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RESUMEN

El Ecuador tiene una produccion de basura de 4 139.512 toneladas/ano; el
61% de la basura producida es organica y puede ser utilizada para la
produccion de abono organico. El gobierno autonomo de Pujili posee un
programa de gestion de residuos solidos, por lo cual se realiza el
vermicompostaje de residuos organicos de ferias libres y mercados. El
objetivo de este estudio fue evaluar fisicoquimicamente e identificar
Salmonella, Shigella y Escherichia coli del vermicompost producido por el
GAD de Pujili. Los resultados demuestran que posee una buena calidad
fisicoquimica, no presenta fitotoxicidad, ausencia de Salmonella, Shigella y
presencia de Escherichia coli, pero la cantidad de microorganismos no
sobrepasa la normativa. EI vermicompost de Puijili puede ser usado para fines

agricolas.

Palabras Clave:
e VERMICOMPOST
o EVALUACION FISICOQUIMICA
e FITOTOXICIDAD
e SANIDAD
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ABSTRACT

Ecuador has a waste production of 4 139 512 tons / year; 61% of the waste
produced is organic and can be used for the production of organic fertilizers or
manures. Autonomous government such as Pujili, has a program for solid
waste management, so vermicomposting of organic wastes from free fairs and
markets is performed. The objective of this study was to evaluate
vermicompost physicochemically and identify Salmonella, Shigella and
Escherichia coli of vermicompost produced by GAD Puijili. Results
demonstrate that vermicompost of Pujili has good chemical quality, absence
of phytotoxicity, absence of Salmonella, Shigella and Escherichia coli. Amount
of microorganisms does not exceed the standards. So, the vermicompost of

Pujili can be used for agricultural purposes.

Keywords:
e VERMICOMPOST
e PHYSICOCHEMICAL EVALUATION
e PHYTOTOXICITY
e SANITATION



1 INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

El Ecuador tiene una produccién de residuos per capita promedio de 0,75
kilos al dia, con un promedio total de 4'139.512 Tm/afo. Adicionalmente, se
conoce que cada bolsa de basura contiene un 61,4% de organicos, un 11%
de plasticos, un 9,4% de papel y cartdén, un 2,6% de vidrio, un 2,2% de
chatarra y un 13% de otros desechos (MAE, 2014). Se puede concluir que el
25,2 % de basura puede ser reciclada y el 61,4 % de organicos puede ser
aprovechado para la generacion de abono organico con la consecuente

disminucioén del volumen de desechos en los rellenos sanitarios.

Los residuos solidos urbanos (RSU) si se acumulan en un lugar a cielo
abierto y no se reincorporan al medio ambiente generan contaminacion, que
afecta al suelo, aire, cuerpos de agua, fauna, flora y personas (Rodriguez &
Cérdova, 2006).

El Programa Nacional para la Gestién Integral de Residuos Sodlidos
(PNGIDS) impulsa la gestion integral de los RSU en los 221 municipios a nivel
nacional. La gestidon de residuos incluye la generacion, recoleccion,
transferencia, tratamiento y disposicion final (Figura 1). Se han registrado 71
municipios con procesos de aprovechamiento de residuos sélidos organicos
para disminuir el impacto que causan los residuos sobre el medio ambiente

circundante.

En el afio 2007 se implementd el proceso de compostaje al municipio de
Pujili. Semanalmente se recolectan aproximadamente 15 m® de residuos
sélidos desde Mercados y ferias libres del sector. Actualmente, el GAD de
Pujili posee cuatro camas de lombricultura de 2 m de ancho, 50 m de largo y

0,40 m de altura. El proceso de compostaje inicia con la clasificacion de la



materia organica e inorganica, la trituracion manual de los desechos organicos
y la colocacién de los desechos organicos triturados en las camas. Durante el
proceso de compostaje se cuenta con riego de agua y volteo de la materia
organica en las camas. Finalmente, se tamiza el material estabilizado para ser
envasado en sacos y su posterior utilizacion en los espacios verdes del

municipio.

. . Disposicion
Barrido Transferencia—= Transporte >
final
i
L Recoleccion
Generacion . .
mixta '1'7 = Agricultura
Separacién Recoleccid TRATAMIENTO
ecoleccién :
en el hogar [ | X = Industria
separada
(fuente) P

Figura 1. Flujograma diferenciado del manejo integrado de residuos
soélidos urbanos
Fuente: Rodriguez & Cérdova, 2006

La necesidad de reportar cientificamente la calidad del compost es una
respuesta a la creciente industria del compostaje en paises desarrollados con
interaccion del departamento publico ambiental, los reguladores sanitarios y
asociaciones de agricultores (Brinton W. F., 2000). La calidad del abono se
mide a través de parametros fisicoquimicos como nutrientes, metales
pesados, pruebas de fitotoxicidad, indicadores de estabilidad, contenido de
materias externas y parametros de inocuidad, como la determinacion de
patdgenos humanos: Salmonella spp., Shigella spp. y Escherichia coli (Soto
& Meléndez, 2004).

1.2 Justificacion del problema

A nivel internacional, paises como Austria, Australia, Bélgica, Canada,
Francia, Reino Unido poseen regulaciones ambientales y de calidad del
compost; por ejemplo, la EPA (Environmental Protection Agency: Agencia de

Proteccion Ambiental) en Estados Unidos, Dinamarca. En normas de calidad
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se puede mencionar al Real Decreto 506/2013 acerca de fertilizantes en la
Unidn Europea. Las normativas delimitan los parametros caracteristicos del
producto, macro y micronutrientes (en algunos casos), metales pesados y

microorganismos patogenos.

En el marco legal del Ecuador no se contempla una normativa especifica
para la evaluacion del compost/abonos organicos producido a partir de los
RSU, asi como el control de los posibles impactos negativos generados en el
ambiente debido a un inadecuado proceso de compostaje a nivel municipal.
Un compost mal elaborado puede contaminar el suelo y acumular sustancias
nocivas en plantas y animales (bioacumulacion). Ademas, el manejo
inadecuado del proceso de compostaje puede ocasionar problemas de salud
en los operarios de las plantas de compostaje y viviendas vecinas (Rodriguez
& Cordova, 2006).

Se requiere evaluar los parametros nutricionales (macro vy
micronutrientes), contaminantes como los metales pesados que pueden
bioacumularse en leguminosas y microorganismos patégenos como
Escherichia coli, Shigella spp. y Salmonella spp. en compost producido por los
municipios del Ecuador, de manera que se garantice la utilidad, seguridad e
inocuidad del abono organico para la planta, el agricultor o consumidor final y

el medio ambiente.
1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar fisicoquimicamente e identificar Salmonella spp., Shigella spp.
y Escherichia coli del vermicompost producido por el Gobierno Auténomo

Descentralizado (GAD) de Pujili en la provincia de Cotopaxi.



1.3.2 Objetivos especificos

* Recolectar muestras del proceso de compostaje en la etapa final.

* Determinar los parametros fisicoquimicos como pH, conductividad
eléctrica, humedad, densidad aparente, materia organica, relacién C/N,
CIC, nutrientes y metales pesados.

» |dentificar la presencia/ausencia de microorganismos aerobios mesofilos,
Enterobacterias, Salmonella spp., Shigella spp. y Escherichia coli.

» Realizar pruebas de fitotoxicidad.

« Comparar los resultados obtenidos con la normativa internacional: EPA
(Estados Unidos), NTEA (Normativa Técnica Estatal Ambiental, México),
NTC (Norma Técnica Colombiana), Real Decreto 824 (Espafa) y NCh
(Norma Chilena).

1.4 Hipotesis

La evaluacién fisicoquimica e identificacion de Salmonella, Shigella y
Escherichia coli del vermicompost producido por el Gobierno Auténomo
Descentralizado (GAD) de Pujili en la provincia de Cotopaxi cumple con los
requerimientos de las normativas internacionales: NTEA-006-SMA-2006, NTC
5167, EPA 2003, NCh2880 y el Real Decreto 824/2005.

1.5 Marco Teérico

1.5.1 Conceptos generales

Un residuo es cualquier material generado de un proceso de
transformacién natural o artificial, consumo o utilizacion que carecen de un
valor econémico y no puede usarse de nuevo (Rodriguez & Coérdova, 2006).
Un tipo de residuo es el organico, que tiene como caracteristica ser
biolégicamente degradable. Otro tipo de residuo comun es el soélido urbano
(RSU) producido en las casas o domicilios y que son materiales resultantes
de las actividades domésticas, de los productos, embalajes, envases o
empaques que se consumen. Se debe resaltar que los residuos solidos

poseen liquidos o gases asociados o mezclados (Rodriguez & Coérdova,



2006). Adicionalmente, un residuo solido urbano organico puede ser

biodegradado.

