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RESUMEN

El Ministerio del Ambiente Ecuador (MAE) dentro del Programa Nacional para la
Gestion Integral de Desechos Sélidos — PNGIDS ECUADOR, crea la iniciativa de
implementar una politica ambiental y normar la calidad de los abonos organicos
en los 221 Gobiernos autonomos Descentralizados (GAD’s) del pais.
Actualmente 55 GAD s han implementado proyectos en la elaboracién de abonos
organicos aprovechando el 60% de los residuos solidos organicos que generan
en cada ciudad. Por lo que fue necesario realizar una identificacion
microbiologica de la presencia o ausencia de Salmonella sp., Shigella sp.,
Escherichia Coli., bacterias patdégenas al ser humano, analisis fisicoquimico y
prueba de fitoxicidad de los tres abonos orgénicos del producto final Humus,
Takakura y Bioabono del GAD de la provincia de Loja y comparar con la Norma
EPA 503 Biosoildos. Los resultados obtenidos al determinar los niveles de
patégenos fueron: En los abonos orgéanicos humus, Takakura y bioabono se
reporta ausencia de Salmonella sp., y Shigella sp.Existe presencia de coliformes
fecales (<1000 UFC/g) dentro del rango permitido por la norma internacional EPA
503.Los paradmetros fisicos-quimicos de los abonos organicos se encuentran
dentro de los rangos de madurez Yy estabilidad comparados por las normativas
internacionales NTAE-006-SMA-2006, MNX-FF-109-SCFI,2007, FAO,2013, y
entre otros. La conductividad eléctrica se encuentra en valores superiores a la
MNX-FF-109-SCFI, 2007 (<4 ds/cm).Los niveles de metales pesados en los
abonos organicos, se encuentran dentro de los limites permisibles comparados
con la EPA 503.Los valores del indice de germinaciéon IG en los extractos son
superiores al 80% de germinacion, lo que indican ausencia de sustancias

fitotdxicas, por lo que se define como abonos organicos maduros y estables.
PALABRAS CLAVES :

ABONO ORGANICO.

BACTERIAS PATOGENAS.

PARAMETROS FiSICOS-QUIMICOS.

METALES PESADOQOS, FITOXICIDAD.

LIMITES PERMISIBLES.
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ABSTRACT

Ecuador's Ministry of Environment (MAE) within the National Program for
Integrated Solid Waste Management - ECUADOR PNGIDS creates the initiative to
implement an environmental policy of regulating the quality of organic fertilizers in
the 221 autonomous governments (GAD's) from the country. Currently 55 GAD's
have implemented projects to develop organic fertilizers using as advantage the
60% of solid organic waste that is generated in each city.Hence, it was necessary
a microbiological identification of the presence or absence of Salmonella sp.,
Shigella sp., and Escherichia coli (pathogenic bacteria that affect humans),
therefore it was carried out a physicochemical analysis and phytotoxicity test of the
three final products Humus, Takakura and Bioabono produced by GAD in the
province of Loja. Afterwards, the data was compared with the standard 503
Biosolids EPA. The results obtained in the humus and in the organic fertilizers
Bioabono and Takakura reported absence of Salmonella sp., Shigella sp. and
presence of fecal coliforms with a concentration of <1000 CFU / g. Ultimately, it
was found that the three products are within the permissible limits compared with
international standards EPA 503.The physical-chemical parameters were within
the ranges of maturity and stability compared to international standards NTAE-006-
SMA-2006, MNX-FF-109-SCFI, 2007 and FAO, 2013. The electrical conductivity
had higher values in the MNX-FF-109-SCFI, 2007 (<4 ds/cm), the levels of heavy
metals are within permissible limits compared to the EPA 503. Finally, the index
values IG germination were above 80% germination, which indicated absence of

phytotoxic substances, so therefore defined as mature and stable manure.
KEY WORDS:

ORGANIC MANURE

PATHOGENIC BACTERIA.

PHYSICAL CHEMICAL PARAMETERS.

HEAVY METALS AND PHYTOTOXICITY.

PERMISSIBLE LIMITS.



1 CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

Los residuos organicos municipales en el proceso de compostaje o
enmiendas organicas pueden tener efectos negativos en el producto final.
Ocasionan dafios si son aplicados como acondicionadores de suelos, por el
exceso de materiales inertes, emision de malos olores, salinidad elevada,
toxicidad por contaminantes organicos, toxicidad por metales pesados,

inmadurez del proceso y presencia de organismos patogenos (Puerta, s/a).

Al utilizar los abonos y enmiendas organicas que no han llevado a cabo un
proceso de compostaje adecuado se contaminan los suelos con
microorganismos patdogenos para el ser humano y se desencadenan
problemas a futuro en la agricultura (FAO, 2003). Las temperaturas altas en
el compostaje permiten realizar un proceso de sanitizacién o pasteurizacion
eliminando los agentes patdgenos siempre y cuando el proceso de
compostaje cumpla con todos los requerimientos ambientales para su

madurez (Gonzalez, 2013).

El uso de los de abonos organicos de diversos origenes, y en especial el
compost que se obtiene a partir de residuos solidos urbanos, requiere una
evaluacion fisicoquimica de sus contenidos y metales pesados. Los metales
pesados pueden acumularse en el suelo, sustratos y en las plantas; alteran
su equilibrio bioldgico, afectan el rendimiento de los cultivos y la salud animal,

inclusive la del hombre (Rodriguez, 2010).

La toxicidad por contaminantes organicos depende de los residuos
empleados en el proceso de compactacién. Son restos de pesticidas,
productos farmacéuticos, pintura, tintes, derivados de petroleo, aceites,



grasas, ceras, disolventes, productos de la industria de los plasticos,
detergentes, entre otros. Segun Abad, 1998, estos niveles de toxicidad se
reducen por la actividad microbiolégica adaptada a cada contaminante.

El Ministerio del Ambiente Ecuador (MAE), dentro del Programa Nacional
para la Gestion Integral de Desechos Sélidos, mantienen proyectos de
aprovechamiento de residuos sélidos urbanos en 55 GADs (Gobiernos
Auténomos Descentralizados) mediante la elaboracién de abonos organicos

(lombricultura, Takakura, Bocashi, biol, bioabono, compost).

Al no contar con una normativa ambiental que regule la calidad
microbiolégica vy fisicoquimica de los abonos, independientemente de la
procedencia de las materias primas para su proceso, se podria ocasionar a
largo plazo contaminacion por bacterias patdégenas y por metales pesados en
el suelo. Se afectaria a la cadena tréfica y se desencadenaria problemas de
sanidad e inocuidad (FAO, 2013).

1.2 Justificacién del problema

Los municipios en cada ciudad del Ecuador se ven enfrentados a la
creciente cantidad de residuos sélidos urbanos que se generan, con un indice
per cépita de 0.73 kilogramos de desechos diarios por habitante, lo que
representa aproximadamente cuatro millones de toneladas anuales. Mas del
60 % son residuos organicos (FONAG, 2013) que pueden ser reciclados como
nuevas alternativas en la elaboracion de abonos organicos y asi, reducir los

impactos negativos ambientales.

En el GAD de Loja habitan 69.552 personas, que generan 0,63 kilos de
residuos promedio al dia en la zona urbana, con una produccion

mancomunada de 11,77 toneladas diarias. El 51,7% son residuos organicos



(MAE-PNGIDS) que son aprovechados en la elaboracion de abonos

organicos.

La ciudad de Loja tiene como alternativa viable y sostenible el
aprovechamiento de los residuos sdlidos urbanos en la elaboracion de abonos
organicos (lombricultura, Takakura y bioabono), que se comercializan para su
uso en la agricultura, parques y jardines. Actualmente tiene implementado el
programa de Gestion Integral de residuos solidos involucrando a los

ciudadanos en el proceso de clasificacion domiciliaria y educacion ambiental.

En Ecuador no existen normas que regulen la produccion y uso de los
abonos organicos en la inocuidad. La produccién de los abonos y fertilizantes
organicos se ha incrementado durante los ultimos afos; sin embargo, los
agricultores los aplican sin conocer sus niveles nutricionales ni sus
caracteristicas biologicas y fisicoquimicas. Para hacer mas eficiente este
proceso es necesario conocer la composiciéon microbiolégica de los abonos
organicos con la finalidad de asegurar la inocuidad de los productos, evitar la
contaminacion del ambiente y posibles dafios a la salud humana (Benzing,
2001).

Los resultados de esta investigacion serviran con el fin de implementar una

linea base para elaboracion de una politica y normativa ambiental que permita

el control de los abonos organicos en el proceso y utilizacion.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Evaluar las propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas (Salmonella sp.,
Shigella sp., y Escherichia coli), de tres abonos organicos (lombricultura,

Takakura y bioabono), producidos por el Gobierno Autonomo Descentralizado



(GAD) de la Provincia de Loja a partir del aprovechamiento de los residuos

sélidos organicos urbanos.

1.3.2 Objetivos Especificos

» Disefiar un método de muestreo de abonos organicos (lombricultura,
Takakura y bioabono), de la planta de Lombricultura del Centro de
Gestidon Ambiental en el manejo de residuos soélidos de la ciudad de
Loja.

* Analizar las propiedades fisicoquimicas de los abonos organicos.

» Identificar la presencia y ausencia de bacterias patdgenas (Salmonella
sp., Shigella sp., y Escherichia coli), en los abonos organicos, mediante
técnicas microbioldgicas dependientes de cultivo.

* Analizar y comparar los resultados con los parametros fisico-quimicos
y microbiolégicos establecidos por la legislacion ambiental
internacional sobre la calidad de abonos organicos.

1.4 Marco Tebrico

1.4.1 Abonos organicos

Los abonos organicos constituyen una forma de reciclaje de nutrientes en
el sistema agropecuario, incluyen todo material de origen organico utilizado
para la fertilizacion de cultivos 0 como mejoradores de suelos (Soto, 2003).
Se considera abono organico a elementos de origen animal o vegetal que se
utilicen principalmente para mejorar las caracteristicas del suelo, en calidad
de fuentes de vida y nutrientes al suelo. Con relacién a las propiedades
bioldgicas, los abonos organicos favorecen la aireacion y oxigenacion del
suelo, promoviendo una mayor actividad radicular y facilitando la dinamica de

microorganismos aerobios. De esta manera, constituyen una fuente de



energia para que los microorganismos se multipliquen rapidamente (Kolmas
y Vasquez, 1996).

Los abonos organicos o enmiendas organicas se han venido utilizando
durante afios como una fuente para mejorar y fertilizar los suelos. Al principio
se los utilizé de manera simple con la aplicacion en cultivos de desechos de
cosechas, rastrojo y residuos animales. Con el pasar del tiempo se fueron
realizando procesos mejorados para la elaboracién de compostaje (Rosalba,
2002 y Suarez et al., 2002) y el humus de lombriz, cuyo uso en los ultimos

afos se ha generalizado (Noriega, 1998 y Cuesta, 2002).

Entre los abonos organicos y enmiendas organicas, los principales y mas
conocidos son el compost, el Bocashi y el lombricompost o lombrihumus, pero
también son comunmente utilizados las aplicaciones de gallinaza y otros
desechos animales y vegetales frescos, como la pulpa del café (Soto y
Melendez, 2004).

1.4.2 Propiedades de los abonos orgénicos

Los abonos organicos tienen propiedades que ejercen determinados
efectos sobre el suelo y juegan un papel importante en sus propiedades

fisicas, quimicas y microbioldgicas.

