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Resumen
El vermicompostaje es un proceso de degradacién de residuos organicos y surge como una
alternativa ecolégica y sustentable para su aprovechamiento. Al no contar con un proceso
termofilico, no es posible eliminar patégenos que pueden afectar a la salud humana, sin
embargo, la respuesta inmunitaria con que cuentan las lombrices de tierra y su entorno
digestivo hacen que esto sea posible. Para evaluar el efecto de las lombrices de tierra en la
reduccion de patégenos en el vermicompost se inocularon sustratos de residuos organicos
domésticos con Escherichia coli y se cuantificé su concentracion cada semana mediante el
recuento bacteriano. La concentracion de E. coli disminuy6 en un 97% a las 5 semanas de su
inoculacion en el tratamiento con lombrices, al igual que en el tratamiento sin lombrices, pero
no representa una reduccion significativa entre los tratamientos (p=0,2342) debido a una falla
en el control de la humedad y aireacion, sin embargo, la diferencia recaen en el tiempo de
reduccion, pues se encontré que a la semana 2 se logré reducir en un 45 % la concentracion de
E. coli y ala semana 3 la reduccion fue del 36% (p<0,0001). Estos resultados no permiten
afirmar si las lombrices logran una disminucion representativa de los patégenos en este tipo de

sustrato.

Palabras clave: residuos organicos, vermicompostaje, lombrices Eisenia spp., E. coli,

reduccién
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Abstract
Vermicomposting is a process of organic waste degradation and emerges as an ecological and
sustainable alternative for its use. Due to the lack of a thermophilic process, it cannot eliminate
pathogens that can affect human health; however, the immune response of earthworms and
their digestive environment make this possible. To evaluate the effect of earthworms in reducing
pathogens in vermicompost, household organic waste substrates were inoculated with
Escherichia coli and their concentration was quantified every week by bacterial counts. The
concentration of E. coli decreased by 97% 5 weeks after inoculation in the treatment with
worms, as in the treatment without worms, but it does not represent a significant reduction
between treatments (p=0.2342) due to a failure in the control of humidity and aeration, however,
the difference lies in the time of reduction, since it was found that at week 2 the concentration of
E. coli was reduced by 45% and at week 3 the reduction was 36% (p<0.0001). These results do
not allow us to affirm if the worms achieve a representative reduction of pathogens in this type

of substrate.

Keywords: organic waste, vermicomposting, Eisenia spp. earthworms, E. coli, reduction
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Capitulo I: Introduccion
Formulacion del problema

La poblacion mundial ha crecido exponencialmente durante los ultimos afos, lo que
conduce a una mayor produccién de alimentos para satisfacer sus necesidades, como
consecuencia, se generan millones de toneladas de desechos organicos que no son tratados
adecuadamente, contribuyendo a la contaminacion ambiental (Scherhaufer et al., 2018).

En Ecuador, el acelerado crecimiento poblacional que ha tenido en los ultimos afios,
ademas de un incremento de las actividades comerciales y una rapida urbanizacién, ha
ocasionado que se genere mas basura (Soliz et al., 2020), y esto se ve reflejado en la
produccion per capita de residuos, cuyo valor es de 0,86 Kg/hab/dia, mientras que la cantidad
de residuos sélidos recolectados al dia ha incrementado con los afios, pasando de 12,3 ton/dia
en el 2017, a 12,7 ton/dia en 2018 (INEC, 2020). Esto provoca una sobrecarga en los sistemas
de disposicién de basura municipales.

Los sistemas de gestion de residuos municipales son los encargados de la disposicién
final de los residuos generados en la ciudad, pero aplican tratamientos convencionales, como
rellenos sanitarios o vertederos a cielo abierto, que no son sostenibles (Chen et al., 2020), por
ello es imperativo proponer y aplicar nuevas alternativas ecoldgicas que permitan darles una
nueva utilidad y asi lograr una disminucién de la contaminacién generada por estos.

Una alternativa que se presenta para mejorar el tratamiento de estos residuos es el
vermicompostaje y consiste en un proceso de degradacion de residuos biolégicos mediante las
interacciones entre lombrices y microorganismos (Prochazkova et al., 2018). Al ser una técnica
sumamente sencilla, se puede aplicar desde los hogares, logrando que la poblacién saque
provecho de esta tecnologia.

El vermicompost obtenido es rico en nutrientes, con una alta capacidad de retencion de
agua y actividad microbiana, caracteristicas que han llamado la atencién de los agricultores

como una alternativa a los fertilizantes inorganicos comerciales que contaminan y degradan la
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calidad de los suelos, mejorando su fertilidad y el rendimiento de las plantas (Durak et al.,
2017), pero al ser un proceso mesdfilo, no es sometido a una estabilizacion termofilica para el
control de microorganismos patdégenos, propiciando su proliferacion (Swati & Hait, 2018), esto
provoca una baja calidad de saneamiento y un riesgo potencial para la salud (Soobhany et al.,
2017).

Se ha encontrado que las lombrices de tierra mejoran la microbiota beneficiosa en el
vermicompost y a su vez suprimen los microorganismos patdgenos debido a la presencia de
enzimas intestinales que actdan sobre la pared celular (Joskova et al., 2009; Prochazkova et
al., 2006), un entorno de oxigeno reducido dentro de los intestinos (Monroy et al., 2009) y por
medio de receptores de reconocimiento de patrones solubles y de membrana, como el factor
citolitico celémico (CCF), proteinas de union a polisacaridos y receptores de tipo Toll (Skanta et
al., 2013), que activan una respuesta inmunitaria (Roubalova et al., 2019). Sin embargo, esto

no es una garantia de la inocuidad del vermicompost final.