El abono organico es producto de la transformacion bioldgica de los
residuos organicos, con la formacién de compuestos como el humus con un
alto contenido de carbono organico. Adicionalmente, provee nutrientes,
mejora las caracteristicas del suelo como porosidad y retencion del agua y
aire (Espinosa, 2011). Dentro de los abonos organicos se encuentran el
compost producto del compostaje; debe ser inodoro, estable y rico en materia
organica, parecido al humus (Rodriguez & Cérdova, 2006); y el vermicompost
producido por las lombrices con un mayor contenido de nutrientes y humus.
Es necesario recordar que los abonos organicos no son competencia de los

fertilizantes sino complementarios.

Varios estudios han propuesto e investigado la utilizacién de los residuos
organicos recolectados en los rellenos sanitarios para la elaboracion de
compost (Brinton W. F., 2000), con la finalidad de disminuir los volumenes de
basura depositados en los rellenos sanitarios, aumentando su tiempo de vida
util. Ademas, se evita la contaminacion que provoca la disposicion de estos
residuos en el medio ambiente. Es por eso que han nacido diferentes normas
ambientales y de calidad en varios paises, para controlar el proceso y el

producto final que garanticen seguridad y utilidad del abono organico.

1.5.2 Compostaje y vermicompostaje

Compostaje

Las técnicas para la elaboracién de compost son muy antiguas, en China
se conocen técnicas de mas de 6000 afos de antigiedad. El compostaje es
el proceso de transformacién aerobio de los residuos organicos a compost
debido a la actividad microbiolégica por bacterias, hongos, protozoos e
invertebrados (incluido nematodos), en una sucesion ecolégica (Rodriguez &
Cdrdova, 2006). Produce la fijacién (mineralizacion) de nutrientes y carbono

que pueden ser utilizados por la planta, asi como la solubilizacién de
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compuestos inorganicos (Romero, 2003). De residuos organicos se obtiene

un producto util que apoya a la agricultura organica.

Las bacterias y hongos secretan enzimas que catalizan reacciones de
oxidacion para degradaciéon de azucares, almidones, proteinas (en
aminoacidos) y otros compuestos organicos complejos (celulosa, lignina,
quitina) disponibles con la consecuente produccion de anhidrido carbonico,
vapor de agua y calor por la actividad biolégica. A medida que el material
organico se descompone, se liberan fuentes de nitrdogeno como NH4* 0 NOs',
fosforo, potasio y azufre (SO4) que son reciclados a través de los
microorganismos e invertebrados (Trautmann & Krasny, 1997). Los nutrientes
liberados también pueden ser utilizados por las plantas al finalizar la

degradacion bioldgica.

Sin embargo, no todos los compuestos terminan en simples iones. Los
microorganismos también pueden sintetizar polimeros que en conjunto se
conocen como humus y es el producto final del compostaje (Trautmann &
Krasny, 1997). En el proyecto de compostaje impulsado en Bangladesh, a
partir de una tonelada de residuos organicos se obtiene aproximadamente un
25 % de producto final, es decir un cuarto de tonelada de compost
(Enayetullah, 2006); pueden ser desechos vegetales, animales, domésticos
(fraccion organica de los residuos solidos urbanos) e industriales que varian
las cantidades de carbono y nitrogeno disponibles para la microbiota. Al
finalizar el proceso, la composta no se degrada (es estable), no crecen mas
microorganismos y se puede almacenar por bastante tiempo manteniendo sus

caracteristicas constantes (Rodriguez & Coérdova, 2006).

El material original determinara la calidad del compost, el contenido de
nutrientes, materia organica, elementos trazas (metales pesados) y la materia
inerte (Stofella, 2004), por lo que se recomienda la recoleccion separada
desde la fuente de generacion. Adicionalmente, la materia organica destinada
al compostaje puede contener organismos patégenos que pueden causar
enfermedades a los trabajadores o reacciones alérgicas en personas

sensibles por la presencia de esporas de hongos especialmente de
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Aspergillus fumigatus (Trautmann & Krasny, 1997). Las moscas y los olores

pueden ser molestosos, pero no generan problemas de salud.

Las escalas de produccion del compost pueden ser doméstico, agricola,
comercial y municipal. Un programa de compostaje municipal tiene cinco
componentes: separacion, recoleccion, tratamiento, distribucion y utilizacion
(Rodriguez & Cordova, 2006). Los objetivos de los programas de gestion
integral de residuos son reutilizar los materiales organicos de los RSU,
aumentar la vida util del relleno sanitario y mejorar la vida de las personas que

son parte del servicio de recoleccion.

La separacion consiste en la seleccion de los residuos organicos del total
de RSU, se recomienda una separacion en la fuente para obtener residuos
menos contaminados y mayor calidad del producto final (Brinton W. F., 2000;
Rodriguez & Cordova, 2006). La recoleccion consiste en el transporte de los
residuos separados al lugar del tratamiento. El tratamiento consiste en el
proceso de compostaje. La distribucion es el transporte de la composta a los
consumidores finales y la utilizacién es el fin para el cual la composta fue
creada. En caso que la composta no fuese utilizada se puede llegar a detener
la produccion de una planta de compostaje por la acumulacion excesiva de
producto final, por lo que no se puede receptar materia prima ni almacenar el

compost que se produzca.
Factores importantes en el compostaje

v Humedad: Es necesaria para que se lleven a cabo las reacciones
quimicas, provee el medio para transportar nutrientes y dar movilidad a los
microorganismos (NRAES, 1992). El porcentaje de humedad varia entre el
50 y el 70%, valores menores de humedad disminuyen la disponibilidad de
oxigeno y valores superiores de humedad disminuyen la temperatura de
la pila de compostaje (Mendez, 1997).

v pH: Afecta a la tasa de reaccidon quimica de los microorganismos,

generalmente en el compostaje fluctua entre 6 y 8 (NRAES, 1992).
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v' Tamaio de particula: Es conveniente disminuir el tamano de particula del
material a compostarse a través de procesos de trituracion para acelerar y
homogeneizar la degradacion, debido a que particulas con pequefio
tamafo poseen mayor area superficial para los microorganismos
(Rodriguez & Cordova, 2006).

v" Relacion carbono/nitrégeno: El carbono es la fuente de energia de los
microorganismos, el nitrogeno ayuda a la sintesis de proteinas, la relacion
C/N inicial oscila entre los 25 a 35 (De Carlo, 2001). Si la materia prima
tiene una alta relacion C/N, el proceso sera lento, la temperatura no sube
lo suficiente y se emite mayor cantidad de anhidrido carbdnico; en cambio
si la relacion es baja se pierde nitrogeno en forma de amoniaco. La relacion
C/N de los RSU suele ser adecuada (Rodriguez & Coérdova, 2006).

v' Aireaciéon: La concentracion de oxigeno disminuye y aumenta la
concentracion de dioxido de carbono (Trautmann & Krasny, 1997), la
aireacion suministra la cantidad de oxigeno para llevar a cabo la
degradacion aerobia y evitar una degradacion anaerobia y la produccién
de malos olores. Los métodos pueden ser naturales (tuneles provocados
por particulas de diferentes tamafos), manuales o mecanicos (volteo) y
forzada (tuberia con aire) (Rodriguez & Cordova, 2006).

v Temperatura: Sila temperatura es baja, la actividad metabdlica disminuye
y viceversa. Puede ser controlada a través de la composicion de los
materiales organicos o con volteos, ademas de los mecanismos de pérdida

de calor: conduccion, conveccion y radiacion (Trautmann & Krasny, 1997).

Es importante indicar las fases y el progreso del proceso de compostaje
(Trautmann & Krasny, 1997):

e La degradacion (mesofilica), de 10°C a 40°C que dura un par de dias.
Donde los microorganismos (mayoritariamente del género Bacillus)
escinden rapidamente los compuestos solubles y el calor que se
produce debido a la degradacion aumenta rapidamente la

temperatura.



e La pasteurizacion (termofilica), con temperaturas mayores a 40°C,
generalmente se llega los 55°C durante tres a cinco dias dependiendo
del tamafio del sistema y la composicion de los ingredientes para
destruir bacterias patégenas y semillas de hierbas. Una temperatura
entre 60-65°C o mayor puede ser letal para la poblaciéon microbiana
beneficiosa. Al final de la fase se obtiene un compost inmaduro.

e La maduracion (mesofilica) de 10°C a 40°C que dura varios meses y
en donde se produce la maduracion del compost, es una degradacion
lenta a temperatura ambiente. Se produce el aumento de la diversidad
microabiana. Finalmente, el carbdn disponible se acaba y la poblacion

microbiana disminuye otra vez.