1.4.2.1 Propiedades fisicas

Los abonos organicos captan mas radiaciones solares por su color oscuro,
el suelo adquiere mas temperatura lo que le permite absorber con mayor
facilidad los nutrientes y mejorar su estructura asi como textura haciendo mas
ligeros a los suelos arcillosos y mas compactos a los suelos arenosos.
Ademas regula la velocidad de infiltracién del agua, disminuyendo la erosion
producida por el escurrimiento superficial (Yanque, 2014).También influyen en



el drenaje y aireacion con la mejora de la permeabilidad del suelo. Aumentan
la retencion de agua en el suelo cuando llueve, contribuyen a recuperar el uso
de agua para riego por la mayor absorcion del terreno, y disminuyen la erosion
ya sea por efectos del agua o del viento (FONAG, 2010).

1.4.2.2 Propiedades quimicas

Los abonos organicos aumentan el poder de absorcion del suelo y reducen
las oscilaciones de pH. Mejoran la capacidad de intercambio catiénico y
conductividad eléctrica del suelo, recuperando la fertilidad (Yanque, 2014).
También mantienen los micro y macro elementos alrededor del sistema
radical de las plantas (Pefia, 2002) asi como aumentan la capacidad de
intercambio catidnico del suelo (Ruiz, Russian y Tua, 2007).

1.4.2.3Propiedades biolégicas

Durante el proceso de elaboracion de los abonos organicos, la aireacion y
la oxigenacioén incrementan la actividad radicular y la de los microorganismos
aerobios. Algunos microorganismos durante el proceso pueden producir
sustancias inhibidoras y activadoras de crecimiento, incrementan
considerablemente la reproduccion de microorganismos benéficos, tanto para
degradar la materia organica del suelo como para favorecer el desarrollo del
cultivo (FONAG, 2010).

Los abonos organicos constituyen una fuente de energia para los
microorganismos. Su calidad y cantidad pueden cambiar las propiedades
bioldgicas, incrementando la diversidad y la actividad microbiolégica del suelo
(Alvarez, 2006). Los microorganismos constituyen un factor importante en el
proceso de formacion del suelo en la transformacion de compuestos organicos

y minerales, e influyen en el contenido y movilidad de los macro y micro



elementos, asi como en su balance y asimilacion de las plantas (Martinez,
2003).

1.4.3Tipos de Abonos organicos

Existen varios tipos de abonos o enmiendas organicas, solidos y liquidos,

que a lo largo del tiempo han sido mejorados y modificados.

1.4.3.1 Compostaje

El compostaje constituye un ecosistema en el que diversas poblaciones
microbianas como bacterias, hongos y actinomicetos, degradan
secuencialmente la materia organica en presencia del oxigeno generando un
producto estable humificador junto con gases, agua, calor y residuos del

metabolismo microbiano.

El compostaje se basa en la accidon de diversos microorganismos aerobios
(Haug,1993). Predomina un metabolismo respiratorio aerobio. Se da la
alternancia de la etapa mesdfila (10-40°C) con la etapa terméfila (40-75°C),
que actuan de manera sucesiva sobre la materia organica original, en funcion
de la influencia de determinados factores que producen elevadas
temperaturas, los cuales disminuyen tanto el volumen como el peso de los
residuos y provocan su humificaciébn y oscurecimiento (Nakasaki, Nag y
Karita, 2005). Durante la evolucion del proceso se produce una sucesion
natural de poblaciones de microorganismos que difieren en sus caracteristicas
nutricionales (quimioheterotrofos y quimioautotrofos), entre los que se

establecen efectos sintréficos y nutricion cruzada (OPS, 2010).



1.4.2.3 Fases del proceso de compostaje

Durante el proceso de compostaje, la temperatura va variando en el

tiempo con el resultado de diferentes fases.

1.4.2.3.1 Fase de latencia y crecimiento

Es la etapa inicial en la que los microorganismos se adaptan a su nuevo
medio e inician la multiplicacién y colonizacion de los residuos. Durante los
primeros dias se inicia la degradacion microbiana de los elementos mas
facilmente biodegradables, se calienta la pila de los residuos y se observa la
emanacion de vapor de agua en la parte superior de la materia vegetal
(Manual de Compostaje, 2001).

1.4.2.3.2 Etapa mesodfila

En la etapa mesdfila, la actividad metabdlica de todos los microorganismos
eleva la temperatura hasta 40°C; se degradan los azlcares y aminoacidos
por la accion de grupos de bacterias, Bacillus y Thermus,(Trautmann y
Olynciw, 2000) y por la presencia de bacterias mesofilicas, el pH disminuye
desde un valor 7.0 hasta 5.5-6.0 aproximadamente, debido a la
descomposicion de lipidos y glucidos en acidos piravicos, y de proteinas en
aminoacidos, favoreciendo la aparicion de hongos mesofilicos mas tolerantes

a las variaciones del pH y humedad.

La relacién carbono nitrégeno en esta etapa debe estar en torno a 30/1. Si
se supera, la actividad biologica disminuye, mientras que proporciones altas
de nitrégeno provocan el agotamiento rapido del oxigeno y la pérdida del
exceso en forma de amoniaco, téxico para la poblacién microbiana. La
relacion carbono nitrégeno es de especial importancia en la fase termdfila, ya

que el carbono aportara la energia a los microorganismos. El nitrégeno es



esencial para la sintesis de nuevas moléculas como proteinas y acidos

nucleicos (Mora, 2013).

La humedad debera estar entre 40 y 60% debido a que el agua distribuye
los nutrientes por la masa (carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, boro, calcio,
magnesio, sodio, entre otros) y la ventilacién debe ser adecuada sobre todo
en las tres primeras etapas, pero nunca excesiva, porque al igual que el sol,
puede secar demasiado la pila y alterar el proceso de descomposicion
(Stofella & Khan, 2004).

1.4.2.3.3 Etapa termofila

En la etapa termdfila, la temperatura asciende a 75°C, las poblaciones de
bacterias y hongos mesofilicos mueren o permanecen en estado de
dormancia mientras que las bacterias termofilicas, actinomicetos
(Micromonospora, Streptomyces y Actinomyces) y hongos termofilicos
(Golueke,1977) realizan el proceso de degradaciéon de los polimeros y
hemicelulosa, generando incluso mas calor que los mesofilos (Mora, 2013).

La degradacion de los acidos provoca el incremento del pH desde 5.5 hasta
7.5 y permanecera casi constante hasta el final del proceso, el color del
compost se pone mas oscuro paulatinamente y el olor original se comienza a
sustituir por olor a tierra. Es en esta etapa cuando comienza la esterilizacion
del compost debido a las altas temperaturas. La mayoria de las semillas y
patdogenos como E. coli mueren al estar sometidos durante varios dias a

temperaturas superiores a 55°C (Valdivia, 2012).

14234 Etapa mesodfila de enfriamiento

En la etapa mesdfila de enfriamiento, los nutrientes, energia comienzan a

escasear y la actividad de los microorganismos termofilicos disminuye. En
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consecuencia, la temperatura en la pila desciende desde los 75°C hasta la
temperatura ambiente. Se realiza la degradacion de celulosa y lignina por
bacterias y hongos (Aspergilus y Mucor). Reaparecen los microorganismos
mesofilicos que dominaran el proceso hasta que toda la energia sea utilizada
(Mora, 2013).

1.4.2.3.5 Fase de maduracion

En la fase de maduracion se estabiliza y polimeriza el humus a temperatura
ambiente, desciende el consumo de oxigeno y desaparece la fitoxicidad. Se
produce la madurez y el enfriamiento del compostaje después de tres a seis

meses segun las condiciones atmosféricas (Pérez, Céspedes, & Nufiez).

1.4.3 Factores que condicionan el proceso de compos  taje

El control a establecer en el proceso de compostaje se refiere a parametros
de seguimiento que han de ser medidos y seguidos durante todo su desarrollo
asi como a los parametros relativos a la naturaleza del sustrato que también
seran medidos y adecuados a los valores correctos, fundamentalmente al

inicio del proceso (Madején, Diaz, Lopez, & Cabrera, 2001).

1.4.3.1 Parametros de seguimiento

1.4.3.1.1 Temperatura.

En el proceso de compostaje, las condiciones de temperatura juegan un papel
importante debido a su aumento que es el sintoma mas claro de la actividad
microbiana, por lo que han sido consideradas como las variables decisivas en

el control del compostaje (Liang, Das, & McClendon, 2003). Existe una
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relacion directa entre la temperatura y la magnitud de la degradacion de la
materia organica. Pequefias variaciones de temperatura afectan mas a la
actividad microbiana que pequeiios cambios de la humedad, pH o C/N
desestabilizando el proceso.

Se observan tres fases en el proceso de descomposicién aerébica: fase
mesofila inicial hasta temperaturas de 45°C; y fase mesofila final,
considerandose finalizado el proceso cuando se alcanza de nuevo la
temperatura inicial. Cada especie de microorganismo tiene un intervalo de
temperatura 6ptima en el que su actividad es mayor y mas efectiva: 15-40°C
para mesofilos y 40-70°C para los termofilos. Hay una relacion directa entre el
proceso de degradacion y el tiempo durante el cual la temperatura ha sido
alta. A veces la temperatura puede llegar a ser tan alta que inhibe el
crecimiento de los propios microorganismos termdofilos, conociéndose este

fendmeno como suicidio microbiano (Suler & Finstein, 1977).

1.4.3.1.2 Humedad

La presencia de agua es imprescindible para las necesidades fisiologicas
de los microorganismos, es el medio de transporte de las sustancias nutritivas
solubles y de los productos de desecho de las reacciones quimicas en el
metabolismo. El compostaje es un proceso bioldgico de descomposicion de la
materia organica (Haug, 1993; Jeris & Regan, 1973). Se considera que la
humedad de los materiales es la variable mas importante en el proceso y ha

sido calificada como criterio de decision para su optimizacion.

La importancia de una humedad apropiada en el proceso de compostaje
fue demostrada por Shulze en 1962. Se determino la variacion de la cantidad
de oxigeno consumido por una masa inicial durante el compostaje, en un
reactor cerrado a una temperatura constante, en funcion de la humedad.
Pequeias variaciones de humedad provocaban grandes cambios en la

temperatura. La humedad de la masa de compostaje debe ser tal que el agua
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no llegue a ocupar totalmente los poros de dicha masa (Miyatake & lwabuchi,
2006), para que permita la circulacidén tanto del oxigeno, como la de otros
gases producidos en la reaccion.

La humedad 6ptima para el crecimiento microbiano esta entre el 50 y 70%;
la actividad biologica decrece mucho cuando la humedad se encuentra por
debajo del 30%; por encima del 70% el agua desplaza al aire en los espacio
libres existentes entre las particulas, reduciendo la transferencia de oxigenoy
produciéndose anaerobiosis. Cuando las condiciones se hacen anaerobias,
se originan malos olores y disminuye la velocidad del proceso. El exceso de

humedad puede ser reducido con mayor aireacion (Haug, 1993).

Con buen control de la humedad y de la aireacion, puede llevarse a cabo
el control de la temperatura. Esto se debe a que durante el proceso de
compostaje, se debe mantener un equilibrio en las condiciones, evitando que
las particulas se llenen de aire o de agua. Por lo tanto, la humedad 6ptima
depende del tipo de residuo; asi se ha encontrado que, para la paja de
cereales esta entre 75 y 85%, para astillas de madera entre 75y 90% y para
residuos sélidos urbanos (RSU) entre 50 y 55% (Haug, 1993).

1.4.3.1.3 Potencial Hidrégeno (pH)

La dinamica de los microorganismos en los procesos del compostaje esta
directamente relacionada con el pH, evolucionando durante las tres fases. En
la fase mesdfila inicial existe una disminuciéon del pH debido a la accién de los
microorganismos sobre la materia organica mas labil; se liberan acidos
organicos. En la fase termodfila se produce una progresiva alcalinizacion del
medio, debido a la pérdida de los acidos organicos y a la generacion de
amoniaco procedente de la descomposicion de las proteinas (Sanchez-
Monedero, Roig, Paredes, y Bernal, 2001).
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En la fase de maduracion, el pH tiende a la neutralidad debido a la
formacion de compuestos humicos que tienen propiedades tampon (Suler &
Finstein, 1977). Se mantiene relacion entre los cambios de pH y la aireacion
de la mezcla, concluyendo que un compostaje con la aireacion adecuada
conduce a productos finales con un pH entre 7 y 8; valores mas bajos del pH
son indicativos de fendmenos anaerdbicos y de inmadurez del abono
organico. Si el pH se mantiene por encima de 7,5 durante el proceso es

sintoma de una buena descomposicion.

