solido (Almeida y col., 2011).

México enfrenta un serio problema ambiental y consecuentemente se requieren
cambios, entre otros, en legislaciones ambientales con respecto al manejo de
desechos organicos. En paises en vias de desarrollo como el nuestro, los
sistemas de controles sanitario y ambiental resultan insuficientes, debido a una
planeacién escasa para la evaluacion del contenido de patdgenos y reducciéon de
los mismos en desechos en general.

En el caso particular de los desechos organicos, ha surgido un incremento en su
generacion debido al crecimiento demografico, principalmente en zonas urbanas
y con ello el incremento de los desechos organicos tanto soélidos como liquidos,
lo que en la actualidad se ha convertido en un problema ambiental importante.
Se estima que cada persona produce en promedio 0.77 kg, de desechos
orgénicos al dia, aunque esta cifra crece constantemente (Troschinetz y Mihelcic,
2009). En los ultimos afios, la generacion de estos desechos solidos esta cerca
de los dos billones de toneladas por afio, y se cree que incrementara a tres
billones en 2025 a nivel global (Charles y col., 2009).

Debido a lo planteado anteriormente, existe la necesidad de optimizar y hacer
mas eficientes los procedimientos que existen para el tratamiento de desechos
orgénicos. El mejoramiento de los sistemas de tratamiento de desechos actuales
ayudard a resolver los problemas ambientales que ocasionan los desechos
organicos, ademas de aprovecharlos como fuente de produccién de energia y

remediadores de suelo (Buenrostro y Bocco, 2003).



En el presente trabajo se busca valorar los niveles de los indicadores sanitarios
durante el proceso de biodigestion, asi como después de un proceso
complementario al mismo, encaminado a conocer la cinética de las poblaciones
bacterianas durante dicho proceso. El alcance de la informacién generada
aportara un conocimiento cuantitativo de dichas cinéticas que describira los
cambios en los niveles de las poblaciones durante el proceso y cotejar asi que
los efluentes tengan un menor impacto ambiental y puedan por lo tanto tener una

mayor gama de usos posteriores.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Biodigestién Anaerobia

La biodigestion anaerobia es una alternativa muy importante para la conversion
de desechos organicos. En diferentes @mbitos productivos como el tratamiento
de aguas residuales en la industria, aguas tratadas, los desechos animales tanto
de grandes unidades de produccion, como los generados en pequefias granjas
en sus actividades cotidianas, se logran procesar mediante este sistema,
obteniendo resultados favorables.

Es ademas, un proceso bioldgico que en ausencia de oxigeno, convierte la
materia organica en biogas y otros compuestos sélidos. El biogas consiste
primordialmente de diéxido de carbono (CO2)y metano (CHa), entre otros gases.
El metano generado, puede ser utilizado como fuente de energia renovable para
cocinar, generar calor y energia. Mientras que los efluentes liquidos y sélidos
pueden ser también utilizados como fertilizantes organicos y/o mejoradores de
suelos, que incrementan la productividad agricola (Surendra y col., 2014; Garfiy
col., 2011). Por lo que se ha catalogado a la biodigestion, como una tecnologia
gue contribuye a un manejo integro de estiércol en la agricultura a pequefa
escala.

La tecnologia de los biodigestores durante los dltimos afios se ha difundido
ampliamente en diversos paises tanto desarrollados como los subdesarrollados.
En América Latina durante la Gltima década del siglo pasado estos prototipos han
apoyado a los productores rurales esencialmente con la produccion de biogas
como una energia alternativa para generar electricidad y combustible para
motores de combustién interna como generadores eléctricos. Otra alternativa es

la utilizacion del biogas como fuente para cocinar o producir calor en viviendas



rurales, sin dejar de aprovechar el biol (fertilizante organico) como mejorador de
suelos en la agricultura, debido a sus componentes organicos e inorganicos que
resultan de gran importancia para suelos agricolas (Vinneras y Schonning, 2011).
No obstante, la evaluacion microbioldgica del biol es un importante indicador de
higiene que debe controlarse y comprobarse cuando es utilizado para fertilizar
cultivos de consumo directo y de productos de contacto mas cercano por el
hombre, ya que la reduccion de microorganismos patdégenos a través de este
proceso no siempre se alcanza en los niveles 6ptimos o recomendados para su
uso (Vinneras y Schonning, 2011).

Lo anterior es por el riesgo potencial que existe cuando se genera el biol, ya que
dicho efluente si no se controla puede contener patdgenos tales como:
Salmonella, Listeria, Campylobacter, entre otros, en cantidades por encima de
las normas de aguas de reuso que llegan a afectar severamente la salud publica.
Debido a lo anterior, se recomienda que el biol se analice microbiol6égicamente
antes de ser utilizado en tierras de cultivo. En la Unién Europea, tanto el analisis,
como el uso estan apropiadamente regulados (Bagge y col., 2005).

Los desechos organicos de origen animal que generalmente son utilizados para
la produccién de biogas se dividen en tres categorias, dependiendo del grado de
contaminacién por patdgenos que afectan al ser humano. Dentro de la primera
categoria estan los materiales que probablemente tienen presencia de priones,
por lo cual, es necesario incinerarlos y no pueden ser incluidos en el
procesamiento para la produccion de biogas. En la categoria 2, se incluye el
material que necesariamente tiene que ser esterilizado a 133°C con 3 bars de
presion por 20 minutos, antes de ser utilizado o manipulado en plantas
generadoras de biogas. Por Ultimo estan los productos de la categoria 3 o
materiales producidos por animales saludables; éstos requieren una temperatura
de 70°C durante 60 minutos antes del proceso de la biodigestion (Bagge vy col.,
2005).



La parte organica de los desechos soélidos ha sido considerada como una fuente
muy importante para la elaboracion de productos de interés, mediante procesos
en los cuales estan involucradas poblaciones microbianas (Lesteur y col., 2010).
La conversion de materia organica a biogas es llevada a cabo por una estrecha
colaboracion de microorganismos, a través de una seria de fases metabdlicas:
hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Surendra y col., 2014).

En la primera fase de conversion, los compuestos organicos complejos son
degradados a compuestos mas sencillos. Los lipidos son degradados a acidos
grasos de cadena larga, glicerol y otros lipidos simples. Las proteinas son
transformadas en aminodacidos libres y oligopéptidos. Por su parte los
polisacaridos son convertidos en mondmeros solubles y oligébmeros. Esta etapa
recibe el nombre de licuefaccion.

Después, la segunda etapa es llamada acidogénesis y en ésta se lleva a cabo la
fermentacion. Dicha etapa es llevada a cabo por accién de bacterias
fermentadoras o hidroliticas, que liberan enzimas extracelulares. Los
componentes mas solubles son fermentados por bacterias acidogénicas,
convirtiéndolos en una mezcla de diéxido de carbono (CO3), hidrégeno molecular
(H2), alcohol y acidos grasos volatiles de bajo peso molecular, tales como los
acidos propionico y butirico.

La tercera etapa de la produccidon de biogas tiene por nombre acetogénesis. En
esta etapa los alcoholes y acidos grasos volatiles son oxidados anaerébicamente
por bacterias acetogénicas, estas bacterias transforman los alcoholes y los
acidos grasos libres en acetato, hidrégeno molecular y diéxido de carbono
(Khanal, 2008).

Finalmente se transforman el acetato, hidrégeno molecular y didxido de carbono
a una mezcla de metano y diéxido de carbono. Las bacterias metanogénicas
acetotroficas utilizan acetato como sustrato en el proceso que recibe el nombre
de metanogénesis acetotrofica, mientras que en la metanogénesis

hidrogenotroéfica se reduce el diéxido de carbono por accion del hidrégeno



molecular, que funciona como donador de electrones. Ambas forman la fase de

la metanogénesis, es decir, produccion de metano.

Del total de metano que se produce durante la biodigestion, cerca del 70%

proviene de la descarboxilacion de acetato, mientras que el restante, es

producido en su mayoria por la reduccion de diéxido de carbono. Una pequeia

porcion, es producida por los acidos formico, propionico y butirico (Zieminski y

Frac, 2012).