Se debe tener en cuenta que puede existir un proceso de contaminacion
de microorganismos patdgenos, si las condiciones con las que se produce el
compostaje no son controladas y el proceso esta expuesto a estiércol de

roedores o de pajaros (Zamorano-Escuela Agricola Panamericana, 2011).

|Agua »

)
®+ " —rﬁ—hr/\—b/\e-r?""&““

Preparacién Alreacién Volieo Maduraclén Cosechado
de la Plla MNatural
| b Composta
gruesos * | Jardin
(;}- Manual & Composta
l' Maceta
? Cargador Frontal
%kirﬁador Mecanico Cribado Empacado

Figura 2. Diagrama de proceso de una pila de compostaje manual
Fuente: Rodriguez & Cérdova, 2006.

Las operaciones unitarias de una planta de compostaje municipal son la
separacion de residuos, la reduccion de tamafo (molienda), transporte,
degradacion, aireaciéon, humectacion, pasteurizacion, maduracion,

lombricompostaje, cribado (tamizado o cernido), secado y empacado
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(Rodriguez & Cérdova, 2006). Las plantas en el Ecuador, en su mayoria son
de operaciéon manual debido a sus bajos costos, el disefio de este tipo de

plantas se muestra en la Figura 2.
Vermicompostaje

Los cientificos han usado varios métodos para determinar el rol de los
gusanos Yy otros invertebrados en la descomposicidén, por ejemplo en un
experimento colocaron materia organica de peso conocido en una funda con
huecos de diferentes tamanos dentro del suelo. Después de varios meses,
determinaron el peso seco de las fundas y encontraron que existia mayor
degradacion en las fundas que tenian huecos lo suficientemente grandes
como para permitir el paso de gusanos (Trautmann & Krasny, 1997).

En el vermicompostaje, el protagonista es la lombriz, que se encuentra en
la parte superior organica del suelo. Entre las especies mas usadas se
encuentra Eisenia foetida o lombriz californiana que esta distribuida a escala
global. Las reacciones que se llevan a cabo son procesos de bioxidacion (con
la ayuda de la microorganismos que habitan en el interior del tracto digestivo
de la lombriz) que acondicionan y mejoran las propiedades del producto final,
debido a la fragmentacion los compuestos organicos (Trujillo & Ortiz, 2009).

Ademas, producen microtuneles que aumentan la aireacion y humectacion.

En la lombricultura no existe un aumento excesivo de temperatura, por lo
que varios lugares recomiendan usar primero el compostaje y, para mejorar
el producto, el vermicompostaje. Si el compost se calienta, los invertebrados
entran a una fase dormante o se mueven a la periferia donde las temperaturas
son menores (Trautmann & Krasny, 1997). La excreta de las lombrices
contiene mayor cantidad de nutrientes (Rodriguez & Cérdova, 2006). Tanto el
vermicompostaje como el compostaje degradan la materia organica
produciendo compuestos estables y fragmentados de facil asimilacion para la

planta.
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1.5.2 Compost y vermicompost
El compost y vermicompost debe cumplir con las siguientes caracteristicas

para poder ser usado como enmienda del suelo (Espinosa, 2011) :

e Poca cantidad de sustancias contaminantes.

e Valor nutricional adecuado.

e Relacién C:N entre 12 y 8, aunque depende de la materia prima. Si
C/N es inferior al limite significa que la composta se ha mineralizado
excesivamente y si C/N es mayor puede indicar que aun falta
degradacion.

e Madurez: no debe existir degradacion, color oscuro y olor a tierra.

e Humedad favorable para los procesos de solubilidad y crecimiento
microbioldgico.

e Ausencia de bacterias patdgenas: Escherichia coli, Salmonella y
Shigella.

e Ausencia de particulas extranas (vidrio, plastico, metal).

Adicionalmente, el compost a partir de residuos sélidos urbanos organicos
debe cumplir con requisitos fisicoquimicos y sanitarios como los especificados
en normas internacionales, la NTEA-006-SMA-2006 de México, NTC 5167 de
Colombia, TAS 9503 (Thai Agricultural Standard) de Tailandia, EPA 2003,
NCh2880 de Chile, Real Decreto 824/2005 de Espaia aplicado en la Union

Europea (Anexo 1).
Ventajas

Permite la eliminacion y el reciclado de diferentes residuos, con el
aumento de la vida util de los rellenos sanitarios y la obtencion de un producto
para uso agricola. Es un mejorador de suelos por lo que ocasiona (Espinosa,
2011):

e Acondicionamiento del suelo: Reponen la materia organica del suelo

para asegurar la fertilidad.
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e Mejora de las propiedades fisicas del suelo: Aumentan la conductividad
eléctrica, la permeabilidad hidrica y gaseosa, la capacidad de retencién
hidrica mediante la formacion de agregados.

e Mejora de las propiedades quimicas: Aporta macronutrientes N,P,K 'y
micronutrientes, mejora la capacidad de intercambio de cationes, por lo
que favorece al almacenamiento de nutrientes y su disponibilidad para
las plantas.

e Mejora de la actividad biolégica: Aumentan la cantidad de carbono y
nitrégeno disponible (Le Blanc, 2000); por lo que estimula a los
microorganismos del suelo. Al tener una poblacion microbiana activa

el suelo puede considerar fértil.

Desventajas

La cantidad de compost que debe utilizar es superior en comparacién con
los fertilizantes quimicos, debido a que el compost posee una lenta liberacion
de nutrientes que debe mineralizarse para ser asimilados por las plantas
(Espinosa, 2011). Adicionalmente, los abonos organicos que no se manejan
adecuadamente o incumplen las normas pueden generar efectos nocivos
sobre el suelo (Raggi, 1990) y el agricultor, a consecuencia de la presencia
de microorganismos patdbgenos o metales pesados que se pueden

bioacumular en las leguminosas.

1.5.3 Microorganismos patégenos: Enterobacteriaceae

En los ultimos afos, han aumentado los brotes de enfermedades
producidos por patdégenos que se transmiten a través productos vegetales
frescos (Miller, Heringa, Kim, & Jiang, 2013) como la lechuga, el tomate, el
melon y la espinaca. Desde 1998 al 2007, los productos frescos fueron
asociados con el 14,8% de brotes (CSPI, 2009). La mayor parte de los

patdgenos bacterianos son parte de la familia Enterobacteriaceae.

En la familia Enterobacteriaceae se incluyen géneros como Shigella,
Salmonella, Escherichia coli, Yersenia, Citrobacter, Serratia, entre otros. La

mayoria de microorganismos fermentan la glucosa, son oxidasa negativos,



13

crecen facilmente en agar McConkey, rara la vez oxidan los nitratos a nitritos.
Todos los miembros producen catalasa, a excepcion de Shigella dysenteriae
tipo | (Forbes, Samon, & Weissfeld, 2009).

1.5.2.1 Escherichia, Shigellay Salmonella

Las especies de los tres géneros mencionados, son bacilos gram
negativos, crecen facilmente en agar McConkey. Algunos microorganismos
son moviles (flagelos peritricos) y otros como Shigella spp., algunas especias
de Escherichia y Salmonella son no motiles. Todos fermentan D-glucosa; las

cepas de Escherichia 'y Salmonella suelen producir gas.

Las coliformes fecales como E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. son
indicadores utiles de la higiene del compost (Elving, Ottoson, B, & Albihn,
2009). Los tres géneros son frecuentes en el intestino de humanos vy
animales. Debido a que, E. coli es ubicuo en las heces de animales y
humanos, se considera como un indicador de contaminacion fecal. Algunas
especies o serotipos son aislados principalmente de seres humanos (todas
las especies de Shigellay Salmonella serotipo typhi), otros son extremamente
asociados a animales (Salmonella serotipo gallinarum y Salmonella serotipo
marina). Las cepas de Salmonella pueden sobrevivir por largos periodos
(incluso anos) en el medio ambiental (Nataro, Bopp, Fields, Kaper, &
Strockbine, 2007), por lo que pueden habitar en una amplia variedad de

nichos, desde el tracto digestivo hasta diversos sitios ambientales.