1.4.3.1.4 Aireacion

La presencia de oxigeno juega un rol importante en el proceso del
compostaje, debido a que los microorganismos que en €l intervienen son
aerobios. La parte mas externa contiene entre18-20% de oxigeno, y en el
interior el contenido de oxigeno va disminuyendo, mientras que el de diéxido
de carbono va aumentando, hasta el punto de que a una profundidad mayor
de 60 cm, el contenido de oxigeno puede estar entre 0,5y 2% (Ekinci, Keener,
& Elwell, 2004).

Una aireacion insuficiente provoca una sustitucién de los microorganismos
aerobios por anaerobios, con el consiguiente retardo en la descomposicion, la

aparicion de sulfuro de hidrogeno y la produccion de malos olores
(Bidligmaier, 1996).

1.4.3.2 Parametros relativos a la naturaleza del su  strato

14321 Tamafio de particula
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Entre mas pequefio sea el tamafo de las particulas del material, mas facil
es el ataque de los microorganismos y el aumento de la velocidad del proceso.
El tamafio inicial de las particulas que componen la masa a compostar es una
importante variable para la optimizacion del proceso, ya que cuanto mayor sea
la superficie expuesta al ataque microbiano por unidad de masa, mas rapida

y completa sera la reaccion (Haug, 1993).

Si el tamafio de particula es pequefio provoca una gran superficie de
contacto para el atague microbiano, también se reduce el espacio entre
particulas y se incrementan las fuerzas de friccion (Haug, 1993); esto limita la
difusién de oxigeno hacia el interior y de didxido de carbono hacia el exterior,
lo cual restringe la proliferacion microbiana y puede dar lugar a un colapso

microbiano al ser imposible la aireacion por conveccion natural.

Por otra parte, un producto muy fino no es aconsejable por riesgos de
compactacion. Las dimensiones consideradas 6ptimas son distintas segun los
criterios de diferentes autores, variando entre 1 y 5 cm (Haug, 1993), entre 2
y 5 cm (Kiehl, 1985), o entre 2,5y 2,7 cm (Tchobanogolus, Theisen, & Vigil,
1994).

1.4.3.2.2 Relaciones carbono nitrogeno (C/N) y carb  ono fésforo (C/P)

La relacion C/N en el compostaje totalmente maduro se da cuando es
mayor a 20/1, aunque es una condicion necesaria pero no suficiente. Si los
productos que se compostan poseen una relacion C/N baja, menor a 18-19/1,
el compostaje se lleva a cabo con mayor rapidez (Golueke & Diaz, 1987), pero
se desprende como amoniaco el exceso de nitrdgeno, produciéndose una

autorregulacion de la relaciéon C/N (Jhorar, Phogat, & Malik, 1991).
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Para un correcto compostaje en el que se aproveche y retenga la mayor
parte del carbono y del nitrégeno, la relacién C/N del material de partida debe
ser la adecuada. Los microorganismos utilizan generalmente 30 partes de
carbono por cada una de nitrdgeno; por esta razon se considera que el
intervalo de C/N tedricamente Optimo para el compostaje de un producto es
de 25-35/1 (Jhorar, Phogat, & Malik, 1991).

La relacion C/N es un importante factor que influye en la velocidad del
proceso y en la pérdida de amonio durante el compostaje; si la relacion C/N
es mayor a 40/1, la actividad biologica disminuye y los microorganismos
deben oxidar el exceso de carbono con la consiguiente ralentizacion del
proceso, debido a la deficiente disponibilidad de N para la sintesis proteica de
los microorganismos. Con el fin de eliminar el exceso de carbono (en forma
de anhidrido carbonico), es necesaria la aparicion sucesiva de diversas
especies microbianas. Al morir estos microorganismos, el nitrégeno contenido
en su biomasa se recicla y la relacién C/N tiende a disminuir (Bueno & Diaz,
2008).

Por otra parte, el fosforo es el nutriente mas importante, tras el C y el N,
por lo que también debe estar presente en cantidades minimas para que el
proceso se lleve a cabo eficazmente. Una buena relacion entre los principales
nutrientes provoca una adecuada capacidad para la proliferacion microbiana,
al tener todos las nutrientes principales cantidades 6ptimas y estar en formas
disponibles para la sintesis microbiana (Singh & Amberger, 1990).

1.4.3.2.3 Nutrientes

Los nutrientes poseen las caracteristicas quimicas necesarias en su
composicién elemental como son carbono, nitrégeno y fésforo, que son
macronutrientes fundamentales para el desarrollo microbiano. El carbono es

necesario en la sintesis celular para la formacion del protoplasma, asi como
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lipidos, grasas y carbohidratos; durante el metabolismo se oxida para producir
energia y anhidrido carbonico; es el elemento que debe estar presente en
mayor cantidad puesto que constituye el 50% de las células de los
microorganismos y el 25% del anhidrido carbdnico que se desprende en la
respiracion. El nitrégeno es un elemento esencial para la reproduccion celular
debido a la naturaleza proteica del protoplasma y composicion de acidos
nucleicos; se ha demostrado que la calidad de un compost como fertilizante
esta directamente relacionada con su contenido de nitrogeno. El fosforo
desempeiia un papel fundamental en la formacién de compuestos celulares
ricos en energia, siendo necesario para el metabolismo microbiano (Moreno
& Moral, 2007).

Los microorganismos so6lo pueden aprovechar compuestos simples, por lo
gue las moléculas mas complejas se rompen en otras mas sencillas como las
proteinas en aminoacidos y estos en amoniaco, para poder ser asimiladas
(Castaldi , Alberti, & Melis , 2005). La utilidad de los compostajes en la
agricultura dependera de la disponibilidad de los elementos nutritivos que
posean (Kiehl, 1985).

Se comprueba que, en general, entre el inicio y el final de la incubacién se
produce un aumento de las concentraciones de los distintos nutrientes, debido
a la pérdida de materia organica de la masa a compostar (Diaz, Jiménez,
Cabrera, & De Bertoldi, 2004). Ademéas de carbono, nitrégeno y fosforo existen
otros nutrientes presentes en menor cantidad como los micronutrientes. Estos
tienen un importante papel en la sintesis de las enzimas, en el metabolismo
de los microorganismos y en los mecanismos de transporte intra y extracelular
(Miyatake & Iwabuchi, 2006).

14324 Materia organica
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La calidad agrondmica dependera del contenido de materia organica del
compost (Kiehl, 1985). Durante el compostaje, la materia organica tiende a
disminuir debido a su mineralizacién y a la consiguiente pérdida de carbono
en forma de anhidrido carbdnico; estas pérdidas pueden llegar a representar

casi el 20% del peso de la masa compostada (Zucconi & De Bertoldi, 1987).

La reduccion de materia organica transcurre en dos etapas: en la primera
se produce un rapido decrecimiento de los carbohidratos, transformandose las
cadenas carbonadas largas en otras mas cortas con la produccion de
compuestos simples; algunos de los cuales se reagrupan para formar
moléculas complejas dando lugar a compuestos humicos. En la segunda
etapa, una vez consumidos los compuestos labiles, otros materiales mas
resistentes como las ligninas se van degradando lentamente en compuestos
hamicos (Tomati, Madejon, & Galli, 2000), generalmente este ultimo cambio

no finaliza durante el tiempo que dura el compostaje.

Algunos compuestos procedentes de la materia organica son utilizados por
los microorganismos para formar sus tejidos y otros son transformados en
anhidrido carbdnico y agua. Los nuevos materiales formados poseen
propiedades distintas a las de los materiales originales, confiriéndole a la
masa unas caracteristicas fisicas y quimicas distintas (Haug, 1993). La
velocidad de transformacion de materia organica depende de su naturaleza
fisica y quimica, de los microorganismos que intervienen y de las condiciones
fisicoquimicas del proceso humedad, aireacion, temperatura y pH (Michel et
al., 2004; Michel, Pecchia, & Rigot, 2004).

1.4.3.2.5 Conductividad Eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica de un compost estd determinada por la
naturaleza y composicion del material de partida, fundamentalmente por su

concentracion de sales y, en menor grado, por la presencia de iones amonio
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o nitrato formados durante el proceso (Sanchez- Monedero, Roig, Paredes y
Bernal, 2001).

La CE tiende generalmente a aumentar durante el proceso de compostaje
debido a la mineralizacion de la materia organica, hecho que produce un
aumento de la concentracion de nutrientes. Un exceso de salinidad en la
solucion del suelo dificulta la absorcion del agua por las raices de las plantas,
de modo que en algunos casos, en esas condiciones, s6lo prosperan las
especies resistentes. A veces ocurre un descenso de la CE durante el
proceso, lo que puede deberse a fendmenos de lixiviacion en la masa,
provocados por el aumento de humedad. La dosis de compost que puede
afadirse a un suelo debe ser proporcional a la CE del compost (Bueno y Diaz,
2008).

1.4.4 Lombricultura

En la década de los 70, la Universidad Agricola de California inicio
programas de investigacion para la aplicacion de lombrices en la agricultura,
y posteriormente, el gobierno de los EE.UU. establecidé subvenciones para
aguellas personas que deseaban iniciar el negocio. En 1979 habian 1500
explotaciones comerciales de lombrices en los EE.UU. Los principales paises
productores de lombriabono en América Latina son Chile, Brasil, Colombia,
Argentina y Ecuador. Estos paises cuentan con grandes explotaciones
industriales de lombriz roja californiana. Filipinas es uno de los mayores
productores de harina de lombriz para consumo humano, ya que la ausencia
de olor y sabor la hace competitiva con la harina de pescado, tanto en calidad

como en precio (Cristales, 1997).

Ocampo, 1999, sostiene que el humus de lombriz es el resultado de la
digestion de lombriz roja californiana (Eisenia foetida), sustancia de color

oscuro liviana totalmente inodora (Manual de lombricultura y compostaje). Es
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un sustrato de gran uniformidad, contenido nutricional y excelente estructura
fisica, porosidad, aireacion, drenaje y capacidad de retencién de la humedad
durante un tiempo prolongado, lo que proporciona a las plantas todas las
sustancias nutritivas para su desarrollo y maximo rendimiento; también es un

fertilizante organico asimilable por plantas.

El humus de lombriz es uno de los mejores abonos organicos, porque
posee un alto contenido en nitrdgeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio,
elementos esenciales para el desarrollo de las plantas. Ofrece a las plantas
una alimentacion equilibrada con elementos basicos utilizables y asimilables
por sus raices (FAMA, 2004).

En las plantas de lombricultura, se siembran varios tipos de lombrices para

apoyar el proceso de compostaje:

Lumbricus rubellus, Eisenia foetida (lombriz roja Californiana) y Eisenia

andrei.

Entre los tipos de lombrices, la mas utilizada, a gran escala, en Cuba,
Argentina, Chile, Pera y en el sur del Ecuador, es la lombriz roja californiana.
Esta clase de lombriz ingiere grandes cantidades de materia organica.
Excretan un 60% en forma de vermicompuesto, que constituye un sustrato
ideal para la proliferacion de microorganismos. Las lombrices transforman los
minerales no asimilables presentes en los desechos y residuos animales, en

nitratos y fosfatos directamente asimilables por las plantas (Roben, 2002).