Fermentacidn

Metanogénesis
acetotrofica

METANOGENESIS

MATERIA ORGANICA COMPLEJA

(Carbohidratos, proteinas, lipidos)

l Hidrdlisis

Fermentacion

Homoacetogénesis

Oxidacion
anaerobio

Metanogénesis
hidrogenotrofica

Figura 1. Etapas del proceso de la metanogénesis (Surendray col., 2014)



2.1.1 Ventajas y Desventajas de la Biodigestion Anaerobia

La retencién de desechos organicos durante un periodo promedio de 3 semanas
en condiciones mesofilicas y anaerdbicas son suficientes para eliminar
patbgenos causantes de tifoidea, cOlera, disenteria, esquistosomas Yy
anquilostoma. Sin embargo, para eliminar otro tipo de patégenos que resultan
infectivos como huevos de helminto, E. coli y Enterococcus spp. se necesita el
misSmMo proceso, pero con un mayor tiempo de retencion de desechos entre 8 y
100 dias aproximadamente, dependiendo siempre de las condiciones climaticas.
Por lo tanto, si la reduccion de patdgenos por estos procesos no es efectiva,
entonces, la biodigestion es una tecnologia inadecuada para permitir una
subsecuente utilizacion de biofertilizantes para el uso agricola (Bond y
Temppleton, 2011).

La biodigestion de desechos de ganado en pequefias granjas de paises en vias
de desarrollo, tiene diversos beneficios. Provee de un biocombustible para
sustituir a la biomasa que debe ser sometida a combustion como madera o
estiércol solido. Debido a que se evita la combustion de madera y estiércol sdlido
se mejora la calidad del ambiente disminuyendo, por un lado la deforestacion
masiva y descontrolada; y por otra parte, se disminuye la emision de gases de
efecto invernadero. Ademas, se protege al ambiente por accion del tratamiento
de aguas de desecho. Aunado a lo anterior, otro beneficio para la sociedad
aportado por la biodigestion es la disminucion en la carga de trabajo en nifios y
mujeres por el acarreamiento y almacenamiento de lefia para cocinar y producir
calor en épocas invernales (Garfi y col., 2011). Ademas bajo este proceso, suma
un componente mas en la remediacion de emisores de gases de efecto
invernadero.

Dentro de las pocas desventajas del biodigestor, se encuentra el arranque lento
de la biodigestion, debido a la baja velocidad en el desarrollo y metabolismo de

los microorganismos presentes en el proceso. También se debe tomar en cuenta



la temperatura ambiente y la del sustrato, misma que debe permanecer cercana
a los 35° C, para que la actividad bacteriana sea 6ptima y se logre la ultima etapa
conocida como metanogénesis, de no mantenerse esta Ultima variable, las
fluctuaciones pueden interferir en los productos finales de biodigestion. Aunado
a ello, el dispositivo debe instalarse en un area aislada y cercana a donde se
recoge el material organico de desecho (estiércol) para la facilidad de traslado.

2.1.2 Productos de la biodigestion

La biodigestién anaerobia proporciona un fertilizante organico liquido, llamado
biol y un combustible conocido como biogas. Ambos pueden tener un buen
aprovechamiento; el biogas, como fuente de energia. El biofertilizante, debido a
Sus macro y micronutrientes, una vez que es aplicado sobre tierras de cultivo,
tiene grandes beneficios fisicos, quimicos y bioldgicos, que incrementan la
productividad del cultivo. El biol es capaz de penetrar el suelo rapidamente y asi
reducir el riesgo de la conversion del nitrdgeno contenido en amoniaco (Weiland,
2010).

El biogas es un producto que puede ser utilizado como fuente de energia en la
cocina doméstica y en otras actividades para producir calor, también como
combustible alternativo (Botero y Preston, 1987). El uso de este energético
contribuye a disminuir la contaminacion y deterioro del ambiente, ademas de
coadyuvar a un menor uso de gas LP (Marti, 2008).

La composicién del biogas varia dependiendo del tipo de materia prima utilizada
y condiciones del biodigestor. En general esta constituido entre 50 y 75% de
metano y entre 25 y 50% de dioxido de carbono, acompafado de otros
componentes como vapor de agua, acido sulfhidrico y amoniaco (Muyalert y col.,
2000). Dentro de sus propiedades destacan, una temperatura de ignicion de 650
a 750°C y su flama alcanza temperaturas de hasta 870 °C (FAO, 2011).
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El biol es considerado un abono y un fertilizante. Un abono, en general, se
considera aquel material que se aplica al suelo para estimular el crecimiento de
las plantas de manera indirecta, mediante la mejora de las propiedades fisicas
del suelo. El biol genera un incremento de la actividad biol6gica, ya que aporta
nutrientes, energia y hébitat para los microorganismos del suelo, retiene
nutrimentos y metales pesados que de otra forma se lixiviarian, ademas de
favorecer la estructura del suelo mediante su funcién como agente cementante
de las particulas del mismo, formando agregados estables durante periodos de
humedecimiento y secado. Por ultimo, incrementa la porosidad, mediante la
formacion de agregados que aumentan la retencion de agua en suelos arenosos
y la permeabilidad en suelos arcillosos (Figueroa y cueto, 2003).

Ademas, se considera como fertilizante cuando estimula el crecimiento de las
plantas de manera directa a través del aporte de nutrimentos indispensables. En
el contexto anterior, el biol proveniente de ganado cumple con los requisitos para
ser considerado, tanto un abono como un fertilizante, ya que mejora las
condiciones del suelo, ademas de aportar nutrimentos a las plantas para
potencializar su desarrollo (Figueroa y Cueto, 2003).

La composicion quimica del biol incluye la presencia de varios minerales
requeridos para el desarrollo de plantas. Contiene macronutrientes como;
nitrégeno, potasio y fésforo; ademas de contar con calcio, magnesio y zinc en
una menor proporcion. Estos minerales en conjunto brindan una mejor
produccién de biomasa vegetal. Un ejemplo valioso son los forrajes, que ocupan
estos macronutrientes primordiales para su desarrollo (Manahan, 2007).

Se ha demostrado que durante la biodigestiéon se disminuyen las bacterias
presentes en los desechos organicos. Durante la valoracion del estiércol de cerdo
gue ingresa a un biodigestor y el efluente de salida del mismo, disminuye las
demandas quimica y bioquimica de oxigeno en 50 y 68% respectivamente, lo que
nos indica cdmo se lleva a cabo la degradacion de materia organica por accion

de los microorganismos presentes durante el proceso. El decremento de estas
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variables refleja también la disminucién de bacterias presentes en los desechos
(Soria y col., 2001).

2.2 Biodigestores

Un biodigestor, es un sistema que se utiliza para el tratamiento de desechos
organicos liquidos o solidos. Los desechos que son sometidos al tratamiento,
resultan perjudiciales para el medio ambiente y contienen un potencial infeccioso
o de riesgo para la salud humana. El objetivo del tratamiento en el biodigestor es
que el riesgo a la salud y el impacto ambiental de los efluentes generados, sean
menores que el riesgo e impacto presentes en los desechos previos al
tratamiento (Teglia y col., 2010).

El primer biodigestor que se tiene noticia, fue disefiado en la década de 1770 y
desde entonces a la fecha se le han realizado modificaciones hasta contar con
modelos modernos a los que se les han incorporado diferentes avances
tecnolégicos. En Alemania, se construydé por primera vez una planta de
biodigestion en 1906 y para el afio 2000 ya se contaban con mas de 400, para el
afo 2010 existian alrededor de 5500 biodigestores. En paises como Espafia,
Dinamarca, Suiza, Suecia y China los biodigestores son ampliamente utilizados
con la finalidad de convertir toneladas de desechos en grandes cantidades de
biogas (Vizquez, 2011). En México la utilizacién de la biodigestion no es una

practica rutinaria, que se busca impulsar.

2.2.1 Clasificacion

Los biodigestores se clasifican dependiendo de la forma en que son construidos
y alimentados con los desechos organicos. En la actualidad, los tipos de
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biodigestores mas utilizados son: (1) régimen estacionario o batch, (2) régimen
semicontinuo, (3) desplazamiento horizontal y (4) régimen continuo.

Los biodigestores estacionarios consisten en tanques sellados herméticamente,
con una salida de gas en la parte posterior. Se cargan de materia organica una
vez durante el proceso y se descargan cuando se ha dejado de producir gas. Los
de régimen semicontinuo se instalan en una fosa de tierra, se cargan una vez al
dia y en la parte superior cuentan con una campana donde se almacena el
biogas.

Los biodigestores de desplazamiento horizontal también se construyen bajo tierra
y operan en forma semicontinua, mientras la carga de desechos se introduce por
un extremo y el efluente sale sobre el extremo opuesto. Mientras que los de
régimen continuo se utilizan generalmente para el tratamiento de aguas negras,
son de gran tamafio y emplean equipos de calefaccion para uso industrial
(Mandujano y col., 1981).