Los miembros clinicamente importantes se dividen en dos grandes
grupos: los patdégenos oportunistas y los patdégenos manifiestos. Los
patdogenos oportunistas mas frecuentes son especies de Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus y Serratia. Los patdgenos manifiestos son
Salmonella typhi, las especies de Shigella 'y Y. pestis. Adicionalmente, a E.
coli se le clasifica entre patdgeno oportunista y manifiesto, a pesar de ser parte

de la flora normal del intestino (Forbes, Samon, & Weissfeld, 2009).



14

1.6.2.1.1 Escherichia coli

E. coli habita normalmente en la flora del intestino de los seres humanos
y otros animales, también en el aparato genital femenino. Tiene diversos
modos de transmisién que varian con el tipo de infeccién: en caso de
infecciones no gastrointestinales, pueden ser organismos enddgenos o
diseminarse de persona a persona. En infecciones gastrointestinales, el modo
de transmision varia con el tipo de E.coli, involucra la diseminacién fecal-oral
entre seres humanos a través de agua o alimentos contaminados o consumo
de carne mal cocida o leche de ganado bovino colonizado (Murray, Rosenthal,
& Pfaller, 2014).

Los tipos de Escherichia coli y las enfermedades que causan segun Bailey
& Scott (2009) son:

e Escherichia coli (como causa de infecciones
extraintestinales): causa infecciones urinarias, bacteriemia,
infecciones nosocomiales en varios sitios del cuerpo.

e E. coli enterotoxigénica (ETEC): provoca diarrea del viajero y de
la infancia.

e E. coli enteroinvasora (EIEC): ocasiona disenteria (necrosis,
ulceracién e inflamacién del intestino grueso).

e E. coli enteropatégena (EPEC): diarrea en lactantes en paises
pobres o en vias de desarrollo; diarrea cronica.

e E. coli enterohemorragica (EHEC): origina una inflamacion y
sangrado de la mucosa del intestino grueso, sindrome urémico
hemolitico

e E. coli enteroagregativa (EAEC): produce diarrea acuosa (puede

ser prolongada).

1.5.3.1.1 Especies de Shigella

No forman parte de la flora intestinal normal, solo se encuentran en los
seres humanos durante una infeccion. La diseminacién es interpersonal por

via fecal-oral. En general provoca disenteria (colitis inflamatoria aguda),
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diarrea sanguinolenta. Las infecciones por S. sonnei pueden producir solo

diarrea acuosa (Ausina & Moreno, 2006).

1.5.3.1.2 Especies de Salmonella

Se encuentran ampliamente diseminadas por la naturaleza y asociadas a
diversos animales. En el caso de Salmonella typhi y paratyphi, sélo se
encuentran en los seres humanos durante una infeccién, no forman parte de
la flora intestinal normal. Se transmiten por la ingestion de productos
alimenticios contaminados provenientes de animales (generalmente de aves
o derivados lacteos) o por transmision interpersonal directa por via fecal-oral
(Forbes, Samon, & Weissfeld, 2009).

Segun Bailey & Scott (2009) se dividen en tres categorias generales de

infeccion

1. Gastroenteritis y diarrea causadas por una amplia variedad de serotipos
que producen infecciones limitadas a la mucosa y la submucosa del tubo
digestivo (S. typhimurium 'y S. enteritidis).

2. Bacteriemia e infecciones extraintestinales (S. choleraesuis o S. dublin,
entre otras).

3. Fiebre entérica (fiebre tifoidea) causado por S. typhi o S. paratyphi.

1.5.2.2 Identificacion de bacterias

Para la diferenciaciéon entre los distintos miembros de la familia
Enterobacteriaceae y entre Escherichia coli, Shigellay Salmonella, se realizan
un conjunto de pruebas morfolégicas (tamano, forma, borde, elevacion de las
colonias), tincibn Gram vy pruebas de cribado en agar diferencial

(especialmente fermentacion de lactosa) (Prats, 2005).

Para la identificacion definitiva se realizan pruebas bioquimicas que
permitan identificar enzimas y productos finales de rutas metabdlicas de cada
una de las colonias seleccionadas para la identificacion, de manera que se

genera un perfil bioquimico como se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1

Perfil bioquimico de Salmonella, Shigella 'y Escherichia coli.

16

Escherichia Salmonella Shigella
coli spp. Grupo A, B, C S. sonnei

CAT + + + +
OXI - - - -

TSI A/A K/A K/A K/A
GAS + + - -
H2S - + - -
RM + + + +
VP - - - -
IND + - +/- -
CIT - + - -
PAD - - - -
URE - - - -
MOT + + - -
LIS + + - -
ARG +/- +/- - -
ORN +/- + - +
ONPG + - _ +

Fuente: Koneman, Diagndstico microbioldgico (2008).
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2 METODOLOGIA

2.5 Participantes

El presente proyecto “Evaluacion fisicoquimica e identificacion de Salmonella
spp., Shigella spp. y Escherichia coli del vermicompost producido por el Gobierno
Auténomo Descentralizado (GAD) de Puijili en la provincia de Cotopaxi” fue
financiado por el Laboratorio de Microbiologia perteneciente al Departamento
de Ciencias de la Vida de la Universidad de las Fuerzas Armas — E.S.P.E.
Ubicado en el Campus Politécnico de Sangolqui, con direccion Av. El

Progreso s/n — via Amaguana.

De igual manera, los analisis fisicoquimicos fueron realizados en los
Laboratorios de Suelos, Foliares y Agua en Agrocalidad, ubicado en la
parroquia de Tumbaco, La Granja MAGAP en la Avenida Interoceanica Km.
141/2.

El director de tesis del presente trabajo fue el PhD. Andrés Ricardo Izquierdo

Romero, de igual manera la codirectora de la tesis fue la MSc. Alma Rosel Koch
Kaiser.

2.6 Zona de estudio

El abono recolectado fue obtenido del vivero municipal del GAD de Puijili.
En la parroquia y canton Puijili, ubicado en la region interandina del Ecuador,
en la zona Centro — Occidental de la Provincia de Cotopaxi, a 10 Km al

Oeste de la ciudad de Latacunga.

2.7 Periodo de tiempo de investigaciéon

La investigacion tuvo un tiempo de duracion de 6 meses.

2.8 Diseio y analisis de datos

En los analisis fisicoquimicos se realizé un ANOVA, para determinar si
existe una variacion de los datos obtenidos en las tres muestras. Cada
muestra fue considerada como un tratamiento y cada tratamiento tuvo tres

repeticiones para los analisis fisicoquimicos y las pruebas de fitotoxidad.
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En los analisis microbiolégicos de cada muestra se realizé dos diluciones

con dos repeticiones. En este caso se utilizd una estadistica descriptiva.

2.8.2 Variables de respuesta

Las variables de respuestas fisicoquimicas son humedad, pH,
conductividad eléctrica, materia organica, relacion carbono-nitrégeno, fésforo,
potasio, cobre, potasio, sodio, zinc, cadmio, cromo, plomo, niquel, arsénico e

indice de germinacion.

Las variables de respuesta microbiolégicas son unidades formadoras de
colonia de aerobios mesdfilos, enterobacterias, coliformes vy
presencia/ausencia de Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp. en

las muestras analizadas.
2.9 Procedimiento

2.9.2 Muestreo
El muestreo se realizé segun la norma ISO/INEN 2859 (Tabla 2), a través
de un muestreo aleatorio simple para la inspeccién normal. Se recolectaron

muestras compuestas del producto final empacado.

Figura 3. Producto final empacado, cada saco con 85 Ib de compost
humedo del GAD de Puijili.
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Tabla 2

Tamano de la muestra de acuerdo al tamano del lote.

Tamaiio del lote (numero de B
Tamaiio de la muestra

sacos)
2 -8 2
9-15 3
16- 25 5
26- 50 8
51-90 13
91 -150 20
151 — 280 32
281 -500 50
501 — 1200 80
1201 — 3200 125
3201 — 10000 200
10001 — 35000 315
35001 — 150000 500
150001 — 500000 800
Mayor a 500001 1250

Fuente: ISO/INEN 2859

El saco seleccionado al azar se orientd de forma horizontal y se introdujo
un dispositivo muestreador en forma diagonal dentro de él, se recogio la
submuestra y se la puso en un envase limpio y estéril. Se repitid la operacion
dos veces en diferentes sitios del mismo saco para obtener las diferentes

submuestras. Este proceso se repitid para los otros sacos seleccionados.

Todas las submuestras se mezclaron y por cuarteo se obtuvo una muestra
compuesta de 1,6 kg. Se destiné 1,5 kg para los analisis fisicoquimicos y 100

g para los analisis microbiolégicos, que fueron transportados en envases

estériles a 4°C

Se recolectaron tres muestras compuestas de diferentes sacos siguiendo

el procedimiento descrito.
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Los analisis fisicoquimicos se realizaron con los respectivos ensayos
especificos de Agrocalidad, que por motivos de confidencialidad no pueden

ser detallados.