Justificacion del problema

Varios microorganismos patégenos se pueden encontrar en los alimentos utilizados
para la cocina, ocasionando enfermedades, principalmente gastrointestinales, que pueden
afectar a las personas. Algunas de las bacterias que generan este tipo de enfermedades
incluyen Escherichia coli, Salmonella spp. y coliformes, y se encuentran principalmente en
alimentos mal cocidos, verduras contaminadas con heces fecales, ente otras. Aplicar un
proceso de descomposicion para obtener un abono organico y que ademas ayude a eliminar
estos patdgenos es de vital importancia.

Dentro de la agricultura, el vermicompost, al ser utilizado por los agricultores, pueden
exponerse a las enfermedades causadas por patbgenos mencionadas anteriormente, ademas
de contaminar el suelo con estos microorganismos. Ecuador no cuenta con una normativa que
garantice la calidad de un vermicompost, pero paises como Australia, Bélgica, Canada, Reino

Unido, cuentan con regulaciones ambientales y de calidad del vermicompost, donde se
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delimitan los parAmetros caracteristicos de este producto, tanto fisicoquimicos como
microbiol6gicos (Calahorrano, 2015), de ahi la importancia de asegurar la utilidad, seguridad e
inocuidad del vermicompost para su uso en la agricultura y en la vida cotidiana.
Objetivos de la investigacion
Objetivo general
- Evaluar el efecto de las lombrices Eisenia spp. en la reduccion de bacterias patdgenas
presentes en el proceso de vermicompostaje hecho a partir de residuos organicos
domeésticos
Objetivos especificos
- Construir y caracterizar una vermicompostera a partir de residuos organicos
domeésticos.
- Inocular la bacteria Escherichia coli sobre la vermicompostera a partir de un cultivo
liquido.
- Analizar la reduccion de la bacteria E. coli en la vermicompostera mediante el recuento
bacteriano en medio selectivo.
Hipotesis
La bacteria Escherichia coli inoculada en el vermicompostaje hecho a partir de residuos

organicos domeésticos es reducida en forma significativa por el efecto de las lombrices Eisenia

spp.
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Capitulo Il: Marco Tedérico
Generalidades

Se denominan residuos organicos a aquellos originados en organismos vivos e incluyen
desperdicios alimenticios, residuos de la agricultura, desechos forestales, la fraccién organica
de los residuos municipales y se generan principalmente por la actividad de la vida humana (Du
et al., 2020). Tienen la caracteristica de ser biodegradable, pero su acumulacién y falta de
tratamiento generan un problema latente.

Para la gestién de estos residuos se aplican diferentes técnicas, como el vertido, la
incineracion y el tratamiento bioldgicos (Figura 1). El vertido consiste en la disposicion de los
residuos en un espacio del suelo (Vallero & Blight, 2019). La incineracion es una técnica en la
gue se queman los residuos y ayuda a reducir su volumen, pero se generan gases como NOX,
CO y particulas finas (Q. Wang et al., 2019). Los tratamientos biolégicos, que incluyen la
digestion anaerobia y el compostaje aerobio, son técnicas amigables con el medio ambiente y
requiere de mucha humedad para que los microorganismos crezcan y descompongan el
material (Fan et al., 2021).

Figura 1

Esquema del manejo de residuos

CHa, CO2, HzS,

H20, CO2, NH3, NHa, digestate

soil improver, heat ¥

No 02

No 02

high temperature

CO, CO2, H20,

: CHa4, COz, leachate
Heat, ash, toxic gases

Nota: Recuperado de Fan et al. (2021)
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Cuando estos residuos son sometidos a procesos de descomposicion se puede obtener
una materia organica rica en nutriente que puede agregarse al suelo, denominado abono
organico, y ayuda al mejoramiento de sus propiedades fisicas, quimicas y bioloégicas (Taylor,
2014). Las técnicas que generalmente se aplican para la descomposicién de residuos son el
compostaje y el vermicompostaje.

Compostaje

El compostaje es una técnica de degradacion biolégica de materia organica en el que se
obtiene un material estable bajo condiciones aerobias y controladas de pH, humedad y
temperatura (Lobo & Dorta, 2019). La temperatura es un punto critico del proceso pues, al
inicio, los microorganismos presentes empezaran a descomponer la materia organica en una
etapa mesofilica y producto de esto, la temperatura comenzara a elevarse y se estabilizara
hasta que los nutrientes disponibles se agoten y después disminuird; cuando la temperatura se
encuentra elevada, puede ser letal para algunos microorganismos patégenos, por lo que se
puede garantizar la inocuidad del producto final (Q. Wang et al., 2019).

En Ecuador, especificamente en la ciudad de Quito, han nacido varias iniciativas con el
fin de aprovechar estos recursos a través del compostaje, como la Iniciativa Operaciones de
Anuna, que se encarga de proveer a las familias voluntarias un contenedor para que depositen
los residuos organicos y luego son dispuestos a una compostera en el sector de Machachi para
su descomposicidn; Ayllu es un servicio pagado en el que las familias pagan por el servicio y
les proveen de los contenedores para separar estos residuos y finalmente llevarlos hasta la
ciudad de Latacunga para su proceso de compostaje: las familias también pueden acercarse a
sus instalaciones para dejar sus residuos de forma gratuita (Alarcon, 2020).

Vermicompostaje

El vermicompostaje es un proceso similar al compostaje, con la diferencia que la lombriz

de tierra es la protagonista. Es un proceso oxidativo donde las lombrices ingieren los residuos

organicos, rompiendo sus estructuras complejas en moléculas sencillas de asimilar para luego
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eliminar lo que no logré digerir en forma de humus, un material rico en minerales y
microorganismos benéficos que puede ser usado en la agricultura para un mayor crecimiento
de las plantas (Kiyasudeen et al., 2020).