No existen registros de la utilizacion de biodigestores que empleen y demuestren
la utilidad de un tratamiento anaerobio, seguido del tratamiento aerobio para
obtencién de efluentes de interés. La mayoria de ellos son bajo condiciones
anaerobias Unicamente e instalados bajo tierra. Al ser instalados bajo tierra, la
temperatura es mas estable por lo que las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas presentan una menor variabilidad y eso permite una mayor estabilidad
para el metabolismo bacteriano catabdélico (Dominguez y col., 2012).

2.2.2 Factores Importantes para el Funcionamiento del Biodigestor

Las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas con las que debe contar un
biodigestor son las siguientes: microorganismos apropiados (acidogénicos,
acetogénicos y metanogénicos) que coexisten para desarrollar todas las fases
del proceso microbiolégico; aunado a ello, se debe mantener la temperatura

Optima del sustrato (entre 25 y 35 °C), asi como los nutrientes necesarios en los
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desechos organicos para la funcion y sobrevivencia de los microorganismos
presentes, el intervalo del pH entre 6.5y 7.5 y humedad adecuada (Puerta,
2003). Es importante también alcanzar hermeticidad en el biodigestor para que
no entre oxigeno al sistema. Una vez obtenidas estas propiedades dentro del
reactor biolégico, el contenido de nutrientes no se ve afectado, lo que da como
resultado un excelente fertilizante de suelos agricolas (Vizquez, 2011).

2.3 Microrganismos Involucrados en la Biodigestion Anaerobia

El objetivo primordial de las ciencias de salud ambiental, es limitar o disminuir la
incidencia de enfermedades infecciosas por accion de diversos factores de
impacto ambiental. Los biosélidos de desecho, por su propia naturaleza, son una
fuente de diversos microorganismos de importancia sanitaria y también de
patdgenos, asi como una fuente de sustancias téxicas. Debido lo anterior, cuando
los desechos son sometidos a biodigestion, los efluentes obtenidos requieren una
exhaustiva examinacion antes de ser vertidos en el suelo o en el agua para
asegurar que no generen un impacto negativo sobre el medio ambiente.

En las aguas residuales existen una gran cantidad de grupos de
microorganismos, entre ellos los microorganismos fecales representan la
poblacion predominante. La disposicién inadecuada de este tipo de desechos,
aunada con la supervivencia debida a la formacién de consorcios bacterianos,
podria representar un marcado riesgo a la salud de seres humanos, ya que como
resultado final de la biodigestién, el biol puede contener una gran cantidad de
microorganismos.

En respuesta a las elevadas poblaciones de microorganismos presentes en
desechos liquidos como aguas residuales o efluentes de biodigestion, se han
desarrollado normas y lineamientos, que establecen los niveles maximos

permisibles de contaminantes, al igual que el manejo mismo de los biosdlidos.
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Como los indicados en la NOM-004-SEMARNAT-2002, que se muestran en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Limites maximos permisibles para patégenos y parasitos en lodos

y biosdlidos
Clase Indicador bacterialogica Patigenos Parasitos
de contaminacion
Coliformes fecales Salmonella s.p.p. Huevos de helminto/g
NMP/g en base seca NMP/g en base seca en base seca
A Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 1 (a)
B Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 10
C Menor de 2 000 000 Menor de 300 Menor de 35

NMP: nimero mas probable, {a) Huevos helminto viable,
Fuente: NOM-004-SEMARNAT-2002,

Las regulaciones actuales estan basadas en indicadores bacterianos
convencionales y en ciertos patdgenos. Sin embargo, aln es necesario
informacion mas certera sobre la supervivencia de los microorganismos después
del proceso de biodigestién, al igual que la necesidad de estudiar la posibilidad
de algun proceso adicional que permita una mayor disminucion de dichos niveles
de patégenos, hasta permitir que los efluentes tengan el minimo impacto en la
salud y el ambiente.
La deteccion de microorganismos en hiosdlidos y efluentes liquidos es costosa,
compleja e involucra ensayos o procedimientos que pueden llegar a ser extensos
ya que requieren largos periodos de tiempo, debido a la naturaleza de los
procedimientos microbioldgicos analiticos. Esto reduce y limita la capacidad para
determinar con precision el nivel de microorganismos presentes al finalizar el
proceso de biodigestion en los sistemas comunmente utilizados en el campo
(Guzman y col., 2007).
La evaluacion de niveles de coliformes fecales, Salmonella spp., virus entéricos,
huevos de helminto y protozoarios, es indispensable para tener un buen indicador
del proceso de tratamiento de desechos organicos. Ademas, es de gran utilidad
15



investigar la ocurrencia de otros patdgenos como esporas de Clostridium,
bacteridéfagos y virus de ARN especificos, mediante técnicas que permitan hacer
comparaciones con los indicadores convencionales y tener un mayor control en
dicho proceso, evitando o disminuyendo los riesgos ambientales y de salud
publica (Blanch y col., 2004).

En México existe una norma oficial que establece los limites maximos permisibles
de contaminantes, en aguas residuales tratadas con fines de relso en servicios
al publico, con el objetivo de proteger el medio ambiente y la salud de la
poblacién. Al ser una Norma Oficial Mexicana (NOM) es de observancia
obligatoria en todo el pais para los usuarios de dichas aguas tratadas (NOM-003-
ECOL-1997). Existe también la norma NOM-004-SEMARNAT-2002 que regula
los biosélidos. Una limitacién de esta norma es que la técnica del "nUmero mas
probable™ utilizada para contar los microorganismos, no permiten realizar un
analisis estadistico robusto para entender la dindmica poblacional de los
diferentes grupos bacterianos presentes durante la biodigestion.

Por lo anterior es necesario realizar estudios de dinamica poblacional con analisis
microbioldgicos utilizando técnicas de conteo basadas en estadistica paramétrica
que permitan un andlisis estadistico robusto, aun cuando se tengan que usar
unidades de conteo diferentes a las recomendadas por la Normas previamente
mencionadas.

Cuando se estudian las dinamicas poblacionales durante un proceso se evaltan
diferentes grupos bacterianos. Entre los indicadores sanitarios mas comiunmente
utilizados para evaluar dinamica poblacional se pueden considerar los mesofilos
aerobios, coliformes totales y coliformes fecales. Estos tres grupos abarcan la
mayoria de los microorganismos presentes en las muestras de desechos
orgénicos sometidos a biodigestion.

El grupo de los mesoéfilos aerobios reflejan la calidad sanitaria de muestras
analizadas, indicando condiciones higiénicas dentro de la manipulacion de las

mismas. En este grupo de bacterias se incluyen todos los microorganismos que

16



son capaces de desarrollarse de manera éptima en presencia de oxigeno y a
temperaturas entre 30 y 40° C (36° C como un umbral comiunmente aceptado).
Mientras que el término o poblacion de “coliformes” fue establecido para describir
a cierto grupo de bacterias entéricas. No representan una clasificacion
taxondmica, sino una definicion de trabajo que se utiliza para describir a un grupo
de bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas, en forma de barra y que
son capaces de fermentar lactosa para producir acido y gas dentro de 48 horas
a 35°C. (Feng y col., 2013).

Se denomina coliformes totales a toda la poblacion bacteriana con las
caracteristicas antes mencionadas y se desprende de éste, un subconjunto
llamado coliformes fecales, el cual crece y fermenta la lactosa a temperatura de
incubacion mas elevada (44.5 °C). Este grupo, esta compuesto principalmente
por E. coli entérica. Por esto el grupo de coliformes es de gran importancia como
indicador sanitario de calidad, para evaluar la contaminacion de agua y para el

procesamiento de alimentos (Feng y col., 2013).

2.3.1 Medicién de Coliformes Fecales

Los coliformes fecales son el indicador mas utilizado en la microbiologia para la
deteccion de préacticas higiénicas inadecuadas. Este indicador puede
determinarse en materias primas, diferentes etapas del procesamiento de los
alimentos, superficies vivas e inertes y practicamente todos los diferentes pasos
gue recorre un alimento desde que es materia prima hasta que llega a la mesa
del consumidor.

Igualmente dicho indicador se usa para valorar la calidad sanitaria de agua y hielo
utilizados en diferentes areas de procesamiento de alimentos. También se puede
aplicar este indicador a diferentes tipos de bebidas preparadas e infusiones.
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Dicho indicador puede ser determinado utilizando tanto medios liquidos, como
solidos.