1.4.4.1 Eisenia foetida

E. foetida es la especie mas usada para compostaje. Se la conoce como
“lombriz roja” o “californiana”, tolera factores ambientales, es potencial

reproductor y tiene capacidad de apifiamiento, es de color rojo oscuro, respira
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por medio de su piel, mide entre 6 y 8 cm, su peso puede alcanzar 0.8y 1.4
g, no tolera la luz solar, si se la expone a la luz muere en pocos minutos, vive

aproximadamente 4.5 afios y pueden llegar a producir 1300 lombrices al afio.

El humus de lombriz es muy concentrado (una tonelada de humus de
lombriz equivale a 10 toneladas de estiércol), tiene un alto contenido de
microorganismos y enzimas que ayudan en la desintegracién de la materia
organica. Asi también, su alto contenido de auxinas y hormonas vegetales
influye de manera positiva en el crecimiento de las plantas. EI pH del humus
es estable entre 7y 7.5 (AGROLANZAROTE, 2013).

1.4.5 Takakura

El método de Takakura, inventado por el Dr. Koji Takakura, desde el 2005,
es un tipo de compost que utiliza microorganismos aerobios que
descomponen la basura organica en menor tiempo que otros métodos de
compasteje. Esta alternativa reduce la cantidad de desechos organicos que
se producen en los hogares cotidianos y en las labores que se realizan en el

campo.

El método Takakura se origind en Asia, en la ciudad de Surabaya,
Indonesia, donde el tratamiento de la basura organica e inorganica fue grave
problema ya que su produccion sobrepaso la capacidad de la comunidad para

gestionarla (Gaschk, Tamai, Vu, & Wisniewski, 2011).

Para descomponer los residuos organicos, el Método Takakura utiliza
principalmente los microorganismos aerobios, o que necesita un proceso de
volteo para la aireacion. Estos microorganismos se alojan en alimentos como

el yogurt, levadura y vino, asi como hojarascas (FONAG, 2010).



21

1.4.6 Bioabono

La produccion de biofertilizantes constituye el ejemplo mas representativo
de la aplicacién de la biotecnologia enfocada a la obtencion de productos
metabdlicos Utiles a partir de materiales vivos. El proceso implica el desarrollo

de dos fases: la fermentacion y la recuperacion de productos (Mateos, 2007).

Los bioabonos son bioferlilizantes formulados con uno o varios
microorganismos, mejorando la disponibilidad de los nutrientes cuando se
aplican en los cultivos. Algunos son solubilizadores, ocupan el 10% de la
poblacion del suelo y se encuentran en la rizosfera. Ejemplos son los géneros

Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azotobacter y Actynomices (Acufia, s/a).

1.5 Calidad del Abono Organico

Los abonos organicos son utilizados para mejorar y fertilizar los suelos
agricolas (Noriega & Altamirano, 1993; Jeavons, 2002; Cuesta, 2002;
Paneque & Calafia, 2004). La calidad de las enmiendas organicas se evaltan
a través de las propiedades fisicas, quimicas y biologicas (Lasaridi et al.,
2006). Segun (Leblanc, Cerrato, Miranda, & Valle, 2007.), la calidad de los
abonos organicos se determina a partir de su contenido nutricional y de su

capacidad de proveer nutrientes a un cultivo.

Para analizar la calidad de los biosélidos, la Normativa EPA (Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos) ha regulado a los residuos
sélidos biolégicos, su uso y disposicién, bajo el Code of Federal Regulations
(CFR), Codigo de Regulaciones Federales: 40 CFR, parte 503.La Norma EPA

503 Biosodlidos, determina los niveles de patogenos permitidos (Tabla 1).
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Tabla 1

Limites de poblacion de microorganismos patégenos e stablecidos por la EPA,

en la norma 503, para biosélidos que seran dispuest  0s en suelos.

Clasificacion del Patogenos Limites de

Abono poblacién
Salmonella <3 UFC/g

Clase A
Coliformes fecales < 1x10% UFC/g
Virus entéricos <1 PFU/g
Huevos viables de <1
helmintos

Clase B Coliformes fecales 2x108 UFCl/g

Fuente: (EPA, 2003).

1.5.1 Enfermedades humanas causadas por bacterias p  atégenas

encontradas en el Compost

Segun Prescott, 2009, de todas las especies bacterianas conocidas, tan
solo unas pocos son patdégenas para los seres humanos. La aplicacion de
compostaje puede representar un riesgo de contaminacion por
microorganismos si la fase termofilica no se desarrolla adecuadamente .Si el
compost se elabora con la fraccién organica de RSU es posible encontrar
materiales derivados de animales o cadaveres de animales, restos vegetales
y residuos de alimentos, donde previo al compostaje proliferan

microorganismos patogenos.
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Debido a la presencia de microorganismos patdgenos, el compostaje
puede ocasionar problemas de salud, de tal manera que los individuos que
laboran en plantas de compostaje se encuentran en riesgo de adquirir
enfermedades o presentar problemas de salud por los polvos organicos con
esporas y microorganismos. Entre los posibles padecimientos estan la
inflamacion pulmonar, asma ocupacional y bronquitis cronica, ademas de
infecciones por virus, bacterias, hongos y protozoarios (Domingo & Nadal,
2009). La mayor parte de los microorganismos patdgenos prefieren
temperaturas por debajo de los 42°C ya que normalmente viven a la
temperatura corporal del ser humano y animales o temperatura ambiente a las
plantas. La mayoria parte morirdn si se exponen durante un tiempo a
condiciones mas severas que las de su ambiente habitual (Trivierge & Seito,
2005).

1.5.1.1 Microorganismos patdégenos encontrados en co  mpostaje

El contacto con los microorganismos patdogenos presentes en el
compostaje ocurre por dos vias fundamentales, contacto directo y contacto
indirecto. El contacto directo tiene lugar al caminar a través del area donde
ha sido aplicado el compost, al tocar con las manos la tierra tratada y por
inhalacion de las bacterias durante la aplicacion y diseminacion de los

productos.

El contacto indirecto puede ocurrir por ingestion de los alimentos cultivados
en las areas fertilizadas con el compost, al consumir productos lacteos
obtenidos a partir de la leche de animales que se alimentan en suelos tratados
y al ingerir agua contaminada con los microorganismos patdégenos producto

del escurrimiento de la tierra fertilizada (Gomez, 2004).

1.5.1.2 Bacterias patdgenas en el compost.
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El tratamiento realizado al compost para su aplicacion como biofertilizante
va dirigido a destruir las bacterias patdégenas y mantener condiciones
desfavorables para su crecimiento. El incremento de bacterias patdgenas es
limitado ya que las condiciones ambientales no son 6ptimas para su desarrollo
y son incapaces de competir por los nutrientes con la microbiota autoctona del

suelo, aunque su vigilancia y control es de vital importancia (Gomez, 2004).

Investigaciones realizadas recientemente indican que algunos patégenos
tienen un umbral térmico mas alto que otros. Ademas el tiempo y la
temperatura necesaria para eliminar o reducir los peligros microbianos en el
compost u otras materias organicas varian segun el clima de la region y las
practicas concretas de gestion ambiental aplicadas en cada caso. FAO, 2000
planted que los organismos patdgenos pueden sobrevivir hasta 60 dias en el

compost.

En el Cuadro 1 se muestran los microorganismos patdgenos que pueden
encontrarse en el compost tratado inadecuadamente y las enfermedades

causadas por cada uno de ellos.

Cuadro 1

Se muestran los microorganismos patégenos que puede n encontrarse en el

compostaje, las enfermedades y sintomas.

Bacterias patdégenas Enfermedades/Sintomas
Salmonella sp. Salmonelosis, gastroenteritis, fiebre tifoidea.
Shigella sp. Disenteria bacilar.

Yersinia sp. Gastroenteritis.

Vibrio cholerae. Colera.

Campylobacter jejuni. | Gastroenteritis.

Escherichia coli. Gastroenteritis.

Fuente:(Gémez, 2004).
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1.5.1.2.1 Salmonella

Salmonella es uno de los géneros bacterianos patégenos entéricos mas
estudiados encontrados en el compost. Es conocido que la temperatura de
55°C por una hora es letal para los miembros de este grupo (Sorber y Moore,
1998).

La salmonelosis (gastroenteritis por Salmonella) est4 causada por cerca
de 2000 serovariedades de Salmonella. En base a los estudios de homologia
del ADN, se piensa que todas las salmonelas conocidas pertenecen a una
Gnica especie, S. enterica, aunque su taxonomia es polémica. Las
serovariedades de Salmonella aisladas con mayor frecuencia de los seres

humanos son thyphimuruim y enteritidis (Prescott, 2009).

El género Salmonella morfolégicamente corresponde a bacilos, son Gram
negativos, no fermentan lactosa, son anaerobios facultativos, de 0.7-1.5x 2-5
mm, no esporulados, generalmente moviles por flagelos peritricos (Caffer,
Terragno, & Binztein, 2008).

Salmonella se encuentra en el tracto intestinal de aves, de otros animales
y en los seres humanos. Se adquiere a partir de alimentos contaminados.
Una vez que la bacteria entra en el cuerpo, el periodo de incubacion tan solo

es de ocho a 48 horas.

La enfermedad se produce como consecuencia de una infeccion
alimentaria, ya que las bacterias se multiplican e invaden la mucosa intestinal,
donde generan enterotoxinas y citotoxinas que destruyen las células
epiteliales. Los sintomas son dolor abdominal, calambres, diarreas, nauseas,
vomitos y fiebre, y suelen persistir de 2 a 5 dias pero pueden llegar a durar

varias semanas.
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Durante la fase aguda de la enfermedad se encuentran hasta 1000 millones
de salmonelas por gramo de heces. La mayoria de los pacientes adultos se
recuperan, pero la pérdida de liquidos puede causar problemas en los nifios y
ancianos (Prescott, 2009).

Una de las enfermedades que causa Salmonella entrica serovariedad
thyphi es la fiebre tifoidea y se adquiere por alimentos y aguas contaminadas
con heces de individuos infectados o por el contacto entre individuos
(Prescott, 2009).

1.5.1.2.2 Shigella

La incidencia de Shigella en la poblacion esta relacionada con la calidad
sanitaria del agua. Su destruccion tiene lugar en un periodo de tiempo mas

corto que para Salmonella y coliformes fecales (Feachem et al., 1983).

La shigelosis, o disenteria bacilar, es una enfermedad diarreica que se
produce como consecuencia de una reaccion inflamatoria aguda en el tracto
intestinal causados por las cuatro especie de bacterias del género Shigella,
que se caracteriza por ser bacilos Gram negativos, facultativos, inmoviles y no
esporulantes. En los Estados Unidos de Norteamérica se registran
aproximadamente entre 20000 y 25000 casos anuales, y en todo el mundo, la
disenteria bacilar causa aproximadamente 600000 muertes anuales (Prescott,
2009).

Shigella tan solo se encuentra en los seres humanos. S. sonnei es el
patdgeno habitual en los Estados Unidos y en Gran Bretafia, pero S. flexneri
también es bastante coman. Estos microorganismos se transmiten via oral y
fecal, principalmente desde los alimentos, dedos, heces y moscas. Su

prevalencia es mayor en los nifios.
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Shigella es un parasito parasitos intracelular, anaerobio facultativo, que se
multiplica en el interior de las células vellosas epiteliales del colon. Las
bacterias inducen su fagocitosis por las células de la placa de Peyer; una vez
fagocitadas, las bacterias desorganizan la membrana del fagosoma y se

liberan en el citoplasma, donde se reproducen (Prescott, 2009).

En la evolucién de la enfermedad participan tanto endotoxinas como
exotoxinas, pero las bacterias no suelen diseminarse mas alla del epitelio del
colon. Las heces acuosas a menudo contienen sangre, mucus y pus (Prescott,
2009).