Figura 2

Esquema general del proceso de vermicompostaje
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>
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Nota: Recuperado de Kiyasudeen et al. (2020)
En comparacién con el compostaje, este proceso es netamente mesofilico, es decir, la

temperatura promedio a la que ocurre la transformacion organica es a los 35°C, por lo que no
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se logra una eliminacién de patdégenos (Aira et al., 2011). Los patégenos que se puedan
encontrar en los residuos organicos pueden ser eliminados por la accion de las lombrices de
tierra.

Lombrices empleadas en el vermicompostaje

Las lombrices utilizadas para el proceso de vermicompostaje se denominan epigeas,
comunmente conocidas como habitantes de la basura, se caracterizan por utilizar la materia
organica para su alimentacioén, un alto metabolismo y reproduccioén, capacidad de adaptarse a
las diferentes condiciones ambientales, ademas de un ciclo de vida corto (Kiyasudeen et al.,
2020). En este grupo destacan las lombrices del género Eisenia.

Caracteristicas de las lombrices del género Eisenia

Estas lombrices pertenecen al grupo de los anélidos oligoquetos, tienen un color marrén
Y SU cuerpo se encuentra segmentado, tienen una longitud promedio de 35-130 mm y un
didmetro de 3-5 mm, son hermafroditas, pero no pueden autofecundarse, por lo que se
reproducen por fecundacién cruzada (Shahnawaz et al., 2011). Para su correcto desarrollo,
necesitan que el ambiente sea templado, con temperaturas que oscilen entre 19y 20 °C
(Edwards & Lofty, 1972), un porcentaje de humedad cercano al 80% (Gémez et al., 2007), no
deben exponerse a la luz solar ya que son fotofébicas y requieren de aireacion para que
puedan asimilar la materia organica con la que se alimentan (Barbado, 2003), ademas, su
respiracion se da por la piel (Kiyasudeen et al., 2020).

Su reproduccioén se da durante todo el afio, cada 7 dias, donde se obtienen hasta 2
capsulas que se incuban hasta por 73 dias y de cada capsula pueden nacer hasta 4 lombrices
(Saavedra, 2007; Shahnawaz et al., 2011). Cuando nacen las nuevas lombrices, tienen un color
blanco que cambia con el tiempo hasta adquirir el color rojo oscuro caracteristico; a los 40 dias
alcanzan su madurez sexual, por lo que ya se pueden reproducir (Edwards & Lofty, 1972).

Las lombrices cuentan con estructuras nerviosas, circulatorias, digestivas, excretorias y

reproductivas, cuentan con un prostomio lobulado y su cuerpo termina en el orificio anal; las setas



21

gue se encuentran en cada segmento, junto con la secrecion de moco, ayuda a la lombriz con
su locomocion (Edwards & Lofty, 1972).

La estructura digestiva que tienen las lombrices permite que la materia organica
ingerida sufra diferentes modificaciones, tanto fisicas, quimicas como biolégicas (Ordéfez,
2016). Inicia en la boca, que se encarga de digerir los residuos organicos, la faringe, que
interviene en la primera digestion de proteinas, el eséfago, que conduce el alimento hacia la
molleja, donde se va a triturar el alimento gracias a la contraccion de los musculos circulares, el
estbmago se encarga se acelerar la digestion, el intestino, donde se procede a absorber los
nutrientes requeridos por la lombriz, y el ano, que permite evacuar la materia organica
parcialmente digerida (Edwards & Lofty, 1972; Kiyasudeen et al., 2020).

Figura 3

Estructura interna de las lombrices de tierra
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Nota: Recuperado de Kiyasudeen et al. (2020)

El trabajo realizado por los intestinos de las lombrices puede ser modelado siguiendo el
esquema de un reactor de flujo pistén, debido a la similitud de su estructura con este tipo de
reactores, un flujo continuo del material organico por parte de las lombrices, un gradiente de

concentracion de los nutrientes que se van absorbiendo en el intestino, y las condiciones dentro
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del intestino practicamente son neutras y van incrementando conforme se avanza en el tracto
intestinal (Kiyasudeen et al., 2020).
Figura 4

Comparacion entre las lombrices de tierra y un reactor de flujo piston
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Plug flow reactor (PFR)
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Nota: Recuperado de Kiyasudeen et al. (2020)
Mecanismos de defensa frente a patdbgenos

Las lombrices de tierra presentan una inmunidad innata conservada que participa en la
defensa de estos animales, incluyen la reparacién de heridas, respuestas de coagulacion y
coagulacion, y factores antimicrobianos como cascada de activacién de enzimas (Bilej et al.,
2013), pero también cuentan con una respuesta humoral como las moléculas de
reconocimiento de patrones, aungue reconocen ciertas estructuras conservadas en los
microorganismos (Schulenburg et al., 2007).

La respuesta celular es la primera linea de defensa en activarse cuando la lombriz entra
en contacto con patégenos, inicia en la piel, que esta constituida de mucopolisacaridos que
actian como antimicrobianos, y las células basales que intervienen en el proceso de
cicatrizacion de heridas, generando una actividad fagocitica (Rahemtulla & Lagvtrup, 1974).

Como esta barrera puede ser falible, el siguiente punto de control es la cavidad celémica, que
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cuenta con un gran numero de células potencialmente fagociticas llamadas celomocitos y
puede evitar que microorganismos patdgenos crezcan en este sitio (Bilej et al., 2013).