El objetivo del método es determinar el nimero de microorganismos coliformes
fecales presentes en diferentes tipos de matrices, como las previamente
mencionadas. El fundamento de dicho método es determinar el nimero de
microorganismos coliformes presentes en una muestra, utilizando un medio
selectivo en el que se desarrollan bacterias a 45°C en aproximadamente 24 - 48h.
Posteriormente, como resultado, se observa la produccién de gas y acidos
organicos, los cuales viran el indicador de pH en el medio y precipitan las sales
biliares, permitiendo asi el conteo de las colonias desarrolladas (Geldreich y col.,
1965).

2.4 Método Calorimétrico para Cuantificacion de Carga Microbiana

La calorimetria es una técnica que mide la produccion de calor en los procesos
gue ocurren en una muestra determinada (Wadso, 1997). El flujo de calor
(potencia térmica) que se mide bajo este procedimiento, esta directamente
relacionado con la cinética del proceso que se estudia. Debido a que la
microcalorimetria es una técnica no especifica, los resultados deben siempre
complementarse con determinaciones de tipo fisico, quimico y microbiol6gico
realizadas mediante técnicas convencionales. La ventaja de esta técnica es que
las mediciones son continuas (Cabral, 2007).

Las técnicas modernas de calorimetria, representan un gran avance para
establecer comparaciones con los resultados obtenidos para el conteo de
microorganismos mediante las técnicas microbioldgicas tradicionales. La
calorimetria en comparacion con las técnicas de cultivo tradicionales tiene
requerimientos de funcionamiento sencillos y obtencién rapida de resultados
(Gardeay col., 2002).
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El crecimiento de microorganismos esta relacionado con la generacién de calor,
ya sea en forma aerdbica o anaerébica y que el producto final sea biomasa o
metabolitos. Los procesos catabolicos se asocian con un decrecimiento de la
energia libre; parte de la energia liberada se conserva en enlaces de gran energia
de adenosin trifosfato (ATP) o en otros compuestos almacenadores de energia,
gue la suministran cuando es requerida para la biosintesis y la actividad
metabdlica en general. El resto de energia de los sustratos originales es liberada
como calor; ademas, la produccion de calor durante el catabolismo de nutrientes
ricos en energia, asi como la energia liberada como calor en la utilizacién del
ATP en la actividad celular, proveen un medio para el crecimiento microbiolégico
y otras funciones celulares (Moreno y Giraldo, 2006).

Otras aplicaciones de microcalorimetria en ciencias microbiolégicas, ha sido
usada para valorar la calidad en mariscos, al igual que ha sido usada para medir
la degradacion de plomo por accion de microorganismos en suelos contaminados
(Teeling y Cypionka, 1997).

También se ha reportado (Ravoo y col., 2000), que la microcalorimetria se utilizd
para medir la eficacia de extractos de plantas como antimicrobianos, valorando
su efecto en cepas de Streptococcus mutans; responsable de la caries dental.
Otra aplicacion importante reportada es el monitoreo del crecimiento bacteriano
en leche (Berridge y col., 1974; Gardea y col., 2002).

Las tecnologias de biodigestion comercialmente utilizadas para reducir riesgos
de contaminacion ambiental y de salud, han resultado insuficientes para
disminuir las cargas bacterianas de los efluentes, de manera que cumplan con
los requerimientos establecidos en normas oficiales vigentes para los usos
posteriores recomendados por las mismas normas. Se ha tratado de buscar
alternativas de metodologias factibles, que permitan una evaluacion mas rapida
y precisa, tanto en la carga contenida de indicadores sanitarios como en la

identificacion de algunos microorganismos patdégenos de interés.
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Si bien los biodigestores anaerobios son una tecnologia comercialmente
disponible desde hace algun tiempo, la realidad es que las cargas microbianas
de los efluentes se encuentran por arriba de lo que la norma oficial NOM-003-
ECOL-1997 permite para su descarga en cuerpos de agua. Lo anterior implica la
acumulacién excesiva de éstos y los problemas asociados a la contaminacion
gue generan. Por otro lado, experiencias recientes en CIAD han mostrado la
posibilidad de disminuir esas cargas bacterianas mediante un proceso
complementario posterior a la digestion anaerobia. Desafortunadamente, esos
datos no resisten un analisis estadistico robusto que permita emitir
recomendaciones puntuales para poder utilizar los efluentes generados.

Por la probleméatica expuesta con antelacion, resulta importante determinar la
dindmica poblacional de los indicadores sanitarios durante la biodigestion y
mediante un andlisis estadistico, establecer si las reducciones en los parametros
establecidos para el control de la misma, permiten el uso de los efluentes sin que
representen un riesgo a la salud, pero cuando el riesgo persiste, se buscé
implementar un proceso adicional para disminuir aun mas los niveles de los
microorganismos. Asi mismo, es necesario buscar herramientas mas rapidas e
igualmente confiables que permitan establecer la inocuidad de los efluentes, sin
depender necesariamente del cultivo microbiano,como lo pueden ser las técnicas

microcalorimétricas.
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. HIPOTESIS

La utilizacion de una estrategia complementaria al proceso de biodigestion
disminuye en mayor proporcion la carga bacteriana de los efluentes liquidos

generados, en comparacion al proceso convencional.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Valorar la carga de indicadores sanitarios a lo largo de los procesos de

biodigestion y complementario.

4.2 Objetivos Particulares

e Determinar las cinéticas bacterianas de mesofilos aerobios, coliformes
totales y fecales mediante cultivo en placa en el proceso de biodigestion.

e Evaluar los niveles de los indicadores sanitarios mesofilos aerobios,
coliformes totales y fecales después del proceso complementario de
efluentes.

e Implementar la utilizacibn de microcalorimetria isotérmica como una
técnica alternativa que permita determinar en corto tiempo la carga
microbiana de los efluentes, producto de la biodigestién y proceso
complementario de desechos orgénicos.

e Comprobar el efecto que puede tener la temperatura controlada en
comparacién con la temperatura ambiental en la reduccion de

microorganismos durante la biodigestion.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Biodigestor Modelo

Se construy6 un biodigestor tubular horizontal de desplazamiento que consta de
2 bolsas de polietileno de alta densidad (1.5mm), con una capacidad de 4000
litros la primera, donde se llevé a cabo la digestion anaerobia y la segunda con
un volumen aproximado similar. Las dos unidades cuentan con un aditamento de
salida de metano en la parte superior de las mismas, asi como una entrada para
alimentacioén y salida de efluente en cada una de las bolsas mencionadas. El
sistema completo se instal6 en la unidad Hermosillo de CIAD. El biodigestor conto
con una pila de alimentacion, donde se lleva a cabo la mezcla de agua y estiércol
proveniente de una granja cercana, en una proporcion 1:3 a partir de esta pila, la
mezcla es alimentada directamente al biodigestor. La pila esta a una profundidad

de 1.5 my tiene un declive minimo hacia el segundo compartimento de 0.3 m.

5.2 Corrida Piloto

Se llevd a cabo un analisis preliminar para asegurar que el biodigestor se
encontrara completamente sellado, esta corrida piloto fue evaluada mediante la
medicién de coliformes totales durante 27 dias, se analizaron 5 puntos o fechas
de muestreo durante este periodo de biodigestion y se compararon los datos
entre si plasmados en resultados y discusion, para ver si existian reducciones

con valor estadistico (p<0.05) en el indicador sanitario antes mencionado.

5.3 Minibiodigestor Modelo
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Se construyd un minibiodigestor, con la finalidad de controlar la temperatura
Optima de biodigestién. Dicho minibiodigestor no fue continuo, sino estacionario,
con una capacidad de 40 L. Contaba con una salida de gas con un quemador
para la combustién del metano. Fue cerrado hermeticamente y rodeado por una
plancha que le suministraba calor para mantener una temperatura perimetral
constante de 36 °C. Para asegurar que ésta era la temperatura, se colocé en el
interior del minibiodigestor un termostato que permitia que la temperatura se
mantuviera constante. El minibiodigestor se coloco6 en el interior del laboratorio
de microbiologia polifasica y bioactividades , se muestreo al inicio y al final de 30
dias.