15123 Coliformes

La presencia de organismos patdgenos se presenta en el compost de mala
calidad como consecuencia de una excesiva aireacion, con la consiguiente
reduccion de temperatura. Los microorganismos que indican la presencia de

patégenos son las bacterias coliformes (Puerta s/a).

Los coliformes, incluyendo E. coli, son miembro de la familia
Entereobacteriaceae. Representan el 10% de los microorganismos
intestinales del ser humano y otros animales; se han usado ampliamente
como organismos indicadores. Pierden viabilidad en el agua dulce a menor
velocidad que la mayoria de patdégenos bacterianos intestinales. El grupo de
coliformes incluye E. coli, Enterobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae,

entre otros.

Los coliformes se definen como bacterias aerobias, Gram negativas, no
productoras de esporas, bacilares fermentadoras de lactosa con la formacion
de gas en 48 horas a 35°C (Prescott, 2009).
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Los microorganismos patdgenos que proliferan en ambientes acuaticos
pueden provocar colera, fiebre tifoidea, disenterias, poliomielitis, hepatitis,
salmonelosis, entre otros (FDA, 2002). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), estimd que la morbilidad y mortalidad derivadas de las enfermedades

mMas graves estan asociadas a coliformes.

1.5.1.2.4 Escherichia coli

La inocuidad de los abonos organicos se refiere a eliminar, en la medida
de lo posible, la posibilidad de que un abono organico ocasione dafios a la
salud humana. Los principales riesgos provienen de la presencia de

microorganismos patdégenos como Escherichia coli (Soto, 2004).

Es la bacteria mejor estudiada y el microorganismo de experimentacion
elegido por muchos microbiélogos, debido a que es un residente del colon de
los seres humanos Yy de otros animales de sangre caliente. Algunas cepas
producen gastroenteritis o infecciones de las vias urinarias (Prescott, 2009).

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por Theodor von Escherich,
bacteriélogo aleman, quién la denomind Bacterium coli. Posteriormente la
taxonomia le adjudicO el nombre de Escherichia. coli, en honor a su
descubridor (Koneman, Allen, & Janda, 1999; Prescott, 2009). E. coli es una
especie que pertenece a la familia de las Enterobactereaceae y cuyo habitat
natural es el suelo, el agua, la materia en descomposicion y el tubo intestinal
del hombre (principalmente intestino grueso) y los animales; por lo que han
recibido el nombre de “bacilos género”. A esta familia pertenecen algunos de
los microorganismos responsables y causantes de enfermedad

gastrointestinal (Sanchez & Zavala, 2003).

Se estima que cada gramo de heces humanas contiene hasta 108 células
de E. coli. Crece muy bien en medios simples; tiene movilidad y flagelos
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peritricos; fermenta lactosa y forma un brillo verdoso sobre el agar de eosina
y azul de metileno asi como color rosa-rojo en agar MacConkey. Tiene
actividad de descarboxilasa de lisina; utiliza el acetato como Unica fuente de
carbono e hidroliza el triptéfano para formar indol (Stuart, 2000; Rodriguez,
2002).

1.6 Métodos de identificacion de los microorganismo S.

La identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos
convencionales, basados en las caracteristicas fenotipicas. Los métodos
genotipicos suelen reservarse para las bacterias que no pueden identificarse

con métodos convencionales.

La identificacion preliminar o definitiva de los microorganismos se basa en
(1) morfologia de la muestras, (2) estudio del crecimiento y caracteristicas
bioquimicas de los microorganismos aislados cultivos puros (3) pruebas
inmunologicas que detectan anticuerpos o antigenos microbianos, (4)

fagotipado y (5) técnicas moleculares (Prescott, 2009).

Segun Garcia, Fernandez y Paredes, 1997, los criterios para la

identificacion de los microorganismos son:

» Criterios morfolégicos .- Actualmente, estos aspectos son solo una
forma primaria para identificarlos y se basan en la distincion celular y

colonial de los microorganismos.

» Tinciones diferenciales .- son técnicas de rigor en la identificacion de
microorganismos, ya que las diferentes coloraciones que toman las
bacterias u hongos, permiten definirlos por grupos. Ayudan a detectar

con mayor facilidad la morfologia celular bajo el microscopio.
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» Tipificacion de fagos .- Se basa en la interaccion de un fago con una
bacteria, apreciando la lisis que el fago ocasiona sobre la célula

bacteriana a través de los receptores especificos.

 Ensayos serolégicos .- Se basan en la reaccion del anticuerpo
presente en una preparacion, con el antigeno que posee la célula
microbiana. El ensayo por inmuno absorcion ligado a las enzimas
ELISA, ha sido empleado para la deteccion de virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), Escherichia coli, entre otros.

* Pruebas Bioquimicas .- Se basan en la deteccion de un
microorganismo a través de reacciones quimicas especificas, de
acuerdo a su metabolismo. Es un método ampliamente utilizado en el
laboratorio y los patrones de identificacion para cada microorganismo
se han refinado con el pasar de los tiempos.

» Biologia molecular .- Corresponde a la identificacion de
microorganismos mediante a la deteccion de su material genético. Para
ello, es necesario el aislamiento de los microorganismos, la extraccion
de sus acidos nucleicos, la amplificacion del material genético, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion de las
bases de los nucleoétidos.

1.7 Metales pesados

Algunos son micronutrientes esenciales para las plantas como cobre y el
zinc, pero otros como el cadmio, plomo, cromo, niquel, mercurio y cobalto, no
lo son y pueden a partir de una determinada concentracion, resultar téxicos
para algun componente de la cadena tréfica, suelo, plantas, animales y ser

humano. La acumulacién de metales pesados puede ocurrir en tallos, hojas y
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frutos, causando problemas variados. El cadmio, niquel, cobre y zinc son los
metales mas probleméticos debido a su efecto negativo sobre el metabolismo
y la fisiologia de la planta, como baja actividad nitrogenasa y fosfatasa,
disminucién de la respiracion mitocondrial, dafios en los cloroplastos, cierre
en los estomas, baja tasa de transpiracion y fotosintesis, reduccion de
turgencia y clorosis, entre otros (Acosta, Gutiierrez, & Ramirez, 2003).
Algunas de las caracteristicas de los metales pesados resumidas por
Martinez, 2003, se presenta en el (Cuadro 2).

Al implementar a los residuos organicos urbanos al proceso de compostaje
pueden tener efectos favorables debido a la adicion de la materia organica y
de nutrientes. También existen ciertos riesgos, en especial cuando se aplican
en dosis masivas, considerando que los materiales basicos que los forman
incorporan sustancias peligrosas, entre las cuales estan los metales pesados
lo que en mayor o menor grado pueden limitar su uso (Costa, Garcia,
Hernandez, y Polo, 1991).
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1.7.1 Caracteristicas de los metales pesados

Cuadro 2

Las caracteristicas de los metales pesados.

Metal
Arsénico

Plomo

Niquel

Zinc

Cadmio

Cobre
Cromo

Mercurio

Selenito

Caracteristicas
Metaloide de amplia distribucion como conservador de la
madera, en los plaguicidas y en la fabricacién de algunos
medicamentos. Se acumula en los cuerpos de agua, en la
cadena tréfica. Su ingestién, aun en dosis bajas, produce
desdérdenes gastrointestinales, afectacion del tejido
dérmico y alteraciones del sistema nervioso central.
Elemento ampliamente distribuido en la naturaleza,
fabricacion de pinturas, insecticidas, vidrios y baterias
eléctricas, antidetonante de la gasolina y emisiones
peligrosas al ambiente. ElI plomo afecta a los
microorganismos retardando la degradacion de la materia
organica. En los animales superiores afectan los glébulos
rojos, higado vy riflones, causando diversidad de
padecimientos.
Se utiliza como catalizador en la industria metallrgica y en
la fabricacion de ceramica. Inhibe la actividad biologica de
los microorganismos. En el hombre afecta los pulmones.
Se usa en metalurgica como recubrimiento de otros
metales; tiene toxicidad leve.
Subproducto de la explotacion de otros metales como
cobre, zinc y plomo. Se utiliza en el electroplateado,
fabricacion de pinturas, plasticos y en la fabricacién de
baterias. Su forma téxica es el ion Cd*2.Su acumulacién
afecta al higado y rifiones.
Elemento muy abundante en la naturaleza, es
micronutriente esencial, en dosis pequefias.
Se utiliza en la industria del cromado, fabricacion de acero
y curtido de pieles. Es toxico y puede llevar a la muerte.
Es uno de los metales mas peligrosos, se usa en la
fabricacion de los componentes eléctricos y electrénicos,
en la industria del papel y en la agricultura. Su ingestion
altera el sistema nervioso.
Se considera un no metal. Normalmente se produce
durante el refinamiento del cobre o la creacion del acido
sulfurico. A pesar de que es toxico en grandes dosis, es un
micronutriente esencial en el cuerpo como micronutriente.

Fuente: (Martinez , 2003).
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Para determinar la calidad de los biosélidos como el compost, la Norma

EPA 503 Biosoilds, determina los limites permisibles de metales pesados

permitidos (Tabla2).

Tabla 2

Valores delos limites permisibles de metales pesado

en la norma 503 para biosélidos dispuestos en suelo  s.

ELEMENTOS Valores

Tasa de carga

Concentracion

s establecidos por la EPA

Tasa de

Limite acumulativa del componente carga anual
(mg/Kg del elemento, para una calidad del elemento
mat. (Kg/Ha) excepcional (kg/Ha/afio)
Seca) (mg/Kg)

Arsénico 75 41 41 2

Cadmio 85 39 39 1.9

Cromo - - - -

Plomo 840 300 300 15

Mercurio 57 17 17 0.85

Molibdeno 75 - - -

Niquel 420 420 420 21

Selenito 100 100 100 5

Zinc 7500 2800 2800 140

Fuente: (EPA, 2003).

1.8 Fitotoxicidad de los vermicompostajes

La fitotoxicidad es un efecto detrimental, que a largo plazo puede ser

nocivo o dafiino de una sustancia quimica y podra expresarse en distintos

organos de la planta. Es una caracteristica indeseable, no siempre evitada en
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el desarrollo de un nuevo compuesto quimico (Carmona, Gassen, &
Scandiani, 2009). Las sustancias toxicas de determinadas plantas se pueden
clasificar en alcaloides, fitotoxinas, resinoides y oxalato de calcio. Algunas
plantas poseen proteinas toxicas, acidos organicos (acido oxalico, y acido
monofluoracético), los cuales se pueden localizar ya sea en sus vesiculas o
el citoplasma de células embrionarias, entre otras partes funcionales de las
plantas (GOmez, 1998).

Los altos niveles de Zn y Cu son considerados elementos toxicos para las
semillas (Page & y Chang, 1994). Ademas los elevados niveles de amonio son
perjudiciales para las semillas (Olsthoorn, Keltjens, Van Baren, & Hopman,
1991). Zn, Pb y Cd son elementos potencialmente toxicos (EPT) segun Ye,
Yang, Chang , & Wong, 2001.

Las enmiendas y los abonos organicos pueden ser fitotoxicos cuando el
proceso no esta estabilizado y es inmaduro. Afectan el crecimiento de las
plantas y provocan dafios en los cultivos. Los principales efectos que
producen las sustancias téxicas en las plantas son: reduccion del crecimiento
de la planta, enrollamiento foliar, manchas, clorosis y necrosis internerval,
lesiones, caida de flores y frutos, asi como reduccion de la produccién
(Carmona, Gassen, & Scandiani, 2009). La toxicidad en semillas causa dafos
como la reduccion de la germinacion por muerte de semillas, plantulas
deformadas, de menor altura, con hipocotileos engrosados, vitreos y fragiles,
hojas en forma de hoz que finalmente se atrofian, u hojas “cucharita”, hojas
trifoliadas con encrespamiento (Bowers, Pratt, Beeson, & Lewis, 1997).