Otras formas que tienen las lombrices para eliminar a los patdgenos incluyen la
excrecion del material por el nefridio (Cameron, 1932), expulsién de material fagocitado a
través de los poros dorsales (Cameron, 1932) y mediante la encapsulacion, proceso parecido a
la fagocitosis, donde los celomocitos rodean al cuerpo extrafio y luego de varios dias se forma
una capsula densa llamada cuerpo marrén debido a su contenido de melanina, resultado de la
cascada de profenoloxidasa (Bilej et al., 2013), y cuando alcanza un tamafio de 1-2 mm, se
desplaza hacia los segmentos posteriores de la cavidad celdmica y posteriormente es
expulsada (S. Gupta & Yadav, 2016).

La respuesta humoral que presentan las lombrices de tierra incluye factores
antimicrobianos como las lisozimas y los péptidos antimicrobianos (Bilej et al., 2013). Las
lisozimas protegen a las lombrices de infecciones causadas por bacterias Gram positivas ya
gue se encargan de hidrolizar los polimeros presentes en su pared celular y se encuentran
principalmente en el liquido celémico (Quaglino et al., 1996). Los péptidos antimicrobianos son
un conjunto de moléculas efectoras que actlian sobre los microorganismos para su eliminacion
(Bilej et al., 2013). Se han reportado pocos péptidos en los anélidos, en Eisenia fetida se
encontré un péptido de 5 aminoéacidos, denominado OEP3121 y tiene un potencial para destruir
lineas celulares de cancer humano (X. Wang et al., 2003).

El factor citolitico celomico (CCF) se presenta como una molécula de reconocimiento de
patrones y es un mecanismo sumamente importante en la defensa de las lombrices de tierra
(Bilej et al., 2013). Estas moléculas tienen una alta especificidad gracias a los dos dominios
similares a lectinas de reconocimiento de patrones diferentes espacialmente (Figura 5): el
primer dominio se ubica en la parte central y presenta una homologia con los motifs de
polisacéridos y glucanasa de la B-1,3-glucanasas, y el segundo dominio que es rico en

triptofano C-terminal (Bilej et al., 2001). Este CCF permite defender a la lombriz de las
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bacterias, ya sean Gram positivas o0 Gram negativas, contribuyendo en la opsonizacién de
estos por parte del liquido celémico, ademas, interviene en reacciones citotoxicas que
potencian la actividad litica del liquido celdmico frente a eritrocitos de otras especies (Bilej et
al., 2013).

Figura 5

Esquema del factor citolitico celémico
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Nota: Recuperado de Bilej et al. (2013)
Ventajas y desventajas del vermicompostaje

El vermicompostaje se muestra como una alternativa a la actual gestion de residuos
sélidos y permite obtener derivados de alto valor agricola. A diferencia del compostaje
convencional, esta técnica acelera la descomposicion de la materia organica, convirtiéndolo en
vermicompost en un menor tiempo (Pathma & Sakthivel, 2012).

El vermicompost ayuda a potenciar los nutrientes presentes en el suelo, incrementa la
disponibilidad y conservacion de estos nutrientes para las plantas (C. Gupta et al., 2019),
cuenta con una alta porosidad, aireacion y capacidad de retencién de agua (Thakur et al.,

2021), proliferacion de microorganismos benéficos que contribuyen en la degradacion de la
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materia organica (Pierre et al., 1982), tiene una mayor disponibilidad de nitrégeno en forma de
nitratos (Atiyeh et al., 2000) y puede actuar como biocontrol al evitar ataques de plagas en las
plantas (C. Gupta et al., 2019).

Las desventajas que presenta esta técnica son: el tiempo que toma transformar los
residuos organicos es de 2 meses o0 mas (Pierre et al., 1982), el material a degradar es
susceptible al ataque de animales, requiere de una constante aireacion del material para evitar
gue la temperatura incremente y controlar la humedad, ya que un exceso o falta de agua en el
material puede ser letal para las lombrices (C. Gupta et al., 2019).

Microorganismos patégenos en el vermicompostaje

Los residuos organicos que son desechados presentan una cantidad abundante de
microorganismos patégenos que ponen en peligro la salud humana, por ello, se han
seleccionado algunos de estos organismos como indicadores, que se caracterizan por una
sobrevivencia en condiciones extremas y su eliminacion de los residuos se puede correlacionar
con la eliminacién de patégenos (Swati & Hait, 2018).

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) tiene como indicadores a patégenos como
Salmonella, virus entéricos, 6vulos de helmintos viables y coliformes fecales y han establecido
limites permisibles que se deben llegar en el proceso de estabilizacién de desechos
(Environmental Protection Agency, 2003). Los estandares BSI-PAS difieren de los estipulados
por la EPA y consideran como indicadores a Escherichia coli, al igual que la CCME que incluye
a Shigella como otro indicador patégeno (Swati & Hait, 2018).

Escherichia coli

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, del orden
Enterobacteriales; son bacilos Gram negativos dispuestos individualmente, en pares o en
cadenas cortas, que no generan esporas, presentan movilidad gracias a flagelos peritricos y en
medios de cultivo se presenta como colonias mucoides, ademas, cuentan con una capsula de

naturaleza polisacarida que le permite resistir la defensa del huésped en una fase temprana de
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infeccién (Samanta & Bandyopadhyay, 2020).Esta bacteria es anaerobia facultativa y generan
gas por la fermentacion de carbohidratos y presentan fimbrias hidrofébicas de estructura
variable que le ayuda a adherirse a superficies del huésped o de un érgano de éste (Percival &
Williams, 2014).