5.4 Bioensayo de Valoracion de Carga Microbioldgica en Minibiodigestor, Bajo
Condiciones Controladas

El minibiodigestor se aliment6 con 40 litros de una mezcla de estiércol bovino y
agua con la misma proporcion (1:3) usada en el biodigestor. Se llevé a cabo el
proceso por un lapso de 40 dias. La chaqueta térmica mantuvo la temperatura
constante a 36°C durante todo el proceso. Se realizé un analisis de 5 muestras
al inicio y 5 muestras al final del proceso, donde se cuantificaron mesofilos
aerobios, coliformes totales y fecales. La temperatura fue mantenida a 36° C,
como se describi6 previamente. Bajo estas condiciones, los indicadores
sanitarios fueron analizados después de 4 semanas de biodigestion y dichos
resultados fueron comparados con los obtenidos en el biodigestor mantenido a

temperatura ambiente.
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5.5 Monitoreo de Temperatura Ambiental

Se llevd a cabo un registro de temperatura ambiente diariamente en la mafana y
en la tarde, con un termémetro estacionario ubicado a un costado del biodigestor
durante los meses que se realiz6 el proceso experimental. Esto con la finalidad
de comparar las fluctuaciones de temperatura, con los resultados de la cinética
obtenidos para los diferentes indicadores. El experimento se llevd a cabo en el
periodo comprendido del 9 de noviembre del 2015 al 14 de abril del 2016. En
Hermosillo, Sonora donde las temperaturas promedio durante el verano oscilan
entre los 35° y 40° C. Si bien las altas temperaturas son un factor que favorece
el proceso de biodigestion, el experimento en condicién de campo se llevo a cabo
durante el invierno para poder determinar si las temperaturas mas frias
representarian un factor limitante. Generalmente en el invierno las temperaturas
medias oscilan entre 10y 25 ° C, Las temperaturas fueron monitoreadas durante
los cuatro meses que duro el experimento en los parametros maximos y minimos

de cada dia.

5.6 Alimentacién del Biodigestor

La recoleccién de las heces de bovinos, se llevé a cabo con cubetas y palas
previamente lavadas, para evitar la posible contaminacion de otros
microorganismos que no sean propios de la muestra organica. Se llevo a cabo la
mezcla de estiércol y agua (20 y 60 L respectivamente) alrededor de las 8 de la
mafiana para su posterior introduccion a las bolsas de biodigestion y una vez que
este volumen fue ingresado dentro de ésta, un volumen similar fue desplazado

hacia la bolsa complementaria.
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5.7 Recoleccién de las Muestras

Durante la primera alimentacién del biodigestor correspondiente a nuestro
experimento, se tomaron 5 muestras aleatorias de la mezcla (punto 1),
representativas de la entrada en la primera bolsa. Una vez transcurrido el tiempo
necesario para el desarrollo completo del proceso de biodigestion (25-30 dias
aproximandamente), se tomaron 5 muestras aleatorias de la salida de la primera
bolsa (punto 2) y después de 30 dias mas se colectaron 5 nuevas muestras de
la salida de la segunda bolsa complementaria (punto 3), completando asi una
generacion de microorganismos en el proceso. Esto se repiti6 hasta tener 4
generaciones consecutivas.

A continuacion en el Cuadro 2 se muestra, la secuencia de la toma de muestras
gue conformaron cada cohorte generacional, con un tiempo de retencién de 30

dias entre cada posicién de muestreo.
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Cuadro 2. Secuencia, puntos de muestreo y conformacion de las
generaciones muestreadas.

Puntos del muestreo

Muestreos Punto 1 Punto 2 Punto 3
M1 NOVIEMBRE 9
5 repeticiones
DICIEMBRE 9 DICIEMBRE 7
M2 5 repeticiones 5 repeticiones
ENERO 25 ENERO 20 ENERO 18
M3 5 repticiones 5 repeticiones 5 repeticiones
FEBRERO 17 FEBRERO 15 FEBRERO 10
M4 5 repeticiones 5 repeticiones 5 repeticiones
MARZO 16 MARZO 16
Mo 5 repeticiones 5 repeticiones
M6 ABRIL 13

5 repeticiones

Punto 1: Inicio de biodigestién, Punto :

complementario.

Final de biodigestiéon, Punto 3: Final de proceso

una vez que se lleva a cabo la recoleccion de muestras en cada uno de los

tiempos y las posiciones del biodigestor, éstas se trasladaron en bolsas estériles

comerciales Whirl-pack Nasco con malla separadora y se resguardaron en una

hielera térmica con geles para mantener una temperatura constante entre 5 a 10

°C para su transporte al laboratorio.
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5.8 Determinacion de Mesofilos Aerobios

El conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de los microorganismos
tratados en este apartado, se llevé a cabo mediante la técnica propuesta por la
norma oficial NOM-092-SSA1-1994. Dicha norma establece el método para
estimar la cantidad de microorganismos viables presentes en un alimento o agua,
parala cuenta en un medio sélido, incubado bajo condiciones aerobias. En breve,
se realizan diluciones seriadas en buffer de fosfatos de Butterfield y dichas
diluciones son inoculadas por duplicado mediante el método de cuenta viable en
placas petri, a las que se les aflade agar para cuenta estandar (BD 247940). Las
placas fueron incubadas a 36° C, durante 48 horas. Posterior a la incubacion, se
seleccionaron aquellas placas que tuvieran entre 25 y 250 UFC para ser
utilizadas durante el conteo. Las colonias de mesofilos aerobios presentan una
coloracion blanco-beige en este medio (NOM-092-SSA1-1994).

5.9 Determinaciéon de Coliformes Totales y Fecales

A partir de las mismas diluciones utilizadas para la determinacion de mesofilos
aerobios, se realizaron las determinaciones de coliformes totales y fecales. Para
los coliformes totales, se realizaron siembras mediante el método de cuenta
viable utilizando 1 mL de cada dilucién por duplicado, utilizando el agar BRVA
(BD 211695), para asegurar la completa anaerobiosis requerida para los
coliformes totales, una vez solidificado el agar, se le agreg6é una segunda capa
de aproximadamente 5 mL del mismo medio para posteriormente incubar a 36°
C durante 20 a 22 horas y transcurrida la incubacion realizar el conteo de colonias
tipicas de coloracion rojo intenso, es importante sefialar que para este indicador
sanitario, el rango de colonias que se consideré como el apropiado para conteo
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fue de 15 a 150. Las colonias de coliformes totales son de color rosa con un halo
alrededor de las mismas de color rosa mas oscuro (Feng y col., 2013).

Finalmente para la valoraciéon de coliformes fecales, el medio de cultivo utilizado
fue agar mFC (BD 267720). Se utilizaron las mismas diluciones seriadas
mencionadas en la determinacion de mesdfilos aerobios, dichas diluciones fueron
inoculadas por duplicado con el agar mFC e incubadas durante 20 a 22 horas a
una temperatura de 45° C. Posterior a la incubacion, se seleccionaron aquellas
diluciones que presentaran entre 25 y 250 UFC para realizar el conteo de las
mismas. Las colonias de coliformes fecales presentan una coloracién azul marino

en este medio (Geldreich y col., 1965).

5.10 Microcalorimetria

Las mismas muestras procesadas en el laboratorio de microbiologia, una vez
analizadas, se llevaron a laboratorio de microcalorimetria ubicado en el mismo
centro. La produccion de calor se midié con un microcalorimetro de barrido
diferencial de operacién isotérmica Multi — cell DSC 4100 (Calorimetry Science
Corporation, Pleasant Grove, Utah, E.U.A.), utilizando para la medicién celdas de
aleacion hastelhoy de 1 cc de volumen. La temperatura de lectura se llevé a cabo
a 25 °C, con una previa generacion de lineas base para evitar fluctuaciones
durante la temporada. Se tomaron 10 mediciones a lo largo de 3600 segundos
para poder obtener un promedio que nos permitiera obtener el calor metabdlico
de los microorganismos contenidos en la muestra y de esta forma poder
compararlos con la carga bacteriana determinada por las técnicas

microbioldgicas anteriormente descritas.
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5.11 Andlisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio estadistico completamente al azar, para los puntos de
muestreo a lo largo del proceso. Los puntos a muestrear incluyen, entrada y
salida al proceso de biodigestion anaerobia y salida del proceso complementario.
Cuando el ANDEVA arroj6 significancias estadisticas, las medias se compararon
por la prueba de Tukey-Kramer. Alternativamente se aplicd un andlisis de
regresion para generar los posibles algoritmos predictivos de carga microbiana
en funcion del calor metabdlico generado por las mismas muestras. Se realiz
dicho analisis con los datos de calor metabdlico. EI modelo predictivo incluyo
como variable predicha las cuentas bacterianas en Log de UFC, y como variable
predictora al calor metabdlico en (pwatts / mL). Se obtuvieron las ecuaciones
predictivas y se reportd el coeficiente de determinacion (R?). Todas las
significancias fueron estimadas a una probabilidad en el error Tipo | menor o igual
a 0.05. Todos los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico
NCSS version 2007.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Construccion del Biodigestor con Bolsa Complementaria

Se realizé la construccién del biodigestor con la bolsa complementaria, de
acuerdo a lo propuesto en la seccion de materiales y métodos. Ambos
dispositivos fueron construidos con polietiieno de alta densidad (1.5mm), se
sellaron con calor y posteriormente se soldé con soldadura industrial, con la
finalidad de reunir las condiciones de hermeticidad adecuada, necesaria para su
funcionamiento. La construccion de los dispositivos del biodigestor siguié los
estandares convencionales. La construccion del sistema biodigestivo se muestra

en la Figura 2.
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Flgura 2. Procedimiento secuenual de Ia construccmn del S|stema blodlgestlvo a) vista general
del biodigestor experimental; b) proceso de soldado de la membrana; c) vista superior de la bolsa
una vez que quedd instalada, nétese el tubo de salida del biogés y al final la pila de entrada del
estiércol.