Esta situacion se ha atribuido a la presencia de sustancias toxicas por la
biodegradacion insuficiente de la materia organica (Keeling, Paton, & Mullett,
1994). El indice de germinacion (IG) representa un indicador robusto para
describir el potencial fitotdxico de un material organico y se obtiene integrando
el porcentaje relativo de germinacion y el crecimiento relativo de raices.
Existen tres niveles de fitotoxicidad: severa, moderada y baja o nula, lo cual

es determinante, cuando se incorporan los materiales en pequefos
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contenedores, ya que se maximiza la zona de retencion (efecto maceta)
adquiriendo mayor relevancia el potencial fitotéxico (Varnero, Orellana, &
Santibafies, 2006).

1.9 Hipdtesis

El analisis fisicoquimico y microbiolégico de los abonos organicos de
lombricultura, Takakura y bioabono de la planta de lombricultura del Centro de

Gestidon Ambiental de la Ciudad de Loja determina su calidad.



36

2 CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

Las empresas auspiciantes del proyecto de tesis fueron el Ministerio del
Ambiente MAE, AGROCALIDAD y el Gobierno Autonomo de Loja (Anexo A).

En el estudio participd como director, Andrés lzquierdo Romero Ph.D,
docente de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia y en calidad de tesista,
Lic. Jessica Cristina Maisincho Asqui, egresada de la Maestria en Sistemas

de Gestion Ambiental XII de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE.
2.2 Zona de estudio

2.2.1 Trabajo de campo

La fase de campo fue llevada a cabo en la Planta de Lombricultura del
Centro de Gestion Integral de los residuos sélidos en el sector Chontacruz
(calles Llacurco y Cazaderos), sector sur-occidental de la ciudad de Loja-
Ecuador, a una altitud de 2334 m.s.n.m, donde se recolectaron las muestras

de los tres abonos organicos para el analisis en el laboratorio.

2.2.2 Trabajo de laboratorio

La fase de laboratorio fue desarrollada en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental perteneciente al Departamento de Ciencias de la Vida de la
Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, Ecuador, Provincia de
Pichincha, cantdon Rumifiahui, Sangolqui, ubicacion geografica: 0°18°53",52 °©

S, en donde se llevo a cabo el andlisis microbioldgico.
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El analisis fisico-quimico de las muestras fue realizado en los Laboratorios
de Suelos de Agrocalidad ubicado en Tumbaco, Av. Interoceanica Km. 141/2,

Provincia de Pichincha, Ecuador.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion se inicié en septiembre del 2014 y se finalizé en marzo del
2015.

2.4 Procedimientos

2.4.1 Recoleccion de muestras

Se realiz6 el muestreo en la Planta de Lombricultura del Centro de Gestion
Integral de los residuos sdlidos en el sector Chontacruz de la ciudad de Loja,
en referencia a la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE INEN 220:2013.

Fertilizantes o Abonos. Muestreo (Tabla 3).
Tabla 3

NUmero de muestras elementales de fertilizantes.

NUmero minimo de muestras
Tamafo del lote (KQ) elementales
Hasta 15 3
16 -25 4
26-50 5
51-90 7
91-150 10
151-280 15
281-400 20
401-500 25
501-1200 35
1201-3200 50
3201-10000 75
100001-35000 100
35001-150000 150
Mayor a150000 200

Fuente: INEN, Normativa Técnica Ecuatoriana INEN 220: Fertilizantes y abonos

muestreo, 2013.
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El abono organico se encontraba en sacos ya empacados, y correspondian
a la produccién del mes de noviembre de 2014, que fue de 500 quintales/mes
de humus de lombriz. Se tomaron cuatro quintales al azar por cada 100
quintales y100submuestras que fueron agrupadas en muestras compuestas
de cuatro kilogramos. Para el abono organico Takakura y bioabono, la
produccién fue de 200 quintales/mes; se tomaron 12 sacos al azar y 75

submuestras para formar muestras complejas de cuatro kilogramos.

Para los analisis microbiolégicos, las muestras se colocaron en recipientes
estérilesetiquetados, y fueron trasportadas en un termorefrigerado al
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas-
ESPE.Para los analisis fisico-quimicos, las muestras se colocaron en fundas
plasticas estériles y fueron transportadas en un termo refrigerado al
Laboratorio de Suelos de Agrocalidad (Figura 1).

Figura 1: Muestreo para el analisis microbiol6gico y fisico-quimico de los
abonos Humus, Takakura y bioabono.

2.4.2 Pruebas de campo

En la Planta de Lombricultura del Centro de Gestion Integral de los
Residuos Sdlidos de la Ciudad de Loja. Se realizaron las pruebas fisicas de
campo para determinar olor, color, tamafio de las composteras, temperatura
del area, proceso de los abonos, humedad relativa y contenido de materias
externas (vidrios, plasticos, alambre y otros),mediante una encuesta al
técnico encargado (Anexo B).
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2.4.3 Fase de Laboratorio

2.4.3.1 Andlisis Microbiolégicos
Para determinar la inocuidad de los abonos organicos se busco la
existencia o ausencia de bacterias patdgenas como: Salmonella sp., Shigella

sp. y Escherichia coli, segun las Normativa Técnica Ecuatoriana INEN.
2.4.3.2 Fase analitica

2.4.3.2.1 Aislamiento e identificacion de  Salmonella sp.

El aislamiento e identificacion del género Salmonella se realizaron segun
la norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-15: Control microbiologico de
los Alimentos. Aislamiento e identificacion de Salmonella. (INEN, 2009).
Ademas, se afiadieron medios de cultivo selectivos y diferenciales que han
demostrado buenos resultados en la recuperacion de las bacterias objetivo de

la investigacion (Anexo C).

2.4.3.2.2 Pre-enriquecimiento

Se pes6 10 g de la muestra compuesta de cada abono organico (humus,
Takakura y bioabono) en 90mL de agua de peptona tamponada estéril. Se
homogenizo por 5 min, dejé reposar 60 min a temperatura ambiente y luego

se incub6 a 37°C, durante 18 h.

2.4.3.2.3 Enriquecimiento selectivo

Pasadas las 18 h de incubacion correspondientes al pre-enriquecimiento
de la muestra, se tomo6 5mL y se colocd en 50 mL de caldo tetrationato verde
brillante. Se incubd a 42°C durante 48 h. Ademas se puso 10 mL en 100 mL

de caldo selenito y se incubo6 a 37° por 48 h.

2.4.3.2.4 Aislamiento primario en medios selectivos y diferenciales

Cumplido el periodo de enriquecimiento selectivo, a partir de los caldos se

inoculé la muestra en medios sélidos selectivos y diferenciales, agar verde
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brillante rojo fenol, agar Salmonella — Shigella, asi como agares MacConkey

y Hektoen. Se incubaron a 37°C por 24 h.

2.4.3.2.5 Seleccion y purificacion de las colonias confirmativas

De cada medio selectivo y diferencial, se seleccionaron cinco colonias
sospechosas bien separadas y se procedio a realizar los cultivos puros en
agar nutriente inclinado. Se incubaron a 37°C por 24 h. Luego se realiz6 una
tincion Gram para verificar su pureza y volver a repicar en nuevos tubos de

agar nutriente inclinado.

2.4.3.2.6 ldentificacion bioquimica

A partir de los cultivos puros, se inocularon las bacterias en medio primario
para reacciones bioguimicas de metabolismo como triple sugar iron agar
(TSI). Se incubaron 37°C por 24h. De las presuntas salmonelas, se sembraron
las colonias en los medios secundarios de identificacion bioquimica como
urea, caldo lisina decarboxilasa, prueba de beta gelactosidasa, Voges
Proskauer, prueba de indol, prueba de fenilalanina, citrato Simmons, entre
otros. Los resultados se verificaron segun la norma técnica ecuatoriana INEN

para la determinacion del género Salmonella.

2.4.3.2.7 Aislamiento e identificacion de  Shigella sp.

El aislamiento e identificacion de Shigella se realiz6 segun la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-16: Control microbiolégico de los
alimentos. Aislamiento e identificacion de Shigella (INEN, 1996). También se
consideraron otros medios de cultivo selectivos y diferenciales propicios para

robustecer los resultados (Anexo D).

2.4.3.2.8 Pre-enriquecimiento
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Se pes6 10 g de cada abono organico (humus,Takakura y bioabono) en 90
mL en agua de peptona estéril al 0.1% y se homogeniz6. Se dejo reposar 1 h

a temperatura ambiente.

2.4.3.2.9 Enriquecimiento selectivo

Pasadas las dos horas de incubacion del pre-enriquecimiento de la
muestra, se tom6 10 mL y se coloc6 en 100 mL de caldo Hajna para cumplir
con el enriquecimiento selectivo. Se incubd a 37°C por 16 a 18 h.

2.4.3.2.10 Aislamiento primario en medios selectivo sy diferenciales

Cumplido el periodo de enriquecimiento selectivo, se sembraron por
estriado para obtener colonias aisladas en los medios sélidos selectivos y
diferenciales XLD, MAC y SS. Se incubaron a 37°C por 24 h.

2.4.3.2.11 Seleccion y purificacion de las colonias sospechosas

De cada placa de medio selectivo y diferencial, se seleccionaron colonias
aisladas sospechosas para Shigella, se realizaron cultivos puros en agar
nutriente inclinado y se incubaron a 37°C por 24 h. Luego se realizdé una
tincion Gram para verificar su pureza y volver a repicar en nuevos tubos de

agar nutriente inclinado.

2.4.3.2.12 Identificacion bioquimica

A partir de los cultivos puros, se inoculé en los medios primarios de
identificacion bioquimica, triple sugar Iron (TSI) y movilidad. Se incubaron a
37°C por 24 h. De las presuntas shigelas, se sembr6 en los medios
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secundarios de urea, caldo lisina decarboxilasa, malonato, salicina, Voges
Proskauer, prueba de indol, prueba de fenilalanina y citrato Simmons. Los
resultados se verificaron segun la Norma Técnica Ecuatoriana para

determinar el género Shigella.

2.4.3.3 Fase analitica

2.4.3.3.1 Aislamiento e identificacion de  Echerichia coli y Coliformes

El aislamiento e identificacién de E. coli y coliformes fue realizado segun la
norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-8, NTE INEN 1529-6, NTE INEN
1529-7Control microbioldgico de los alimentos. Aislamiento e identificacion de
E. coli. Para mayor seguridad de los resultados, se afiadieron otros medios de

cultivo selectivos y dieferenciales (Anexo E).

2.4.3.3.2 Pre-enriquecimiento

Se pes6é 10 g del abono organico de cada uno (humus, Takakura y
bioabono) en 90mL en agua de peptona 0.1% y se homogenizaron. Se los

dej6 reposar durante 2 h a temperatura ambiente.

2.4.3.3.3 Aislamiento primario en medios selectivos y diferenciales

Concluida la hora de pre-enriquecimiento, se realizaron diluciones (10
hasta 107). A partir de ellas, se inocul6é en cajas Petri con medio de cultivo
agar cristal violeta-rojo neutro-bilis. Se incubd a 30°C por 48 h.

2.4.3.3.4 Seleccion y purificacion de las colonias confirmativas
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De cada placa de medio selectivo y diferencial, se seleccionaron colonias
aisladas sospechosas para E.coli para obtener cultivos puros. Las colonias
fueron sembradas en agar nutriente inclinado y se incubaron a 35°C por 24
h. Luego se realizé una tincibn Gram para verificar su pureza y volver a

repicar en nuevos tubos de agar nutriente inclinado.

2.4.3.3.5 Identificacion bioquimica

Para la identificacion bioguimica, se siguié el método IMVIC, pruebas de
indol, MR, VP y Citrato Simmons. Los resultados se interpretaron segun las
Normas Técnicas INEN para la identificacion de Echerichia coli.