E. coli tiene un origen fecal y se la puede encontrar en el tracto intestinal de los
animales homeotermos y también puede encontrarse en el medio ambiente (Percival &
Williams, 2014). Existen diferentes cepas de E. coli y la mayoria de ellas no son patégenas,
pero algunas de ellas pueden provocar enfermedades diarreicas, principalmente por su
presencia en los sistemas de agua potable; Entre las cepas mas estudiadas se encuentra la
0157:H7 o enterohemorragica, que ha causado numerosos brotes (Gordon, 2013).

La mayoria de sus cepas pueden fermentar la lactosa y en su presencia también
manifiestan una reaccién positiva a O-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) por actividad de
la B-galactosidasa, ademas, pero su caracteristica particular que la diferencia de las bacterias
entéricas es la produccion de indol a partir del triptéfano ya que cuentan con la enzima
triptofanasa (Chu et al., 2012). E. coli no puede hidrolizar la Grea ni pueden producir
gelatinasas, ademas, no crece en caldo KCN de Muller ya que su crecimiento es inhibido por el
cianuro presente en este medio (Percival & Williams, 2014).

Para su aislamiento, se pueden utilizar medios de cultivos diferenciales. En agar sangre
se pueden visualizar como colonias lisas o rugosas de 2-3 mm de diametro, con forma
convexa, humedas, brillantes y margen entero, y la hemdlisis varia segun la cepa (Samanta &
Bandyopadhyay, 2020). En agar MacConkey, las colonias toman una coloracién rosa debido a
gue el medio contiene lactosa y las bacterias la fermentan, acidificando el medio, mientras que
en agar eosina azul de metileno (EMB), las colonias se visualizan con un brillo metéalico
verdoso en su superficie como consecuencia de la fermentacion de la lactosa y de la

combinacion de la eosina y el azul de metileno en pH acido (Wanger et al., 2017).
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El aislamiento de E. coli en agar Chromocult permite obtener colonias de entre color

azul oscuro y violeta debido a la escicion del X-glucorénido y el Salmon-GAL (sustratos

disponibles en el medio) por las enzimas 3-D-glucoronidasa y B-D-galactosidasa,

respectivamente, presentes en esta bacteria (Milipore, 2020).

Percival y Williams (2014) resume las principales caracteristicas que tiene E. coli en la

siguiente tabla:
Tabla 1

Caracteristicas que presenta E. coli

Caracteristicas Reaccién
Tincién Gram Negativa
Crecimiento aerobio y anaerobio +
Motilidad +
Oxidasa +
Catalasa +
Crecimiento en agar MacConkey +

Fermentacion de manitol

Lactosa, 37°C

Lactosa, 44°C

Adonitol

Inositol

Indol a 37°C

Indol a 44°C

Reaccién a rojo de metilo

Reaccion de Voges-Proskauer

Urea

Deaminaciéon de PHE

H>S en medio triple azucar hierro (TSI)
Crecimiento en medio potasio cianuro (KCN)
Oxidacion de gluconato

+, produccion de gas
Acido +, gas +

Acido +, gas +

Rara vez fermentado
Rara vez fermentado
Usualmente producido
Usualmente producido
+

No es hidrolizada

No hay ennegrecimiento
Crecimiento inhibido

Nota: Recuperado de Percival y Williams (2014)
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Participantes

El presente proyecto “Evaluacion del efecto de las lombrices Eisenia spp. en la
reduccion de bacterias patdégenas presentes en el proceso de vermicompostaje hecho a partir
de residuos organicos domésticos” fue realizado en colaboracion con el Laboratorio de
Enzimologia del CICTE, perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,
ubicado en Sangolqui, en la Av. General Rumifiahui s/n y Ambato. El tutor del proyecto fue
Rafael Eduardo Vargas Verdesoto M. Sc., docente de la Carrera de Ingenieria en
Biotecnologia.
Zona de estudio

El proyecto de investigacion se llevé a cabo en dos lugares: el trabajo de campo,
realizado en el Barrio Reino de Quito, ubicado en las calles Toylla y Vicente Angos, de la
ciudad de Quito, y el trabajo de laboratorio efectuado en el Laboratorio de Enzimologia del
CICTE, de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion inicié en el mes de noviembre de 2021 y finalizé en el mes de febrero
de 2022, teniendo una duracién de 3 meses.
Disefio experimental y andlisis de datos

Para determinar el papel de las lombrices en la eliminacion de los patdgenos en el
vermicompostaje, se planted un disefio en bloque completamente al azar, donde se realiz6 la
comparacion de sustratos con y sin lombrices de tierra, y en muestras control y sustratos
inoculados con E. coli (Figura 6); se tomé en cuenta al tiempo en semanas como factor de
bloque. Las muestras fueron tomadas para su analisis cada 7 dias a partir de la semana 2 y
todas las muestras se tomaron por triplicadas, ademas, se consider6 tres repeticiones del
experimento. La cepa bacteriana fue proporcionada por el Laboratorio de Enzimologia del

CICTE-ESPE.
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Los factores que se controlaron en la experimentacién fueron el pH, la temperatura y la
humedad del vermicompost, la unidad experimental fue la muestra de vermicompost y la
variable de respuesta es la concentracion de microorganismos por gramo de sustrato (UFC/g) y
para su medicion se aplicé un recuento bacteriano.

Figura 6

Esquema del disefio experimental

Sin inoculacién
(control)

Sin lombrices

E coli

Sin inoculacion
(control)

Con lombrices

E coli

El analisis estadistico comprendié un analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias y la
comparacion de tratamientos y factor de bloque mediante una prueba de Duncan que se realizé
con la ayuda del software InfoStat con un nivel de significancia de 0.05; para obtener los
gréaficos se emple6 GraphPad Prism.