6.2 Evaluacién de Coliformes Totales Durante la Corrida Piloto

Durante la corrida piloto de biodigestion, se observo una disminucién (P<0.05) de
las poblaciones de coliformes totales a través del tiempo de muestreo. Al inicio del
proceso el conteo fue de 5.58 Log UFC/mL y al final se registré un conteo de 3.87
Log UFC/mL, es decir, una reduccion logaritimica cercana a 2 (Figura 3). Esta
reduccién en términos coloquiales es muy importante ya que en numeros
absolutos implicé una reduccion desde 380,000 hasta solo 7,400 UFC/mL.
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Figura 3. Cuentas bacterianas de Coliformes Totales (Log de UFC/mL) durante el proceso de
biodigestion, en una prueba piloto.

En un estudio realizado por Puriy Dudley (2010), en el cual las condiciones fueron
controladas (41°C y 35 dias de retencién) se obtuvo una reduccion similar de
coliformes totales. Morales y col (2014), evaluaron las cargas bacterianas en un
biodigestor bajo las mismas condiciones al presente estudio y ellos reportaron una
reduccidon de coliformes totales del 27%, la cual fue de menor magnitud a la
observada en nuestro trabajo que fue del 31% (Cuadro 2). Cabe mencionar que
en dicho estudio se utilizé el NMP en el conteo de coliformes, cifra que para fines
de nuestro experimento no nos permite obtener datos estadisticos robustos, razon
por la cual los valores se transformaron a términos relativos a fin de poder
establecer la comparacién entre ambos resultados. Una posible explicaciéon de la
discrepancia entre estos resultados, puede ser que tanto los medios de cultivo
como los métodos utilizados para realizar la evaluacion de coliformes totales
fueron diferentes. Mientras que en el estudio de Morales y col (2014) se uso la
técnica del NMP para el registro de las cuentas bacterianas, en esta investigacion
se utilizé el conteo en placa por cuenta viable. Ambas técnicas miden una
reduccién para la misma variable, sin embargo la robustez de los datos es de

diferente magnitud, de ahi que el analisis estadistico es mas sdlido cuando el dato
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es mas representativo de la poblacion muestreada. A contraparte el NMP es el
método comunmente aceptado por las normas oficiales; no obstante el objetivo de
este trabajo no es indicar la observancia de la norma, sino generar un dato que
permita una vision mas cuantitativa del evento que arroje una visibn mas realista

del evento mismo.

6.3 Muestreo Para la Valoracion de Cinética Bacteriana Durante los Procesos
de Biodigestion

En cada punto de muestreo se obtuvieron 5 muestras a las cuales se les
analizaron los tres indicadores microbiolégicos a lo largo de 4 generaciones
consecutivas, como se describioé en la seccion de Materiales y Métodos. Estos
datos fueron transformados a escala logaritmica y promediados para cada
generacion, como puede observarse en las Figuras 4, 5,6y 7.
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Figura 4. Cuentas bacterianas del primer cohorte generacional (Log de UFC/mL). Los tres
indicadores sanitarios evaluados al inicio de la biodigestion (1), al final de la misma (2) y al final
del proceso complementario (3). Las barras del mismo color con diferente literal, indican
diferencia estadistica (P<0.05), n=5.
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Figura 5. Cuentas bacterianas del segundo cohorte generacional (Log de UFC/mL). Los tres
indicadores sanitarios evaluados al inicio de la biodigestion (1), al final de la misma (2) y al final

del proceso complementario (3). Las barras del mismo color con diferente literal, indican
diferencia estadistica (P<0.05), n=5.
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Figura 6. Cuentas bacterianas del tercer cohorte generacional (Log de UFC/mL). Los tres
indicadores sanitarios evaluados al inicio de la biodigestion (1), al final de la misma (2) y al final
del proceso complementario (3). Las barras del mismo color con diferente literal, indican
diferencia estadistica (P<0.05), n=5.
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Figura 7. Cuentas bacterianas del cuarto cohorte generacional (Log de UFC/mL). Los tres
indicadores sanitarios evaluados al inicio de la biodigestion (1), al final de la misma (2) y al final
del proceso complementario (3). Las barras del mismo color con diferente literal, indican
diferencia estadistica (P<0.05), n=5.
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Como puede observarse en las Figuras 4, 5, 6 y 7, la poblacién mesofilica en las
cuatro generaciones permanecié practicamente sin alteracion a lo largo del
proceso de biodigestion y del proceso complementario, mientras que las
poblaciones de coliformes si presentaron una tendencia hacia la disminucion en
su poblacion. Considerando que el comportamiento en las cuatro generaciones
en general fue similar, se obtuvo un promedio para los indicadores en cada zona,
y a partir de esos datos se observaron las diferencias (p<0.05) que aparecen en
las Figuras 8, 9y 10.
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Figura 8. Poblacion de mesdfilos aerobios (Log UFC/mL) a través del proceso de biodigestion y
complementario. Las barras con diferente literal, indican diferencia estadistica (P<0.05), n=20.
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Figura 9. Poblacion de coliformes totales (Log UFC/mL) a través del proceso de biodigestion y
complementario. Las barras con diferente literal, indican diferencia estadistica (P<0.05), n=20.
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Figura 10. Poblacién de coliformes fecales (Log UFC/mL) a través del proceso de biodigestion y
complementario. Las barras con diferente literal, indican diferencia estadistica (P<0.05), n=20.

Como puede observarse en la Figura 8, la poblacion mesofilica promedio en los

tres puntos analizados fue de 6.03, 5.9y 5.72 Log de UFC/mL, respectivamente.
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Lo que demuestra que la aparente disminucion en la poblacién de estas bacterias
entre el punto 1y 2 fue solo una tendencia, ya que el analisis estadistico no arrojo
diferencias significativas entre estos puntos muestreados, pero si existié dicha
diferencia estadistica entre los puntos 1 y 3, es decir entre el inicio y al terminar
el proceso complementario. Por lo que se mantiene la importancia de llevar a
cabo el proceso complementario, ya que la biodigestibn convencional no
disminuye estadisticamente (P>0.05) dicho parametro, mientras que el proceso
de biodigestién aunado a la estrategia complementaria si lo hace.

Por otro lado, la poblacién de coliformes totales (Figura 9), present6 valores en
los tres puntos analizados de 5.53, 4.37 y 4.32 Log de UFC, respectivamente.
Como puede observarse, el proceso de biodigestion logré reducir
significativamente la poblacion en 1.16 log UFC/mL y aunque la tendencia hacia
la reduccion se mantuvo, ya que al finalizar el proceso complementario la
reduccién en comparacién con el valor obtenido al finalizar la biodigestion fue de
0.05 Log UFC/mL, esto solo mostré una tendencia y no una diferencia
significativa debido a la alta variabilidad que se obtuvo en los datos durante las
diferentes observaciones en el punto 3. En general la reduccién de la poblacion
de coliformes totales fue de 1.21 log UFC/mL. La poblacion de coliformes totales
al inicio y al término de la biodigestion si fue diferente estadisticamente, y aunque
se mantuvo la tendencia hacia la reduccién, este cambio no fue significativo entre
la biodigestion y el proceso complementario. Puede inferirse que si variabilidad
encontrada al final del proceso complementario puede ser reducida, entonces el
potencial para reducir la carga de coliformes totales seria verdaderamente
interesante, ya que el umbral potencial de reduccion puede estar en el orden de
los 2 Log, con lo cual es altamente probable que los efluentes puedan cumplir
con los estandares establecidos en las normas oficiales correspondientes.