2.9.3 Densidad aparente

PEE/Determinacion de densidad aparente en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.4 Humedad gravimétrica

PEE/Determinacién de humedad gravimétrica en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.5 Preparacién de las muestras para los analisis fisicoquimicos

PEE/Preparacion de muestras de suelos/2015/Rev. 2.

29.6 pH
PEE/Determinaciéon de pH en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.7 Conductividad Eléctrica

PEE/Determinacion de la Conductividad Eléctrica en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.8 Carbono Organico y Materia Organica
PEE/Determinacion de Materia Organica (Método Walkey-Black) vy

Carbono Organico en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.9 Capacidad de intercambio catiénico
PEE/Determinacion de la Capacidad de Intercambio Catidnico (Método

del Cloruro de Bario) en suelos/2015/Rev. 2.

2.9.10 Nitrégeno
PEE/Determinacion de Nitrégeno Total (Método Dumas)/2015/Rev. 2.

2.9.11 Relaciéon Carbono-Nitrégeno

Se dividio el porcentaje de carbono para el porcentaje de nitrogeno.

2.9.12 Fésforo
PEE/Determinacion de Fosforo Foliar/2015/Rev. 2.
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2.9.13 Cobre, Potasio, Zinc
El analisis se basé en el método 3050 B (EPA, 2007) para

espectrofotometria de absorcion atdmica con modificaciones.
PEE/Determinacion de Macro y Micronutrientes Foliares/2015/Rev. 2.

2.9.14 Cadmio y Plomo
Para el analisis de metales pesados como Cd, Cr, Pb y Ni, se utilizo la
metodologia 3050 B (EPA, 2007) modificada.

PEE/Determinacion de Cadmio y Plomo en suelos /2015/Rev. 2.

2.10 Recuento de microorganismos aerobios meséfilos (en placa)

El recuento de microorganismos aerobios mesdofilos se procedié segun la
norma NTE INEN 1 529-5:2006, donde se utilizaron cinco diluciones seriadas.
Se pesaron 10 g de abono y se colocaron en 90 mL de solucién salina al 9%
(10-"), de la solucion se tomoé 1 mL y se colocd en 9 mL de solucion salina al

9% (10-?) y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucion  10°.

Se realizaron dos duplicados por cada dilucion, donde se pusé 1 mL de la
dilucion correspondiente en una caja Petri estéril, previamente rotulada vy
luego se cubrié con medio PCA. Se mezcld con cuidado el PCA y la muestra

con un movimiento circular.

Se incubaron las placas a 37°C, durante 24 a 72 h. Se contaron las placas
que contenian entre 30 y 300 colonias (Figura 4). Se hizo un promedio de los
resultados obtenidos, tomando en cuenta el factor de dilucion.

En caso de dos diluciones sucesivas, se expreso el resultado como una

media pondera de las dos diluciones:

N = -
~ V(n, +0.1n,)d

Donde:

¢ = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas

seleccionadas;
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V= Volumen inoculado en cada caja Petri;
n,= Numero de placas de la primera dilucidn seleccionada;

n, = Numero de placas de la segunda dilucion seleccionada;

d = Factor de dilucién de la primera dilucién seleccionada.

Figura 4. Conteo de microorganismos aerobios mesofilos en PCA de tres
muestras de vermicompost de Puijill.

2.11 Recuento de enterobacterias y Escherichia coli (Petrifilm)

Para cada muestra, se coloco 1 mL de la dilucion 102 en el Petrifilm para
Enterobacteriaceae y Escherichia coli (Figura 5). Se incubaron durante 24 a
72 horas a 37°C.

.4

Figura 5. Conteo de enterobacterias (izquierda) y Escherichia coli (derecha)
en Petrifilm.

2.12 Identificacidén de Escherichia coli, Salmonella 'y Shigella.

Se realiz6 una fase de pre-enriquecimiento, 10 g de muestra en 90 mL de

agua peptona (Figura 6). Luego, se incubo6 a 37°C por 24 h (WHO, 2010).
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Figura 6. Pre-enriquecimiento de muestras de vermicompost en agua
peptona.

2.12.2 Aislamiento Escherichia coli.

Se colocaron 5 mL del agua peptona en 50 mL de caldo EC y se incubaron
durante 24 h a 37°C. Luego, se realizé un estriado en medio EMB y McConkey
por duplicado (Figura 7), las cajas se incubaron a 37°C durante 24 h. En agar
McConkey las colonias de E.coli son rojas a rosadas y en EMB son colonias

azuladas a negras con brillo verde metalico (Rivas, Leotta, & Chinen, 2008).

Figura 7. Crecimiento en caldo EC (izquierda) y estriado en McConkey
(derecha).
Se pasaron a cajas de agar nutriente las colonias sospechosas de ser E.
coli y se incubaron a 37°C durante 24 h. Se realiz6 una tincion Gram para
verificar la pureza del cultivo (Figura 8), en caso contrario se realizaba el

aislamiento en agar nutriente a partir de una sola colonia (RENALOA, 2011).
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Figura 8. Tincion Gram para colonias sospechosas de Escherichia coli
(100x).
2.12.3 Aislamiento Salmonella.

Se colocaron 5 mL del agua peptona en 50 mL de caldo tetrationato y se
incubaron durante 8 h a 37°C (Figura 9). Luego, se realiz6 un estriado en agar
SS, XLD y HEK por duplicado, las cajas se incubaron a 37°C durante 24 h. En
agar SS las colonias de Salmonella son incoloras con centro negro, en XLD
son colonias rojas con centro negro y en HEK son colonias verde-azuladas,

con o sin centro negro (Caffer, Terragno, & Binsztein, 2008; WHO, 2010).

Figura 9. Crecimiento de microorganismos en caldo tetrationato a las 8h

de incubacion.

Se pasaron a cajas de agar nutriente las colonias sospechosas de ser
Salmonella y se incubaron a 37°C durante 24 h. Se realizd una tincion Gram
para verificar la pureza del cultivo, en caso contrario se realizaba el
aislamiento en agar nutriente a partir de una sola colonia (Caffer, Terragno, &
Binsztein, 2008; WHO, 2010).
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Figura 10. Tincién Gram para colonias sospechosas de Salmonella (100x).

2.12.4 Aislamiento Shigella spp.

Se colocaron 5 mL del agua peptona en 50 mL de caldo Gram negativo,
se incubaron durante 24 h a 37°C (Figura 11). Luego, se realizd un estriado
en agar SS, XLD y HEK por duplicado, las cajas se incubaron a 37°C durante
24 h. En agar SS son colonias translucidas, ligeramente rosadas, a veces
con un centro mas oscuro, en agar XLD son colonias translucidas con un tono
rojizo y en HEK, las colonias son verdes, elevadas, humedas (Terragno,
Caffer, & Binsztein, 2007; WHO, 2010).

Figura 11. Crecimiento de microorganismos en caldo tetrationato a las

24h de incubacion.

Se pasaron a cajas de agar nutriente las colonias sospechosas de ser
Shigella 'y se incubaron a 37°C durante 24 h. Se realiz6 una tincion Gram para
verificar la pureza del cultivo (Figura 12), en caso contrario se realizaba el
aislamiento en agar nutriente a partir de una sola colonia (Terragno, Caffer, &
Binsztein, 2007; WHO, 2010).
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Figura 12. Tincién Gram para colonias sospechosas de Shigella (100x).

Las colonias sospechosas se analizaron con un perfil bioquimico con las
siguientes pruebas: oxidasa, catalasa, FTM, MRVP, TSI, citrato, urea, SIM,
MIO, arginina dihidrolasa, ornitina descarboxilasa, fenilalanina desaminasa,
utilizacion de acetato. En el caso de Escherichia coli se adicionaron las

pruebas de lipasa y licuefacciéon de gelatina.

Para confirmar los resultados obtenidos, se inocularon las colonias
sospechosas en el Kit de pruebas confirmativas APl 50 CHB/E Medium,
Enterobacteriaceae; se incub6 durante 24 a 48 h a 36°C. Se leyo las galerias
a las 24 y 48 horas de incubacion y se compard con el perfil bioquimico
obtenido con la base de datos del manual APl 50 CHB/E.