Procedimiento
Preparacion del sustrato

El vermicompostaje fue elaborado a partir de residuos organicos domésticos
proporcionados por los hogares del Barrio Reino de Quito, ubicado en las calles Toylla 'y
Vicente Angos, de la ciudad de Quito, y del Mercado Mena 2, ubicado en la Avenida
Angamarca. El material recolectado fue precompostado durante quince dias con el fin de
facilitar la aceptacion del mismo por parte de las lombrices. Se excluyé material citrico ya que

pueden modificar el pH del compost y afectar la actividad de las lombrices.
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Se colocd una mezcla de material precompostado (75%) y material fresco (25%) en
contenedores de 19 L y se afiadié 15 g de lombrices de tierra del género Eisenia. Los
contenedores fueron ubicados en un lugar ventilado y oscuro para evitar que las lombrices se
vean afectadas.

Preparacion de in6culos bacterianos

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en caldo triptona soja (TSB) y posteriormente
se esparcid aproximadamente 62,5 mL del cultivo sobre el sustrato, tratando de homogeneizar
todo. Para determinar la concentracion inicial presente en los sustratos se realizdé un recuento
bacteriano de E. coli en medio selectivo agar Chromocult, las placas fueron incubadas a
temperatura ambiente por 48 horas y solo las colonias de color azul oscuro a violeta fueron
cuantificadas para definir las UFC/g del vermicompost.

Toma de muestra de vermicompost

La toma de muestra se realizé en tres puntos al azar de la vermicompostera y se tomo

aproximadamente 10 g de vermicompost. La muestra fue depositada en un frasco estéril y

trasladada de inmediato al laboratorio para los analisis respectivos.

Caracterizaciéon del vermicompostaje

Temperatura

La temperatura de cada tratamiento fue determinada con un termémetro de punta
metdlica, fue introducida en el vermicompost durante 2 minutos y se tomé la lectura
correspondiente.

pH

Para la medicion del pH se tom6 una muestra de vermicompost y se diluyé en agua
destilada en una proporcion de 1:1. Una vez que se mezclo, se utiliz6 un pH-metro para realizar

la medicién de la solucién resultante.



31

Porcentaje de humedad

Para determinar el porcentaje de humedad del vermicompost se empleé el método
gravimétrico, para ello, se tomé 20 g de vermicompost (Ps) en un recipiente de aluminio de
peso conaocido (Pb), luego se llevd la muestra a una estufa a 105°C por 24 horas y se registro
su peso. El resultado se obtuvo con la ayuda de la siguiente férmula:

(Pb + Psh) — (Pb + Pss)
*

%H =
HH (Pb + Pss) — Pb

100

Donde:

- Pb: peso del recipiente (g)

- Psh: peso de la muestra himeda (g)

- Pss: peso de la muestra seca (g)
Recuento bacteriano

El recuento bacteriano se realiz6 siguiendo el protocolo expuesto en la norma NTE

INEN 1 529-5:2006. Para ello, se tom6 una muestra de 10 g de sustrato y se colocé en 90 mL
de agua destilada (10?), de la cual se tomé 1 mL y fue colocado en 9 mL de agua destilada (10
2), y asi hasta llegar a una dilucién de 10 (Figura 7). Cada dilucién se realizé por duplicado. El
recuento bacteriano se realizé por el método de extensién en placa (Figura 8): se tomé una
alicuota de 100 uL de la dilucién y se depositd en una caja Petri que contiene medio de cultivo
selectivo Chromocult, que permite discriminar E. coli del resto de bacterias. La muestra se
esparcio por toda la placa con la ayuda de una espatula de Digralsky. Las placas fueron
incubadas a temperatura ambiente durante 48 horas y para determinar los UFC/g se tomaron
en cuenta solo las placas que contenian de 30 a 300 colonias y aquellas colonias de color azul

oscuro a morado.
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Figura 7

Método de diluciones seriadas
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Nota: Recuperado de Madigan et al. (2015)
Figura 8

Técnica de extension en placa
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Nota: Recuperado de Willey et al. (2020)
Para reportar el numero de colonias por gramo de sustrato, se realizo el calculo a partir

de la siguiente ecuacion:

NC * FD
UFC/g = ———
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Donde:
- NC: nimero de colonias en una placa
- FD: factor de dilucién correspondiente a la dilucion de donde se tomé la muestra con la
gue se inoculé la placa

- V:volumen inoculado

Diseccién de lombrices y recuento bacteriano

Se tomaron 5 lombrices aleatoriamente de cada tratamiento y fueron colocadas en un
recipiente estéril para realizar un proceso de desinfeccién. Este proceso se realizé para
discriminar entre los microorganismos presentes en el intestino. Las lombrices fueron lavadas
con agua destilada mas Povidyn durante 30 minutos, luego se realizé un segundo lavado con
etanol al 70% por 3 minutos. Terminado el proceso de desinfeccion, se inmovilizé a la lombriz
sobre una superficie de espumaflex y se realiz6 un corte en la zona ventral, aproximadamente
15 segmentos de longitud, a partir de clitelo, para dejar expuesto el intestino (Figura 9). La piel
se inmovilizé con agujas para tener un mayor manejo del animal. Los intestinos fueron
removidos con cuidado y suspendidos en 10 mL de agua estéril (Léw et al., 2016). Se realizo el
recuento bacteriano a partir de la muestra de intestino siguiendo la metodologia expuesta en la

norma NTE INEN 1 529-5:2006.