2.4.4 Placas Petrifilm Coliformes (3M)

El andlisis de recuento total de coliformes fue hecho pesando 10 g de los
abonos organicos (humus, Takakura y bioabono) y colocandolos en 90 mL de
caldo de lactosa estéril. Se realizaron diluciones de 10 hasta 10”7, Se inoculé
1 mL de la muestra en las placas de petrifilm segun las instrucciones. Se
incubaron las placas a 35°C por 24 h. Posteriormente se realizé el recuento
de las unidades formadoras de colonia (UFC/mL) que presentaron color rojo

y presencia de gas (Anexo F).

2.4.5 ldentificacion bioquimica y confirmacion con pruebas API

Los resultados obtenidos de las pruebas morfologicas y bioquimicas se

confirmaron mediante la ejecucion de pruebas miniaturizadas API, siguiendo
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las instrucciones de siembra y lectura de resultados, con el indice Analitico

de PerfilAPI 20E Medium, para Enterobacteriaceae (Benson, 2005).

2.5 Analisis fisico-quimicos

Los analisis fisico-quimicos de las muestras de los abonos organicos
obtenidas en Loja fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos, Foliares y
Aguas de la Direccion de Servicios de Laboratorio de AGROCALIDAD, por la
autora de esta tesis. Se determinaron los contenidos Optimos de nitrégeno,
fésforo, asi como la capacidad de intercambio cationico, relacion C/N,
humedad, materia organica, macro Yy micronutrientes, presencia Yy
concentracion de metales pesados, pH, y conductividad eléctrica. Todos los
métodos utilizados en el laboratorio estan basados en el Standard Methods y
en la RELASE (Red de Laboratorios de Suelos del Ecuador), corresponden a

procesos certificados y son confidenciales.

2.5.1 Analisis de muestras de suelo

2.5.1.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de los abonos organicos colectadas (humus, Takakura y
bioabono) fueron secadas en una estufa 70°C por 48 h. Fueron molidas y
tamizadas a través de un tamiz de 2mm y almacenadas en fundas plasticas
transparentes identificadas, para los respectivos analisis excepto el de

densidad aparente (Figura 2).
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Figura 2: Proceso de preparacion de las muestras de los abonos orgéanicos.

2.5.1.2 Determinacion de las caracteristicas fisico  quimicas de los

abonos orgéanicos

La caracterizacion fisico-quimica de humus, Takakura y bioabono se basé
en la determinacion de los contenidos de niveles 6ptimos de los parametros

mencionados anteriormente.

2.5.1.2.1 Caracteristicas fisicas

La caracterizacion fisica de las tres muestras de abonos organicos se
realiz6 segun los procedimientos estandarizados por los Laboratorios de
Suelos de Agrogalidad (Cuadro 3). No son detallados en esta tesis por
confidencialidad.

Cuadro 3

Determinacion fisica de las tres muestras de abonos organicos;

procedimientos estandarizados por los Laboratorios de suelos de
Agrogalidad.
Parametro utilizado Caodigos de Método
protocolos
Determinacion de PEE/SFA/35 Método suelos

humedad —
CONTINUA



46

Relacion C/N Céalculo
CiC PEE/SFA/22 Absorcién Atbmica
Densidad real PEE/SFA/ Picnémetro

25.1.2.2 Caracteristicas quimicas

Para realizar la caracterizacion quimica de las muestras de suelo, se llevaron

a cabo los siguientes analisis (Cuadro 4):

. Materia organica (MO), por el método de titulacion Walkey- Black.
. Nitrogeno (N), mediante el célculo a partir de la materia organica.
. Fosforo (P), por colorimetria con extraccion en Olsen modificado.
. Potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), cobre (Cu), manganeso (Mn),

hierro (Fe) y zinc (Zn) por absorcion atémica con extraccion en Olsen

modificado.
Cuadro 4

Determinacién quimica de las tres muestras de abono s organicos;

procedimientos estandarizados por los Laboratorios de suelos de
Agrogalidad.

Parametro utilizado Referencia Método
Determinacion de pH PEE/SFA/06 Potenciométrico
Conductividad Eléctrica PEE/LS/05 Conductimetro
Ceniza PEE/SFA/A2 Gravimétrico
Materia orgénica PEE/SFA/09 Gravimeétrico
Nitrégeno total PEE/SFA/09 Dumas
Fosforo PEE/SFA/37 Colorimeétrico
Potasio PEE/SFA/38 Absorcion atomica
Calcio PEE/SFA/38 Absorcién atomica
Magnesio PEE/SFA/38 Absorcién atomica
Hierro PEE/SFA/39 Absorcion atomica

Manganeso PEE/SFA/39 Absorcion atémica



47

2.5.2 Determinacion de metales pesados

La determinacion de metales pesados en los tres abonos organicos se
hizo segun los procedimientos estandarizados de los laboratorios de suelos
de Agrocalidad, no se presenta su detalle por razones de confidencialidad
(Cuadro 5).

Cuadro 5

Determinacion de metales pesados de las tres muestr  as de abonos organicos;

procedimientos estandarizados por los Laboratorios de suelos de
Agrogalidad.
Parametro utilizado Referencia Método
Cobre PEE/SFA/39 Absorcion atomica
Zinc PEE/SFA/39 Absorcion atomica
Cadmio PEE/SFA/24 Absorcion
atomica/(Llama)

Plomo PEE/SFA/56 Absorcion

atomica/(Llama)

2.6 Determinacion de fitotoxicidad de los abonos or ganicos

La determinacion de fitoxicidad se realiz6é por el método de determinacion
del indice de germinacion propuesto por Zucconi, Forte, & De Bertoldi, 1985,
empleando semillas de quinua y el extracto de los abonos. El procedimiento
consistié en mezclar 8 g de abono en 100 mL de agua, llevar a agitacién por
una hora, centrifugar y filtrar para obtener asi el extracto acuoso (Tiquia,
2000).

En una camara humeda con papel toalla, se colocaron 10 semillas de
guinua (Chenopodium quinoa) en cada caja Petri con 1mL del extracto del
abono diario por siete dias. Se mantuvieron a 25°C y en cémara de
luz/oscuridad, ciclo 12/12 h.



48

Se realizé un disefo experimental en bloques completamente al azar con
cuatro repeticiones por muestras de abono. Para el testigo se colocaron 10
semillas y 1 mL de agua destilada segun Tiquia, 2000.

Se midié el porcentaje de germinacion relativo (PGR), crecimiento de la

radicula relativo (CRR) e indice de germinacion (IG), segun Tiquia (2000):

Numero de semillas germinadas (extracto),

PGR =

Numero de semillas germinadas (control)

Enlogacién de las radiculas (extracto)

CRR =

Numero de semillas germinadas (control)

o PGR * CRR
100

2.6.1.1 Analisis estadistico

Se obtuvieron las gréaficas descriptivas de los datos del porcentaje de
germinacion, crecimiento radicular relativo y del indice de germinacion
mediante Microsoft Excel 2013. Para el andlisis comparativo entre los abonos
organicos y el testigo, se utilizé el software libre estadistico InfoStat, aplicando

la prueba de T student.
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3 CAPITULO3: RESULTADOS

Se presentan primero los resultados de los andlisis microbiolégicos de
bacterias patdgenas indicadoras Salmonella sp., Shigella sp., y Echerichia coli
de los abonos organicos humus, Takakura y bioabono. En segundo lugar los
resultados de los analisis fisico-quimicos y, por ultimo, los de la prueba de

fitoxicidad.

3.1 Fase de Laboratorio

3.1.1 Analisis microbiolégicos

3.1.1.1 Aislamiento de colonias del género  Salmonella sp., Shigella sp.

y E. coli.

Se aislaron cinco colonias bacterianas que presentaron caracteristicas
macroscopicas y microscopicas similares a las reportadas por bibliografia
para Salmonella, Shigella y E. coli.

3.1.1.2 Descripcidn macroscopica celular

Las caracteristicas macroscopicas mas evidentes para Salmonella sp.,
fueron, color negro brilloso, con borde entero, elevada y convexa, superficie
lisa. Las colonias de Shigellas sp., color beige, traslicidas, lisas, con borde
entero, convexa. Echerichia coli., color negro oscuro y con un brillo verde
metalico en el medio Eosina y azul de metileno, superficie lisa, con bordo

entero y convexa (Figura 3).
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Figura 3: Caracteristicas macroscopicas celular obs  ervadas de las colonias

sospechosas: a) Salmonella, b) Shigellay c) E. col i. En medios de cultivo
selectivos y diferenciales.

3.1.1.3 Descripcion morfolégica celular

Los cinco aislamientos presuntivos para Salmonella, Shigella, y E. coli fueron

bacilos Gram negativos (Figura 4).
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Figura 4: Tincion Gram de las colonias presuntivas: a) Salmonella, b) Shigella

y ¢) E. coli (100x).

3.1.2 Andlisis bioquimico

Las claves bibliograficas de identificacion microbiana (Bergey's Manual y
Normativa INEN) permitieron la caracterizacion de las colonias aisladas del
bioabono, pertenecientes a los géneros E. coli. Para Shigella y Salmonella no
se dieron coincidencias con dicha clave. Los resultados de algunas pruebas
bioquimicas se muestran en la Figura 5. Las claves de identificacién

realizadas a cada colonia se detallan en el (Anexo G).
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Figura 5: Pruebas bioquimicas realizadas a las colo  nias presuntivas aisladas
de los tres abonos organicos: a) Oxidasa negativap  ara Salmonella,Shigellay
E. coli, b) Pruebas IMVC para E. coli, c) Prueba de Voges Proskauer para

Shigella, d) Fermentacion.
3.1.2 Andlisis confirmativo
El andlisis confirmativo con pruebas miniaturizadas APl corrobora la

identificacion bioquimica primaria y secundaria de las colonias pertenecientes
a E. coli. El codigo de referencia fue 5144572 (Figura 6).

Figura 6: Analisis confirmativo de E. coli de la co lonias, aisladas del

bioabono.

En la Tabla 4 se muestran los resultados de los analisis microbiolégicos
de los abonos organicos para determinar las bacterias presuntas Salmonellas



52

sp., Shigellas sp. y E. coli. Los tres abonos organicos cumplieron con la norma
para ausencia de Salmonella sp. y ausencia de Shigella sp. Humus y Takakura
no presentan E. coli. En el bioabono se encontré E. coli, contraviniendo la
norma. En cuanto a coliformes, los tres abonos lo presentan; sin embargo, no

superan los limites permisibles por la norma internacional EPA 503.

Tabla 4

Anélisis microbiolégico y limites méaximos permisibl es segun la EPA 503.
Patogenos Norma EPA  Humus Takakura  bioabono
Salmonella Presencia o Ausencia Ausencia  Ausencia

ausencia

Shigella - Ausencia Ausencia  Ausencia
E.coli - Ausencia  Ausencia Presencia
Coliformes <1X103 2,1x10°UF 2,3x10°UF 4,5X10? UFC/g
fecales UFCl/g Clg Clg

3.2 Analisis fisicoquimico

3.2.1 Resultados de las caracteristicas fisicoquimi  cas

Los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas de los tres abonos
organicos humus, Takakura y bioabono se presentan en la Tabla 5y en el
Anexo 8.

Los valores de humedad para los abonos organicos fueron: humus, 43,87 %,
Takakura, 50.55 y bioabono, 55.86% La C.I.C para Abono humus con 65.77
cmol, Takakura fue 75.84 cmol Mg/Kg suelo, seguida por el Bioabono 67.5
cmol Mg/Kg suelo. Los valores del tamafio de la particula para Takakura se

encuentra en 1.23 cm, Bioabono 1.01 cm y humus con 1.2 cm. La relacion de



53

C/N en el humus es de 17.66%, y para el Takakura fue el mas bajo de 13.93%

y para el Bioabono es de 20.78%como se muestra en la (Tabla 5).