2.13 Pruebas de fitotoxicidad

Se prepard un extracto 1:5, abono organico y agua destilada, 10 g de
abono en 50 mL de agua destilada. Se agitd la mezcla por 20 min, luego se
centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos y se filtr6 el sobrenadante. Se
colocaron 10 mL del extracto en las cajas Petri con papel filtro con 20 semillas
de rabano (se utilizaron tres repeticiones para cada muestra). Las semillas de
rabano poseian una pureza del 99% y un porcentaje de germinacion del 85%.
El testigo (por triplicado) contuvo 10 mL de agua destilada con las 20 semillas.
Se incubaron a 25°C en oscuridad, durante cinco dias (LIFE, 2008). Se midi6
la germinacion y la elongacion de la radicula al quinto dia (Figura 13). Se

obtuvieron los célculos de la siguiente manera:



No.de semillas germinadas en el extracto
PGR = - - —x100
No.de semillas germinadas en el testigo

Elongacién de radicula en el extracto

CRR =
Elongacion de radicula en el testigo
. PGRxCRR
~ 100

Donde:
PGR: Porcentaje de germinacion relativo;
CRR: Crecimiento de radicula relativo;

IG: indice de germinacion.

Figura 13. Ensayo de fitotoxicidad con semillas de rabano al quinto dia.

27
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3 RESULTADOS

3.5 Muestreo
El municipio de Pujili tenia en su almacenamiento alrededor de 154 sacos
(de 85 Ib). Se obtuvieron tres muestras compuestas, cada muestra
conformada por submuestras de 32 sacos al azar segun la metodologia de la
Tabla 2.

3.6 Analisis microbiolégicos

3.6.2 Microorganismos aerobios mesofilos
Existe presencia de microorganismos aerobios mesdéfilos, en la Tabla 3 se

muestran los conteos realizados en recuento por placas.

Tabla 3
Recuento de microorganismos aerobios mesofilos de tres muestras de
vermicompost de Pujili.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Numero total (UFC/g) 3,02x 10° 2,38x 10° 1,41 x 10°
(Miller, et al, 2013)  10°-10°UFC/g  10°-10°UFC/g  10°-10°UFClg

Rep.: Repeticion.

La norma NTC 5167 indica que se deben declarar los microorganismos
aerobios mesofilos presentes en el abono para evaluar el contenido de
microorganismos benéficos. En el vermicompost de Puijili el promedio de las
tres muestras es de 2,27 x 10° UFC/g. Adicionalmente, la cantidad de

bacterias benéficas es de 2,24 x 10° UFC/g en el abono.

3.6.3 Enterobacterias
Existe presencia de Enterobactericeae. El contenido de bacterias de las
tres muestras analizadas en promedio fue de 2,9 x 103 UFC/g en el abono

organico del GAD de Puijili.

3.6.4 Salmonella spp.
Después de la fase de enriquecimiento selectivo, las muestras se

colocaron en agares selectivos para elegir las colonias que presentaron
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caracteristicas presuntivas de Salmonella spp. como se muestra en la Tabla

4y en la Figura 14.

Tabla 4
Caracteristicas de las colonias en medio SS, HEK, y XLD a las 24 h para
Salmonella.

Medios SS HEK XLD
Colonias incoloras Colonias verde-
Muestra 1 (Lac-) azuladas (Lac -) -

Centro negro (H2S +)  Centro negro (H2S +)

Colonias incoloras . :
Colonias rojas (Lac -)

Muestra 2 Lac- -
Centro rgegro)(st +) Centro negro (H2S +)
Colonias incoloras Colonias verde-
Muestra 3 (Lac-) azuladas (Lac -) -
Centro negro (H2S +)  Centro negro (Hz2S +)
Colonias incoloras Colonias verde- Colonias rojas (Lac -)
Salmonella (Lac-) azuladas (Lac -) J

Centro negro (H2S +) Centro negro (H2S +) Centro negro (HzS +)

Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas de colonias presuntivas de
Salmonella spp. en agares selectivos SS, HEK y XLD.

De todas las colonias descritas se eligieron tres colonias que se

encontraban puras y se anotaron las caracteristicas morfologicas Tabla 5.

Tabla 5
Morfologia de las tres colonias seleccionadas para Salmonella.
Caracteristica Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Salmonella
Medio de SS SS SS SS
aislamiento
Forma Circular Circular Circular Circular
Borde Entero Entero Entero Entero
Elevacién Convexo Convexo Convexo Convexo
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa
Color SS SS SS SS

Tincion Gram - - - -
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Las tres colonias seleccionadas pasaron a través de varias pruebas

bioquimicas, los resultados se muestran en la Tabla 6.

Los resultados comparados con la clave de Koneman, et al. (2008)
muestran que es probable que las Colonia 1 y Colonia 3 sean un tipo

Salmonella sp. o un tipo de Citrobacter sp.

Tabla 6

Resultados de las tres colonias seleccionadas para Salmonella.
Prueba Colonia1 Colonia2 Colonia3 Salmonella

(Koneman,2008)

Catalasa + + + +
Oxidasa - - - -
TSI K/A A/A K/IA K/A
H>S + + + +
Gas + + + +
FTM AF AF AF AF
Indol - - - -
Rojo de metilo (MR) + + + +
Voges-Proskauer
(VP) ) ) ) )
Citrato (Simmons) + + + +
Arginina dihidrolasa + + + +/-
Ureasa - - - -
Fenilalanina
desaminasa ) ) ) )
Utilizacion de acetato - - - -
Movilidad + + + +

AF: Anaerobio facultativo, K/A: pico alcalino y fondo acido, A/A: pico acido y fondo acido.

Para comprobar los resultados bioquimicos se realizé la prueba API para
la Colonia 1 (Figura 15y Tabla 7), que demuestra la presencia de Citrobacter
youngae (3604512).

Tabla 7

Resultados para colonia sospechosa de Salmonella en API 20E (Citrobacter
youngae).

AL OCHUTI VGGMI S RSMAA
DDDI 2 RDNPELANUOMHAEMRBR
HCCTSEAD L UNORACL YA
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Figura 15. Resultados para colonia sospechosa de Salmonella en API 20E

(Citrobacter youngae).

3.6.5 Shigella spp.

Después de la fase de enriquecimiento selectivo con caldo Gram negativo,
las muestras se colocaron en agares selectivos para elegir las colonias que
presentaron caracteristicas presuntivas de ser Shigella spp. como se muestra

en la Tabla 8 y en la Figura 16.

Tabla 8

Caracteristicas de las colonias en medio SS, HEK, y XLD a las 24 h para
Shigella.

Medios SS HEK XLD
Muestra 1 _ Colonias Colonias verde- i
incoloras (Lac-) azuladas (Lac -)
Muestra 2 . Colonias - -
incoloras (Lac-)
Muestra 3 . Colonias Colonias verde- i
incoloras (Lac-) azuladas (Lac -)
Colonias
Shigella _ Colonias Colonias verdes _incoloras,
incoloras (Lac-) (Lac -) ligeramente

rojizas (Lac-)

Figura 16. Caracteristicas morfolégicas de colonias presuntivas de

Shigella en agares selectivos SS, HEK y XLD.

De todas las colonias descritas anteriormente se eligieron tres colonias
que se encontraban puras y se anotaron las caracteristicas morfolégicas
Tabla 9.
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Tabla 9
Morfologia de las tres colonias seleccionadas para Shigella.
Caracteristica Colonia 1 Colonia2 Colonia 3 Shigella
Medio de ss HEK ss ss
aislamiento
Forma Circular Circular Circular Circular
Borde Entero Entero Entero Entero
Elevacién Convexo Convexo Convexo Convexo
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa
Color Transparente Verde- Transparente Transparente

azulada
Tincion Gram - - - -

Las tres colonias seleccionadas pasaron a través de varias pruebas
bioquimicas, los resultados se muestran en la Tabla 10.

Ninguna de las tres colonias pueden ser de Shigella spp, debido a la
presencia de motilidad y la alta actividad bioquimica que presenta las colonias.

Se presume la presencia de una especie del género Serratia.

Tabla 10
Resultados de las tres colonias seleccionadas para Shigella.
. . . Shigella
Prueba Colonia1 Colonia2 Colonia3 (Konemgn,zoos)
Catalasa + + + +
Oxidasa - - - -
TSI A/A A/A A/A K/A
H>S - - - -
FTM AF AF AF AF
Indol - - - -
Rojo de metilo (MR) + + + +
Voges-Proskauer -
(VP) -
Citrato (Simmons) + + + -
Arginina dihidrolasa + + + -
Ornitina +/-
descarboxilasa + + +
Ureasa - - - -
Fenilalanina -
desaminasa - - -
Utilizacion de acetato - + - -
Movilidad + + + -

AF: Anaerobio facultativo, A/A: pico acido y fondo acido
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3.6.6 Escherichia coli

Después de la fase de enriquecimiento selectivo con caldo EC, las
muestras se colocaron en agares selectivos para elegir las colonias que
presentaron caracteristicas presuntivas de ser Escherichia coli como se

muestra en la Tabla 11 y en la Figura 17.