Figura 9

Diseccion de lombrices de tierra

Nota:

El recuadro blanco muestra el tracto intestinal de la lombriz

34
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Capitulo IV: Resultados
Caracterizacion del vermicompost
Para la medicion del pH solo se consideraron los tratamientos que contenian lombrices
en el sustrato. El pH se midi6 cada 7 dias después de la segunda semana de incluir las
lombrices de tierra en el sustrato. Los resultados se resumen en la siguiente tabla.
Tabla 2

Medidas de pH del vermicompost

Semana 2 Semana 3 Semana 5
Con
lombrices
Control 7,2 7,1 7,2
E. coli 7,3 7,2 7,3

El ensayo arrojé un porcentaje de humedad de 541%, un valor exorbitante debido a la
falta de control de humedad en la experimentacion. La temperatura promedio entre los
tratamientos oscilé entre los 15-20°C.

Reduccién de bacterias patégenas

La cantidad total de microorganismos presentes en los sustratos iniciales inoculados
con E. coli fue de 8,8x10” UFC/g, mientras que en los sustratos iniciales que no fueron
inoculados tuvieron un total de 1,97x108 UFC/g para el tratamiento control, y 1,43x10% UFC/g
para el tratamiento control con lombrices de tierra (Ver Apéndice 1).

A las dos semanas de inocular E. coli sobre el sustrato, se evidenci6é un descenso en su
concentracion en los sustratos con lombrices, mientras que en el sustrato sin lombrices con
inoculacion de E. coli hubo un incremento en su concentracion que luego fue disminuyendo. A
las tres semanas hubo una notable disminucién de la concentracion de E. coli en todos los
tratamientos, mientras que las 5 semanas, la concentracion de E. coli fue similar en todos los
tratamientos y con una tendencia a la baja (Figura 10). El porcentaje de reduccion total de E.

coli en el tratamiento con lombrices fue del 97%, al igual que en el tratamiento sin lombrices.
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Respecto al factor de bloque, a la semana 2 se obtuvo una reduccion del 45%, mientras que a
la semana 3 se logré un 36% de reduccién de E. coli.

Figura 10

Reduccién de E. coli en el vermicompost a través del tiempo
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Nota: Ib: lombrices. No se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos (p=0,2342). El
factor de bloque muestra una diferencia significativa en los UFC/g a través del tiempo

(p<0,0001).

La figura 11 muestra los datos obtenidos de cada tratamiento y refleja una dispersion de
los mismos, especialmente en el tratamiento 3 (Figura 11A), que presenta un dato atipico, por
lo que no se tomo en cuenta para el andlisis estadistico. Ademas, en las semanas 0y 2 la

dispersion de los datos es mayor.



37

Figura 11
Boxplot aplicado a cada tratamiento
A Tratamiento 1 B Tratamiento 2
4x108 4%108-
L ]
3x108 3%108 .
2 K
O 2x108 2 2x108-
= | - | |
1%108 1x103 o6
= il
0-—|—|—'-|£-'—°‘P‘— 0 T T tﬂ‘—
3 5 0 2 3 5
Semanas

0 2
Semanas
C Tratamiento 3 D Tratamiento 4
3x108 1%x108—
bt had PPN
8x107
2x108 6x107 ®
Ky >
Q Q 4ax107
=) o
1%108 2x107
% 0- oo oo
0 T T T -"_ -2x107 T T T T
0 2 3 5 0 2 3 5
Semanas Semanas

Nota: Tratamiento 1: Control-lb; Tratamiento 2: E. coli-lb; Tratamiento 3: Control+lb;

Tratamiento 4: E. coli+lb. Ib: lombrices
Para comparar los diferentes tratamientos se aplicé un ANOVA de 2 vias con una

significancia de 0,05, el cual determiné que no hay una diferencia significativa entre los

tratamientos (p=0,2342), mientras que, al analizar el factor de bloque, se encontré que los

UFC/g disminuyen con el paso del tiempo de forma significativa (p<0,0001).



Tabla 3

ANOVA de 2 vias con nivel de confianza a= 0,05

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III}

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 127218358957323000,00 €& 21203059826220500,00 6,59 0,0001
Tratamiento 143015%72056413100,00 3 4767324018804380,00 1,48 0,2342
Semana 112615282597474000,00 3 37538T760865824600,00 11,66 <0,0001
Error 128751853695996000,00 40 3218379634239%5%900,00
Total 2559702126533159000,00 46

Nota: Los tratamientos no tienen una diferencia significativa entre ellos (p=0,2342), mientras

que el factor de bloque mostré una diferencia significativa (p<0,0001)
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Para corroborar lo expuesto en el ANOVA, se aplicoé una prueba de Duncan con un nivel

de significancia a= 0,05 y mostr6 que todos los tratamientos redujeron la concentracioén de

UFC/g de manera similar, por lo que no hay una diferencia significativa entre ellos (Tabla 4).

Por el contrario, la prueba de Duncan aplicado al factor de bloque arrojé una diferencia

significativa, obteniendo una mayor reduccion de E. coli a las semanas 3y 5, frente a la

semana 2 (Tabla 5).

Tabla 4

Prueba de Duncan aplicada a los tratamientos

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 3Z1870634Z2300000,0000 gl: 40

Tratamiento Medias n E.E.
Tratamiento 4 35083333,42 12 1e3T7T7821,24 A
Tratamiento 2 46418699,18 11 1715814%,80 A
Tratamiento 1 &3lee6e6, 67 12 1e3T7T7EZ1,24 A
Tratamiento 3 B809le6e6,67 12 1&63T7T7821,24 A

Medias con uma letra comin no son significativamente diferentes

ip > 0,08}
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Tabla 5

Prueba de Duncan aplicada al factor de bloque

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 321870£342380000,0000 gl: 40

Semana Medias n E.E.