Tabla 5

Caracteristicas fisicas de los abonos organicos (hu mus, Takakura, bioabono).

PARAMETRO
UNIDAD Humus bioabono Takakura
ANALIZADO
Humedad % 43,87 55,86 50,55
Densidad Real g/mL 1,2 1,01 1,23
CIC cmol/Kg 65,77 67,5 76,82
Relacion C/N 17.66 20.78 13.93

Los resultados de los analisis quimicos de los abonos organicos mostraron
valores de pH para el humus el 7.42, Takakura es de 7.3 para. Bioabono 8,
de y La Conductividad Eléctrica (CE) para el Humus fue 9.6dS/m, para
Takakura de 7.74 dS/m de mineralizacion y para el Bioabono de 7.36 dS/m.
La materia organica para el humus fue del 20.07%, para el Takakuradel
20.38% y para el Bioabono del 35.08%. EIl nivel 6ptimo en el compostaje
estuvo en el 25%. El porcentaje de cenizas en el humus fue 79.93%, y para
Takakura del 64.92 y para el bioabono del 79.62 %(Tabla 6).
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Tabla 6

Caracteristicas quimicas de los abonos organicas (H  umus, Takakura y
bioabono).

PARAMETRO UNIDAD Humus bioabono Takakura
ANALIZADO

pH 7,42 8 7,3
Conductividad ds/m 9,6 7,36 7,74
Eléctrica
Cenizas % 79,93 64,92 79,62
Materia % 20,07 35,08 20,38
organica
Nitr6geno % 1,172 1,687 1,463
Fosforo % 0,25 0,45 0,27
Potasio % 0,52 0,95 0,4
Calcio % 4,35 7,53 4,14
Magnesio % 1,44 1,48 1,44
Hierro ppm 1,09 0,78 1,12
Manganeso ppm 129.66 288.74 107.48

3.2.1.1 Macro y micronutrientes

Los porcentajes de macronutrientes encontrados en los abonos organicos
para potasio (K) en el humus fue del 0.52 % y Takakura del 0.4%. bioabono
fue del 0.95%, La cantidad de micronutrientes encontrada en los tres abonos

se presenta en un porcentaje inferior al 1%.
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3.3 Metales pesados

La concentracion de metales pesados evaluados en los tres abonos
organicos fue menor a los establecidos en la legislacion internacional (Tabla
7y Figura 7).



Tabla 7

Resultado de los andlisis fisicoquimicos para determina
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r metales pesados de los abonos organicos (humus,Ta  kakura,

bioabono).
PARAMETRO UNIDAD Humus bioabono Takakura NIVEL REFERENCIA
ANALIZADO OPTIMO
Cobre Ppm 38,1 50,11 79,54 70-600 EPA-2003
Zinc Ppm 199,78 338,88 197,57 210-4000 EPA-2003
Cadmio mg/kg 0,09 0,15 0,1 0.7-1 EPA-2003
Plomo mg/kg 62,43 12,748 57,02 70-1000 EPA-2003



Valores de concentracion de los metales
pesados de los tres abonos organicos
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3.4 Resultados de fitoxicidad
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s pesados de la EPA 503,

kakura y bioabono.

Los valores del indice de germinacion para los abonos orgéanicos son:
humus 85.48%, Takakura esta 85.23% y 86.98% para bioabono, Estos

valores de IG = 80 indican que no hay sustancias fitotdxicos (Figura 8).

Indice de Germinacion (IG) de
los abonos organicos.

85,23%

Figura 8: Porcentaje de indice de Germinacion de lo

86,98%

@ Takakura Humus # Bioabono

s Abonos Orgénicos.
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3.4.1 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante la Prueba de t
tomando como nivel de significancia p< 0.05 para comparar medias. Para ello

se utilizé el programa infoStat.

Entre los abonos organicos humus, Takakura y bioabono no existen
diferencias significativas en cuento al testigo (p < 0.0005) para el indice de
germinacion (Tabla 8).

Tabla 8

indice de germinacion en la aplicacion de abonos or  géanicos. Prueba de t.

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nula: 0

Variable n Media DE LI(95) LS(95) T p(Bilateral)

)
Control 4 7,75 0,50 6,95 8,55 31,00 0,0001
Takakura 4 6,50 0,58 5,586 7,42 22,52 0,0002
Humus 4 9,50 0,58 8,58 10,42 32,91 0,0001
Bioabono 4 8,25 0,96 6,7 9,77 17,23 0,0004
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4 CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 ldentificacion microbiologica de  Salmonella sp., Shigella sp.,

Escherichia coli.

La ausencia de las bacterias Salmonella sp., Shigella sp. y Echerichia coli
en el humus, Takakura y bioabono cumple con las normas de calidad (INEN y
EPA) en cuanto a ausencia de patdgenos intestinales. La ausencia se podria
deber a que segun Trivierge & Seito, 2005, la temperatura es uno de los
factores que mejor indica el desarrollo eficiente del proceso de
descomposicion de la materia organica. El incremento de temperatura en los
procesos de compostaje tiene dos efectos importantes: acelerar la
descomposicion y eliminar o disminuir las poblaciones de los microorganismos
patogenicos existentes, ademas de eliminar a través de altas temperaturas
huevos y larvas de las moscas, asi como parasitos presentes en los materiales

utilizados en el proceso.

4.2 ldentificacion fisico-quimica

Para considerar la madurez de los abonos organicos, el material debe ser
inocuo, es decir, libre de patégenos y de sustancias fitotoxicas, ademas de
estar constituido por materia organica estabilizada (Costa, Garcia, Hernandez
y Polo, 1991). Tales especificaciones indican que la cantidad de materia
organica debera tener entre 25 y 45% de peso seco; la relacion C/N menor a
20 o cercana a 15; contenido minimo de nutrientes en porcentaje de peso
seco: N=0.6; P=0.5; K=0.3; Ca=2.0 y Mg=0.3 (Zucconi & De Bertoldi, 1987).
El nitrégeno debe estar principalmente en forma de nitratos (NO*), ya que el
amonio no debe exceder de 0.04%; los valores de pH entre 6.5y 8; y el
contenido de metales pesados debe tener ciertos limites establecidos. Los
abonos organicos humus, Takakura y bioabono analizados en la investigacion

cumplen con estas caracteristicas, excepcion de la conductividad eléctrica
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que sobrepasa los niveles 6ptimos. La conductividad eléctrica que presentan
los tres abonos organicos son mayores a 1.5 ds/m debido a que en el compost
de Residuos Sdélidos Urbanos se pueden alcanzar niveles de salinidad
considerables por la presencia de sales en los materiales originales y a su
concentracion relativa durante la mineralizacion parcial de los mismos
(Cereijo, Ferro, Villar, Rodriguez, y Mato(2007). Lo recomendado es mantener
valores de por debajo de 1.50 dS/cm de conductividad eléctrica porque
cuando se presenta una cantidad excesiva de sales en el suelo, se impide la
absorcion del agua por la planta y, por ende, se modifica la adsorcién de
nutrientes (Portal, 2003).

Los abonos organicos humus, Takakura y bioabono son elaborados con
residuos organicos municipales los cuales tienen un pH inicial bajo, de
alrededor de 5, debido a los altos contenidos de acidos grasos de cadena
corta. En el compost terminado, el pH puede estar entre 8 y 9 por pérdidas de
COzen la respiracion de los microorganismos. La presencia de acidos
organicos bajo condiciones de acidez y su ausencia cuando el compost se
torna alcalino, es un indicador de que son un factor clave para la evolucion del
pH (Sundberg, 2005). Los microorganismos pueden tolerar factores
ambientales extremos, por ejemplo altas temperaturas o bajos pH, pero no
ambos al mismo tiempo. Otra posibilidad es la existencia de diferentes grupos
de microorganismos: unos mesofilicos, &cido tolerantes y otros termofilicos,

intolerantes a condiciones de acidez (Grau, 2002).

4.3 ldentificacidon de Metales Pesados

Los metales pesados evaluados en el humus, Takakura y bioabono se
encontraron en bajas concentraciones en relacién a los limites permisibles, lo
cual puede deberse a la amplia diversidad microbiana; existen
microorganismos resistentes y tolerantes a metales. También es posible que

durante el proceso de compostaje se diera un mecanismo de intercambio
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ionico, donde el microorganismo actia de modo semejante a una resina de
intercambio i6nico (Davis y col, 2003; Veglio y Beolchini, 1997; Vullo, 20083;
Whiteley y Lee, 2006). La biosorcion es un fendmeno ampliamente estudiado
en la biorremediacion de diversos ambientes contaminados con metales

pesados, tales como cadmio, cromo, plomo, niquel, cinc y cobre.

4.4 Prueba de fitoxicidad

Diversos autores como Zucconi et al., (1981), Tiquia, (2000) y Emino y
Warman (2004) determinan el indice de germinacion (IG), integrando el
porcentaje relativo de germinacion y el crecimiento relativo de raices como
medida de la madurez. Esto permite establecer tres niveles de fitotoxicidad:
severa, moderada y baja o nula. Segun el criterio de interpretacion de Zucconi
(1985) valores de IG = 80 indican la ausencia de sustancias fitotoxicas o estan
en muy baja concentracion; si el IG <50 indica que hay una fuerte de
sustancias fitotoxicas y si se obtiene un valor entre 50 y 80 se interpreta como
la presencia moderada de estas sustancias. Para el caso del humus, Takakura
y bioabono, los valores de IG = son superiores al 80%, lo que indica que no

existen sustancias peligrosas.
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5 CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. En los abonos organicos humus, Takakura y bioabono se reporta
ausencia de Salmonella sp., y Shigella sp.

2. Existe presencia de coliformes fecales (<1000 UFC/g) dentro del rango
permitido por la norma internacional EPA 503, en los abonos orgénicos

humus, Takakura y bioabono.

3. Los abonos organicos humus, Takakura y bioabono, en cuanto a sus
caracteristicas microbiologicas, se encuentran dentro de los limites

permisibles comparados con la Normativa Internacional EPA 503.

4. Los parametros fisicos-quimicos de los abonos organicos humus,
Takakura y bioabono se encuentran dentro de los rangos de madurez vy
estabilidad comparados por las normativas internacionales NTAE-006-SMA-
2006, MNX-FF-109-SCFI,2007, FAO,2013, y entre otros.

5. La conductividad eléctrica se encuentra en valores superiores a la
MNX-FF-109-SCFI, 2007 (<4 ds/cm).

6. Los niveles de metales pesados en los abonos organicos humus,
Takakura y bioabono, se encuentran dentro de los limites permisibles

comparados con la EPA 503.

7. Los valores del indice de germinacién IG en los extractos del humus,
Takakura y bioabono son superiores al 80% de germinacién, lo que indican
ausencia de sustancias fitotoxicas, por lo que se define como abonos

organicos maduros y estables.
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6 CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Se debe realizar un monitoreo de la calidad de los abonos

fisicoquimicos y microbiologicos en cada lote de produccion.

Determinar la madurez de los abonos organicos en la planta de
tratamiento de lombricultura de la ciudad de Loja, en la adquisicién de un
peachimetro y termémetro para realizar un monitoreo durante el proceso y

mantener registros de medicion.

Se deberia complementar el estudio en el monitoreo de la temperatura
y pH durante el proceso para determinar el tiempo de maduracion del

compostaje.

Determinar las proporciones y/o cantidades de residuos organicos,
materias primas para equilibrar el CE y la relacion carbono nitrégeno.

Se deberia normar la calidad fisico quimico y microbiolégico de los
abonos organicos, en especial los que provienen de los residuos organicos

municipales.
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