Tabla 11

Caracteristicas de las colonias en medio MCK y EMB a las 24 h para
Escherichia coli.

Medios MCK EMB
Colonias rosadas (Lac+)

Muestra 1 R Colonias oscuras (Lac +)
con precipitacion biliar
Colonias rosadas (Lact+) Colonias oscuras (Lac +)
Muestra 2 e . -
con precipitacion biliar con brillo metalico
Colonias rosadas (Lact+) Colonias oscuras (Lac +)
Muestra 3 R . -
con precipitacion biliar con brillo metalico
. . Colonias rosadas (Lact+) Colonias oscuras (Lac +)
Escherichia coli o . o
con precipitacion biliar con brillo metalico

De todas las colonias descritas anteriormente se eligieron tres colonias
que se encontraban puras y se anotaron las caracteristicas morfologicas
Tabla 12.

Figura 17. Caracteristicas morfoldgicas de colonias presuntivas de
Escherichia coli en agares selectivos MCK y EMB.
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Tabla 12
Morfologia de las tres colonias seleccionadas para Escherichia coli.
Caracteristica Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 EscI::)rllichla
Medio de EMB EMB EMB EMB
aislamiento
Forma Circular Circular Circular Circular
Borde Entero Entero Entero Entero
Elevacién Convexo Convexo Convexo Convexo
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa
Negro con Negro con Negro con Negro con
Color brillo verde brillo verde brillo verde brillo verde
metalico metalico metalico metalico

Tincion Gram

Las tres colonias seleccionadas pasaron a través de varias pruebas

bioquimicas, los resultados se muestran en la Tabla 13.

Las tres colonias son muy probables de ser Escherichia coli.

Tabla 13
Resultados de las tres colonias seleccionadas para Escherichia coli.
Escherichia
Prueba Colonia1 Colonia2 Colonia3 coli
(Konemam,2008)

Catalasa + + + +

Oxidasa - - - -

TSI A/A A/A A/A A/A

H>S - - - -

FTM AF AF AF AF

Indol + + + +

Rojo de metilo (MR) + + + +

Voges-Proskauer

(VP) - - - -

Citrato (Simmons) - - - -

Arginina

dihidrolasa - - - +/-

Ornitina

descarboxilasa + + + +/-

Ureasa - - - -

Fenilalanina

desaminasa - - - -

Utilizacion de acetato + + + +

Licuefaccion de la

gelatina - - - -

Lipasa - - - -

Movilidad + + + +
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Los resultados de confirmacion del API para la primera colonia se
muestran en la Figura 18 y Tabla 14. Con el codigo octal: 5144572, que
confirma la sospecha de presencia de Escherichia coli.

Tabla 14

Resultados para colonia sospechosa de Escherichia coli en API 20E.
OAL OCHUTI VGGMI S RSMAA
N DDDI 2 RDNWPETLANUOMHAEMMRBR
P HCC CTSEAD L UNORACL YA
G

+ — + + — - - — 4+ — — 4+ 4+ - + + + + - +

Figura 18. Resultados para colonia sospechosa de Escherichia coli en API
20E.

Adicional a la identificacion, se realizé un conteo de Escherichia coli en las
tres muestras de vermicompost a través del método de Petrifilm (Tabla 15).

En promedio se obtuvieron 800 UFC/g de abono.

Tabla 15

Recuento de Escherichia coli por Petrifilm.
Muestras UFC/g EPA
Muestra 1 4x102 <103 UFC/g
Muestra 2 1,1x10% <103 UFC/g
Muestra 3 9x10%2  <10% UFC/g

3.7 Analisis fisicoquimicos
Los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados en las tres

muestras se muestran en la Tabla 16.
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Tabla 16
Resultados de los analisis fisicoquimicos en las tres muestras de abono
organico de Puijili.

Caracteristica Muestra 1 Muestra 2 Muestra3 Promedio
pH 5.93 6.12 5.82 5.96
Densidad
aparente (g/cm?) 1.34 1.58 1.65 1.52
Humedad (p/p) 20.6% 12.3% 19.6% 17.5%
Conductividad
eléctrica (dS/m) 5.01 4.13 4.47 4.54
Materia organica 5 474, 19.01% 16.09% 19.19%
(p/p)
Carbono organico ;4 10, 11.02% 9.33% 11.13%
oxidable (p/p)
Nitrégeno Total

0.886% 0.894% 0.630% 0,80%
(p/p)
Relacion C/N 14,71 12,33 14,81 13,95
Fésforo (p/p) 0,59% 0,68% 0,51% 0,595%
Potasio (p/p) 0,18% 0,18% 0,10% 0,16%
Cadmio (ppm) 1,11 0,74 0,55 0,8
Cobre (ppm) 0,26 0,28 0,28 0,27
Plomo (ppm) 5,36 5,59 4,86 5,27
Zinc (ppm) 0,76 0,70 0,60 0,69
CIC* (meq./100 g) 145,5 132,5 82,5 120,17

3.8 Prueba de fitotoxicidad

La prueba de fitotoxicidad fue medida a los cinco dias con cada uno de los

extractos en semillas de Raphanus sativus (Figura 19), los datos se muestran
en la Tabla 17.

Figura 19. Ensayo fitotoxicidad. Izquierda: Semillas al inicio del ensayo.
Derecha: Semillas a los cinco dias del ensayo.
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Tabla 17

Porcentaje de germinacion, Crecimiento de la radicula relativo e indice de
germinacion de las tres muestras del vermicompost de Pujili.

Muestras Repeticion PGR CRR IG
1 100,00 85,30 85,30
Muestra 1 2 100,00 100,00 100,00
3 90,00 77,87 70,08
1 100,00 81,80 81,80
Muestra 2 2 95,00 85,59 81,31
3 100,00 86,03 86,03
1 100,00 88,65 88,65
Muestra 3 2 100,00 94,32 94,32
3 95,00 92,77 88,13

Con los datos obtenidos de IG, se realizé un ANOVA y se obtuvo un valor
p de 0,6147 (Tabla 18); por lo que no existe variacién en el IG (86,18%) de las
tres muestras. Debido a que el compost no contiene sustancias fitotoxicas

posee un |G mayor al 80%.

Tabla 18

Anadlisis de la varianza del indice de Germinacion de tres muestras de
vermicompost de Pujili.

Analisis de la varianza

Variable N R? RZA]  CV
Columna?2 9 0,15 0,00 10,43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 85,37 2 42,68 0,53 0,6147
Columna 85,37 2 42,68 0,53 0,6147

Error 484,70 6 80,78
Total 570,06 8

3.9 Comparacion las normativas internacionales

Se compararon los resultados con las diferentes normativas
internacionales, en base a la cantidad de parametros cumplidos por cada
norma. En la Tabla 19 se muestra el porcentaje de cumplimiento de cada una

de las muestras analizadas.



Tabla 19

Porcentaje de cumplimiento del vermicompost de Puijili con respecto a las

diferentes normativas internacionales.

Normativa Vermicompost de Pujili
NTEA-006-SMA-2006 62,5%

NTC 5167 77,77%

EPA 2003 54,54%
NCh2880 75%

Real Decreto 824/2005

57,14%

38
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4 DISCUSION

El vermicompost de Pujili posee una carga bacteriana de aerobios
mesofilos de 2,27 x10° UFC/g y la poblacién de enterobacterias en el estudio
fue de 5,2 x10® UFC/g. Se encontré que la variacién de la carga de
microorganismos aerobios mesofilos en abonos organicos oscila entre 3 a 9
log CFU/g (para vermicompost de 5.28 log CFU/g) y de enterobacterias entre
<1 a 7 log CFU/g (para vermicompost de 3.35 log CFU/g) (Miller, Heringa,
Kim, & Jiang, 2013). Los resultados muestran una concentracion media baja

para el vermicompost analizado y similar a otros estudios realizados.