Para el caso de los coliformes fecales (Figura 10), la situacion fue similar a la
descrita para los coliformes totales. La poblacién de coliformes fecales present6
valores en los tres puntos analizados de 5.70, 4.59y 3.39 log UFC/mL. Como
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puede observarse, el proceso de biodigestion logré reducir (P<0.05) la poblaciéon
en 1.11 log UFC/mL y aunque la tendencia hacia la reduccion se mantuvo, no se
observo diferencia (P>0.05) entre los valores del final del proceso de biodigestion
y el registrado en el proceso complementario. En general la reduccion de la
poblacién de coliformes fecales fue de 2.31 log UFC/mL. La poblacién de
coliformes fecales al inicio y al terminar la biodigestion fue diferente (P<0.05),
mientras que los valores entre el final del proceso de biodigestion y el proceso
complementario fueron similares (P>0.05). También en este caso se puede decir
gue el proceso resulté satisfactorio, ya que la reduccion sdélo con biodigestion fue
de 1.11 log UFC/mL, mientras que cuando se tuvieron los procesos de
biodigestion y complementario, la reduccién fue de 2.31 log UFC/mL. De forma
similar a como se present6 en el caso de los coliformes totales debido a la
variabilidad encontrada en los resultados de las cuentas de coliformes fecales al
final del proceso complementario, si dicha variabilidad puede ser reducida,
entonces existiria un potencial para reducir la carga de coliformes fecales hasta
en un orden de 3 Log. Lo anterior tiene una alta probabilidad de asegurar que los
efluentes sean considerados inocuos y puedan ser utilizados para los fines
descritos en las normas oficiales que regulan dichos efluentes.

Soria y col (2001), asi como Cruz y col (2004) reportaron una reduccioén total de
coliformes totales (es decir una eliminacion al 100% de esta poblacion durante el
proceso de biodigestidén. En contra parte, otros estudios (Palacio, 2005; Betancur
y col., 2016) observaron una escasa reduccién de coliformes durante la
biodigestion. En el presente estudio se observaron diferencias (P<0.05) entre el
punto 1 (inicio de biodigestion) y punto 2 (final de biodigestidn) en todos los casos,
asi como una tendencia hacia la disminucién después del proceso
complementario, con lo que se puede inferir que la estrategia complementaria es
primordial para disminuir ain mas los indicadores sanitarios a diferencia de solo
utilizar el proceso de biodigestion convencional. Respecto al tiempo de
biodigestion, Massé (2011) en un periodo de 14 dias de biodigestion obtuvo una
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reduccién de coliformes fecales de 1.6X10° a 5.0X102, es decir, una reduccion
de 3.5 Log UFC/mL, mientras que Chen y col. (2012), obtuvieron reducciones en
coliformes fecales de 1.93, 298 y 3.01 Log de UFC/mL en tiempos de
biodigestion de 11, 16 y 25 dias, respectivamente. Dichas reducciones son
similares y en algunos casos mayores a las observadas en el presente trabajo,
probablemente, debido al uso de condiciones de temperatura controlada en
dichos estudios, mismas que en el estudio actual fueron monitoreadas y
documentadas, para poder dar explicacion y atribuir ciertos comportamientos
inesperados en los conteos de la carga microbiana, debido a que en algunos dias
de toma de muestra existian temperaturas inusualmente bajas. Asi mismo, en la
misma investigacion se observd que conforme aumenté el tiempo de

biodigestion, disminuy6é mas la poblacion de coliformes fecales.

6.4 Comportamiento de las Temperaturas y Valoracion de los Indicadores
Sanitarios Bajo Condiciones Controladas

En la Figura 11 se muestran las temperaturas registradas en condiciones del
experimento a cielo abierto. Como se menciond previamente, el factor
temperatura, de acuerdo a lo reportado por la bibliografia, es un factor
determinante para que se lleve a cabo la biodigestion en condiciones éptimas.
Por tal motivo, a la par del experimento citado y mantenido a temperatura
ambiente, se llevé a cabo también otra biodigestion bajo condiciones controladas
de temperatura.
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Figura 11. Temperaturas maxima y minima a lo largo de los 4 meses en los que se llevé a cabo
la biodigestiéon y el proceso complementario. Cada punto en el eje horizontal representa una
temperatura semanal.

Las cargas bacterianas en la biodigestiéon bajo condiciones controladas de
temperatura y su comparativo con las registradas a temperatura ambiente, se
muestran en las Figuras 12 a la 14.
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Figura 12. Comparativo de conteos de mesofilos aerobios (Log UFC/mL) durante la biodigestion
a temperatura ambiente y controlada.
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Figura 13. Comparativo de conteos de coliformes totales (Log UFC/mL) entre la biodigestion a
temperatura ambiente y controlada.
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Figura 14. Comparativo de conteos de coliformes fecales (Log UFC/mL) entre la biodigestiéon a
temperatura ambiente y controlada.

En la Figura 12 se puede observar que la poblacion aerobia no sufrié disminucion,
al contrario aumentd su valor, lo cual puede explicarse considerando que los
mesofilos aerobios estaban en condiciones que favorecieron su desarrollo. Este

resultado concuerda con el obtenido por Bonjoch y Blanch en 2009; quienes
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reportaron que durante una biodigestion anaerdbica en condiciones de
temperatura controlada de 35° C, durante 20 dias, no se logré observar una
disminucion de la poblacién mesofilica, manteniéndose durante todo el estudio
en un valor promedio de 7.42 log UFC/mL. Es importante mencionar que en dicho
estudio para evaluar la poblacion mesofilica siguié un método similar al utilizado
en el presente estudio.

Asi mismo, dentro del experimento bajo condiciones controladas de temperatura
se obtuvo una reduccién de coliformes fecales del 99.55% de la poblacion,
variando desde 5.23 hasta 2.02 Log UFC/mL, mientras que bajo condiciones
ambientales, partiendo de la misma concentracion, al final de la biodigestion se
observaron poblaciones para este indicador de 4.86 log UFC/mL al final del
proceso. Esto nos indica que la reduccion de la poblacion de coliformes fecales
seria mucho mas efectiva si la temperatura se mantiene constante a 36° C. Estas
condiciones pueden facilmente ser mantenidas en la region desértica de Sonora
de primavera a otofio. Coté y colaboradores en 2006, mencionan una reduccion
de coliformes totales y fecales del 97.9% y 99.7% respectivamente, durante 20
dias a 20°C, mientras que un estudio similar (Vargas y Solano, 2012) arroj6 una
reduccion en coliformes fecales del 98.76%, partiendo de una poblacion inicial de
5.17 Log UFC/mL y finalizando con 3.27 Log UFC/mL. Estos datos nos permiten
inferir la importancia y el papel fundamental de la temperatura dentro del proceso
de biodigestiéon. Adicional a la biodigestion, el proceso complementario mostro
gue las poblaciones de coliformes (totales y fecales) pueden disminuir ain mas
en comparacién con la disminucién alcanzada solo con la biodigestion.

Es factible mantener el biodigestor acoplado al sistema complementario,
alcanzando reducciones muy favorables de la poblacion coliforme que es uno de
los principales problemas que imposibilitan la descarga de estos materiales
debido al impacto negativo en el medio ambiente y al mayor riesgo a la salud.
Es fundamental en nuestro estudio el monitoreo de las temperaturas, debido a
gue bajo condiciones controladas de temperatura éptima a la que se lleva a cabo
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el proceso de biodigestidn, los indicadores analizados disminuyen de la manera
esperada, sin embargo, los biodigestores anaerobios comerciales se encuentran
bajo condiciones ambientales que pueden sufrir fluctuaciones de temperatura y
asi afectar el proceso.

La falta de reduccién encontrada en el sistema montado con temperatura
ambiental, puede ser explicada principalmente considerando el efecto inusual de
las temperaturas en la regién y esta hipétesis se fortalece alin mas al observar

los resultados obtenidos en el sistema con temperatura controlada.

6.5 Microcalorimetria

Cada una de las muestras obtenidas para el analisis microbiologico descrito en
los apartados anteriores, fue también utilizada para determinar en la misma el
calor metabdlico. El calor metabdlico es el calor producido mediante la energia
metabolizable, es decir es el calor que emite una muestra debido a la actividad
metabdlica de todos los microorganismos presentes en la misma (Martinez y col.,
2003). Dicho parametro fue determinado en alicuotas de cada muestra, mismas
gque se estabilizaron durante 600 segundos, procediendo a registrar el dato
correspondiente a 3600 segundos de medicion. Para cada una de las muestras,
se seleccionaron 10 datos generados alrededor de estos 3600 segundos y se
utilizé el valor promedio de los mismos. Estos resultados pueden observarse en

la Cuadro 3.
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Cuadro 3. Valores de calor metabélico (uwatts / mL) de cada uno de los

muestreos.
Generacion muestra (Uwatts / mL)

zonal zona2 zona3d

1 33.75 13.47 4.9

2 35.67 0.47 5.39

1 3 37.71 23.42 1.3
4 28.86 12.45 3.82

S 25.92 0.65 5.84
1 4.52 1.92 23.29
2 8.14 4.25 14.86

2 3 4.49 0.29 3.26
4 1.18 2.07 14.58
S 9.25 5.06 14.09

1 28.1 12.84 2.26

2 5.61 13.78 4.92

3 3 1.69 15.72 1.06
4 1.07 20.24 0.41

S 3.67 19.25 0.98

1 108.51 0.95 3.82

2 105.12 5.24 6.17

4 3 91.97 0.59 0.97
4 125.08 20.42 4.36

5 117.01 5.21 5.59

Promedio + DE 38.86 + 44.00 8.91+7.96 6.09 +5.99

Los datos mostrados en el Cuadro 3 se analizaron por regresion lineal con los
valores respectivos obtenidos para cada uno de los indicadores sanitarios
analizados. Los algoritmos determinados, asi como los valores para el coeficiente
de determinacion se muestran en el Cuadro 4. Es importante mencionar que los
datos correlacionados fueron los valores obtenidos para cada uno de los
indicadores sanitarios determinados por la técnica microbioldgica
correspondiente y expresados en Log UFC/mL y los valores de calor metabdlico
obtenidos para cada una de las muestras correspondientes en cada uno de los

puntos de muestreo (se tenian veinte observaciones en cada zona de muestreo).
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Cuadro 4. Ecuaciones de regresion lineal y coeficientes de determinacién
entre las mediciones de calor metabdlico y poblacion bacteriana de cada
uno de los indicadores sanitarios

Indicador Ecuacién Coeficiente de
determinacién (R?)
Mesdfilos Aerobios y = -6x10%x + 36.309 0.6166
Coliformes Totales y = -6x10%x - 6.1671 0.9947
Coliformes Fecales y = -8x10%x - 6.7503 0.9979

Los altos valores calculados con el coeficiente de determinacién indican que la
medicién de calor metabdlico puede ser utilizada como una variable confiable
para confirmar las poblaciones de coliformes totales y fecales en muestras de
efluentes. La utilizacion de microcalorimetria para complementar una técnica
microbiolégica convencional ha sido previamente reportada, aunque para
matrices diferentes. Un estudio realizado por Gardea y col. (2002) mostré una
alta regresion entre la medicion de calor metabdlico y poblacion mesofilica
aerobia (R?= 0.99) en muestras de leche, obteniendo resultados similares a los
que arrojaron nuestros experimentos. La microcalorimetria, siendo una técnica
tan sencilla, solamente relaciona la cantidad de calor generado por una muestra
y dicho calor esta en funcion de la actividad metabodlica de dicha muestra, asi
como de la calidad de misma; esto es, si la muestra es homogénea, los datos
resultantes también lo son. Considerando las condiciones de este trabajo, esta
reflexion implica que el menor coeficiente de determinacion estimado para
mesofilos aerobios, debe ser causado por una mayor variabilidad dentro de la
muestra que se mide en el calorimetro; por lo tanto las técnicas analiticas
utilizadas para la determinacién de coliformes totales y fecales, al arrojar datos
mas precisos, aportan menos variacion al andlisis microcalorimétrico y por lo
tanto la regresion es mas exacta. Ciertamente que el tiempo de analisis
calorimétrico es considerablemente mas corto, pero esto no incluye el tiempo de

preparacion de las muestras que se requiere para que la alta precision sea
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posible. Adicionalmente, los datos sugieren que los meséfilos aerobios estan

sujetos a otros factores que influyen en su expresion.
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VII. CONCLUSIONES

Se lograron determinar las cinéticas bacterianas para los tres indicadores sanitarios
estudiados (mesoéfilos aerobios, coliformes totales y fecales), utilizando métodos
microbiolégicos basados en el cultivo en placa durante el proceso de biodigestion y
el complementario. Mediante estos métodos, se logré observar que la poblacion
mesofilica no sufre cambios significativos (P<0.05) a lo largo del proceso de
biodigestion, aunque si una tendencia hacia la disminucion del parametro, pero al
finalizar el proceso complementario, la disminucion de la poblacion si fue
significativa respecto al inicio del proceso completo (P<0.05).

Sin embargo, las poblaciones de coliformes si presentan cambios significativos. El
proceso de biodigestién para el caso de los coliformes tanto totales como fecales
mostré disminucion significativa (p<0.05). Cuando se compararon los valores al
finalizar la biodigestion con los valores después del proceso complementario, ya no
se present6 una disminucion significativa sino una tendencia hacia la reduccién del
parametro (P>0.05). Se asume que esta reduccion solo fue una tendencia debido a
las inusuales temperaturas bajas que se presentaron durante el tiempo del estudio.
Mientras que la poblacién aerobica mesofilica se correlacion6 en una escala
significativamente menor con la medicion de calor metabdlico, las poblaciones de
coliformes totales y fecales si pudieron ser correlacionadas con valores superiores
al 99% segun el coeficiente de determinacion. Por lo tanto, la evaluacion de estas
poblaciones mediante microcalorimetria puede ser utilizada para predecir el nivel de

eficiencia del proceso de biodigestion y el proceso complementario.
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Mediante la valoracién de la carga de indicadores sanitarios estudiados durante este
trabajo, se pudo confirmar la importancia de una estrategia complementaria al
proceso de biodigestion convencional y de esta forma reducir ain mas la carga
microbioldgica de interés.

Mediante la evaluacion de los indicadores sanitarios, se logré establecer la
importancia del proceso y las diferencias significativas que existen, cuando se
implementa solo la biodigestién convencional y como las reducciones son mayores
cuando se adiciona un proceso complementario.

Aunado a este trabajo se pudo comprobar el importante rol que juega la temperatura
en dichos procesos, ya que la implementacion de biodigestores de campo siempre
estd a expensas de las condiciones ambientales de la region en la que éste sea
ubicado.

Ademas, se obtuvieron datos de correlacion entre la microbiologia convencional y
la microcalorimetria isotérmica, que nos permitieron proponer a este ultimo como un
método preciso, rapido y confiable para llevar a cabo valoraciones de los
indicadores sanitarios tratados en el presente trabajo, obteniendo como beneficio el
ahorro en insumos de laboratorio y tiempo de trabajo aplicado en procedimientos

convencionales.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Durante el experimento se tomaron las precauciones una vez iniciado el proceso,
de que la materia organica no tuviera contacto con el oxigeno, sin embargo el disefio
del biodigestor no permite pasar de la bolsa de biodigestion a la bolsa
complementaria sin tener contacto con dicho elemento; por lo que se recomienda
redisefiar la parte intermedia y buscar la forma de dejar completamente hermético
ese punto critico, para que este paso crucial del experimento no interfiera con la
valoracion de los indicadores sanitarios, en especial con la disminucion de mesoéfilos

aerobios.

Por otra parte, las técnicas de microbiologia molecular son de gran importancia para
conocer la poblacion en general de todas las bacterias presentes durante el proceso
de biodigestién y proceso complementario, 0 en su caso conocer y monitorear la
huella molecular de un microorganismo de fundamental importancia presente
durante dicho proceso. Por lo que se recomienda utilizar la técnica de Electroforesis
en Gel por Gradiente Desnaturalizante (DGGE), con la finalidad de conocer la

identidad particular (género y especie) de microorganismos patégenos.

Debido a que el sistema se encuentra a temperatura ambiente, las fechas
recomendadas para llevar el proceso de biodigestion y el proceso complementario
para ver la reduccion de los indicadores sanitarios debe llevarse a cabo durante el
verano, ademas se propone disefiar una estrategia para poder controlar las
fluctuaciones de temperatura que afectan directamente el proceso de biodigestion
y proceso complementario, como puede ser algun sistema de serpentines o

resistencias que permitan manipular la temperatura en el interior del biodigestor.
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