El vermicompost de Pujili presenta E. coli, con un contenido de coliformes
de 800 NMP/g, contenido que se encuentra dentro del limite establecido por
la EPA, la norma chilena y mexicana (1000 MNP/g). Un estudio en Estados
Unidos analiz6 94 composts organicos comerciales en Washington, Oregon y
California; se encontré que el 23%, 44% y 20% de las muestras superaban el
limite de coliformes fecales (1000 MNP/g). Una muestra fue positiva para
Salmonella, pero estaba debajo del limite de 3MNP/4g y tres muestras fueron
positivas para Escherichia coli O157:H7 (Brinton, Storms, & Blewett, 2009).

Otro estudio, realizado en el mercado de Grecia, analizé6 28 muestras; la
mayoria de muestras reportaron una carga bacteriana mayor a 108 UFC/g,
donde se excedia el limite de coliformes fecales en todas las muestras
(Lasaridi, MK, Pilidis, Manios, & Kyriacou, 2006).

El vermicompost de Pujili no presenta Salmonella spp., ni Shigella spp.,
debido a que son microorganismos con baja incidencia en composts, como lo
muestran los estudios antes mencionados. Se ha demostrado que Salmonella
y E. coli crecen y sobreviven mas en compost con un contenido de humedad
mayor al 20% (Pietronave, Fracchia, Rinaldi, & Martinotti, 2004), en el caso
del compost con un 17,5% de humedad la probabilidad de crecimiento de
bacterias patdgenas disminuye. La humedad de 17,5% se debe a los costales

de lona en donde se almacena el vermicompost y que a su vez permite el paso
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de la humedad con el medio ambiente (Del Rocio, Valdovinos, & Padilla,
2008).

La presencia de patdogenos se puede ocasionar debido a que el proceso
térmico de reduccion de patdogenos no alcanza los niveles aceptables, debido
a que no se llegan a las condiciones Optimas para que se produzca el proceso.
Otra alternativa, es que los patdégenos son reintroducidos en el producto final
a través de contaminacion cruzada con el lugar, por insectos, animales
salvajes, escurrimientos de agua y materiales para manejar el vermicompost
(Miller, Heringa, Kim, & Jiang, 2013).

Un manejo inadecuado del compost o el ingreso de material organico
contaminado puede aumentar el numero de coliformes totales y patégenos.
Es asi, que microorganismos como E. coli, Salmonella, E. coli O157:H7 y
Listeria monocytogenes tienen un gran potencial para crecer en compost

estéril en comparacion con compost no estéril (Kim & Jiang, 2010).

La presencia de Escherichia coli en el vermicompost y el uso inadecuado
del abono, pueden causar la contaminacién de productos vegetales (Olaimat
& Holley, 2012). En Estados Unidos desde el 2005, Salmonella spp. y
Escherichia coli O157:H7 fueron relacionados con enfermedades causadas

por vegetales frescos (Warriner & Namvar, 2010).

Actualmente, el grado de madurez de un compost esta relacionado
directamente con la ausencia de fitotoxicidad, que puede ser producida por
compuestos organicos como el amoniaco, acidos organicos, compuestos
fendlicos hidrosolubles; adicionalmente, concentraciones altas de metales
pesados y/o sales solubles (lglesias, 2014). En el caso de un indice de
germinacién de 86,18%, mayor al 80%. Indica la ausencia de cualquier
sustancia fitotoxica y la presencia de sustancias que promueven la

germinacion y elongacion de las semillas.

La cantidad de materia organica es baja de 19,19%, sin embargo este
valor puede variar a partir del material de partida para el proceso de

compostaje. El valor de nitrégeno es bajo de 0,8%. Se debe tomar en cuenta
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que las lombrices asimilan los elementos nutricionales al realizar sus procesos
fisiolégicos, por lo que las concentraciones tienen a disminuir (Mamani,
Mamani, Sainz, & Villca, 2012). La relacién carbono/nitrogeno en el
vermicompost de Pujili es de 13,95, con un valor aceptable menor a 15, en la

mayoria de normativas.

La concentracion de fésforo es baja, entre las causas posibles se puede
recalcar la naturaleza de la materia prima o las pérdidas producidas por
lixiviacion o riego periddico (Mamani & Mamani, Red Worm Behavior (Eisenia
spp) With Different Types of Organic Residues in Carmen Pampa, La Paz -
Bolivia, 2008). En el caso del vermicompost de Puijili, la concentracion de
fésforo puede ser causada por la materia prima, ya que al ser de contenido
vegetal la cantidad de fosforo es menor, adicionalmente la frecuencia de riego
oscila entre dos a cuatro dias, por lo que puede ser una causa para la baja

concentracion del fésforo por un proceso de lavado del abono.

El valor de pH general es de 5,6 en el rango de acido-neutro.
Generalmente, el pH del vermicompost oscila entre acido-basico, debido a la
presencia de sales y amonio liberado que tiene a alcalinizar el medio (Serrano,
2004). Sin embargo, un pH ligeramente acido es apto para el uso agricola

debido a que no alcaliniza el suelo.

La densidad aparente fue mayor que los limites de las normativas, sin
embargo, no es un factor que influya directamente en el desarrollo de los
cultivos agricolas. La densidad aparente esta relacionada con la aireacion y

tamano de poro que se produce al mezclar el abono organico con el suelo.

La conductividad eléctrica es medianamente elevada (4.54 dS/m) por lo
que el manejo de este vermicompost debe ser cauteloso, debido a que una
conductividad eléctrica mayor a 4dS/m afecta a la productividad de los cultivos
(LIFE, 2008). Adicionalmente, puede inhibir ligeramente la germinacion de
semillas pequefias y el desarrollo de las plantas (Mamani, Mamani, Sainz, &
Villca, 2012). La causa de una conductividad eléctrica elevada en
vermicompost es la adicion de sales por parte de la materia organica (Del
Rocio, Valdovinos, & Padilla, 2008).
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Entre los metales pesados, el cobre y el zinc cumplen con las normativas
ambientales y poseen un bajo valor. La causa de las concentraciones bajas
de metales parten del material de origen; ya que, se compostan desechos de
mercados y ferias libres que en su gran mayoria son completamente

organicos y no han tenido contacto con productos contaminantes.
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5 CONCLUSIONES

De las muestras recolectadas del final del proceso de compostaje y segun
la normativa NTEA-006-SMA-2006, se evidencié un pH adecuado, una
conductividad eléctrica ligeramente elevada pero apta para el consumo
agricola y una densidad aparente elevada debido al material mineral. La
materia organica y C/N se encuentran debajo del limite. La CIC, nutrientes y

metales pesados dentro de los limites aceptables.

El vermicompost de Puijili microbiolégicamente es apto para su uso
agricola (higiénico), debido a la baja cantidad de microorganismos coliformes
(Escherichia coli) encontradas, adicionalmente la ausencia de Salmonella spp.
y Shigella spp, segun la NTEA-006-SMA-2006, NTC 5167, EPA 2003 y
NCh2880.

El vermicompost no contiene sustancias fitotdxicas, que puedan dafar las
semillas. De hecho, promueve el desarrollo, crecimiento y germinacion de las
semillas de rabano utilizadas en el estudio, con un indice de Germinacion del
86,18%.

La evaluacion fosocoquimica e identificacion de Salmonella, Shigella y
Escheria coli del vermicompost producido por el GAD de Puijili en la provincia
de Cotopaxi cumple con el 77,77% de los parametros analizados en la norma
NTC 5167, con el 54,54% en la EPA 2003, segun la NCh2880 se cumpli6 con
el 75% de los requerimientos. Finalmente, con el Real Decreto 824/2005 el
57,14% de los parametros fisicoquimicos cumplen con los limites, la norma no

contempla parametros microbiologicos.

El vermicompost cumple en promedio con el 65% de los parametros
analizados entre las cinco normativas ambientales. Se debe considerar que
los parametros de aceptacion varian entre normativas. Por lo cual, se

concluye que el vermicompost tiene una calidad buena.
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6 RECOMENDACIONES

Se recomienda tener precaucion con el material compostado, en especial
si no se considera que se han alcanzado las condiciones Optimas para llevar

a cabo el proceso térmico de eliminacion de patdégenos.

Durante el proceso de compostaje se recomienda registrar la temperatura
y humedad, a través de un termometro y métodos manuales en las
instalaciones del municipio de Pujili. Asi como, realizar periddicamente
analisis fisicoquimicos y microbiolégicos para optimizar el proceso de

degradacion y transporte del producto final.

Se debe mantener condiciones asépticas, después de terminar la fase de
estabilizacién del vermicompost, durante la recoleccién, empacado vy

transporte.

Se recomienda mantener la composta solo de material vegetal de
mercados, debido a que la adicion de restos animales puede aumentar el

riesgo de presencia de microorganismos enteropatogenos.
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