L 2583333,42 12 16377821,24 A

3 24000000,00 12 1&377821,24 A B

2 T70002032,52 11 17158149,80 B

0 125000000,00 12 16377821,24 C

Medias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

Presencia de E. coli en los intestinos de las lombrices de tierra

La diseccion de las lombrices de tierra permitio identificar la presencia de E. coli
producto de su reduccion en el sustrato. A las dos semanas de inocular E. coli, se encontré
evidencia de la presencia de E. coli en el tracto intestinal, lo cual es indicativo que las lombrices
redujeron su concentracion en el vermicompost. A la semana 3 de la inoculacién, se recuperé
2,4x10° UFC/g E. coli de los intestinos, lo que corrobora la digestiéon de microorganismos por
parte de las lombrices. Ademas, también hubo presencia de coliformes debido a la coloracion
rojo salmonado de las colonias que crecieron en agar Chromocult.
Figura 12

Recuento bacteriano de la muestra de intestino a la semana 3
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Capitulo V: Discusién

Las lombrices de tierra del género Eisenia son ampliamente utilizadas para realizar
vermicompostaje y contribuyen en la reduccién de patdégenos que puedan encontrarse en los
sustratos (Prochazkova et al., 2018), ademas, tienen una alta tasa de consumo, digestiéon y
asimilacion de materia organica, tolerancia a cambios ambientales, una tasa de reproduccion
alta y un ciclo de vida corto, lo que las convierte en aptas para este tipo de trabajo (Dominguez
& Edwards, 2011).

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del vermicompost mostraron valores
de pH promedio de 7 en los tratamientos que contenian lombrices, acorde a lo reportado por
Maisincho (2015) que obtuvo un pH de 7,42, mientras que Calahorrano (2015) report6 valores
promedio de 5,6, y Tutillo (2018) obtuvo un pH de 7,98. Los valores obtenidos en la
investigacion cumplen con los valores permitidos por las normativas internacionales como la
NTEA-006-SMA-RS-2006 y NMX-FF-109-SCFI-2007, pertenecientes a México, sin embargo,
no es un factor que afecte a la calidad del vermicompost final, pues este abono no puede llegar
a alcalinizar o acidificar el suelo agricola, principal destino de estos abonos (Calahorrano,
2015).

El porcentaje de humedad obtenido fue de 541%, extremadamente alto pues, segun la
normativa NMX-FF-109-SCFI-2007, el porcentaje de humedad permitido est4 en un rango de
20-40%. Este elevado porcentaje puede deberse a las grandes cantidades de agua que
contienen las frutas y verduras, que son los residuos domésticos tipicos y también por un mal
manejo en el drenaje de los lixiviados generados por la descomposicion del material.

Analizando la reduccion de E. coli inoculada en los sustratos, se encontr6é una
disminucion progresiva a través del tiempo, teniendo una mayor reduccion a la semana 3. Si
bien esta reduccion fue significativa a lo largo de las semanas (p=0,0001), el descenso de los

UFC/g de E. coli entre los tratamientos fue similar, por lo que el efecto de las lombrices no fue
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relevante estadisticamente (p=0,3957). La prueba Duncan aplicada a los tratamientos
corrobor6 que el efecto de las lombrices no fue significativo.

Rouvalova et al. (2019) reportd una disminucion significativa de E. coli en sustratos de
orujo de uva con lombrices frente a sustratos sin lombrices, ya que el proceso fue mas lento.
Prochazkova et al., (2018) determin6 que la reduccion de bacterias patdgenas, como E. coli, se
vio acelerada por efecto de las lombrices de tierra con respecto a los sustratos sin lombrices.
Aira et al. (2011) realiz6 una experimentacion a escala industrial, logrando una reduccién
aceptable de los niveles de E. coli presentes en el vermicompost (p=0,042). Una de las razones
por las que el efecto de las lombrices de tierra no influyé en una reduccion exponencial de
patdégenos en esta investigacion es por la humedad de los tratamientos ya que, como se
menciond anteriormente, el porcentaje sobrepas6 el 100%, esto hace que las lombrices no
realicen la degradacién del sustrato, haciendo que la reduccién generada sea netamente por el
efecto directo del propio compostaje (Prochazkova et al., 2018). La aireacion de los sustratos
con lombrices no se pudo realizar correctamente ya que, por el mismo proceso de degradacion,
atrajo a insectos, por lo que se optd por mantener cierto tiempo abiertos los contenedores y
luego cubrirlos para evitar una mayor atraccién de insectos.

Por otro lado, hay que mencionar que al solo tener 3 réplicas no se logra una buena
robustez para realizar el andlisis estadistico, ya que, por factores externos, no se pudo realizar
mas repeticiones, por lo que es importante tomar en cuenta incrementar el nUmero de réplicas

para obtener un mayor volumen de datos.



42

Capitulo VI: Conclusiones

El vermicompost obtenido durante la experimentacion tuvo un pH promedio de 7 y un
porcentaje de humedad de 541%, valor que no corresponde con un correcto proceso de
vermicompostaje.

Al evaluar el efecto de las lombrices en la reduccién de bacterias patégenas, se
encontré una disminucion significativa de estas a lo largo de las semanas, teniendo un 45% de
reduccion a la semana 2 y un 36% a la semana 3 (p<0,0001), sin embargo, no hubo una
diferencia significativa entre los tratamientos (p=0,2342), por lo que no es posible afirmar si las
lombrices tuvieron un efecto en la reduccion de los patégenos.

El recuento bacteriano de los intestinos de lombrices Eisenia spp. mostro6 la presencia
de E. coli, logrando una recuperacion de 2,4x10° UFC/g, lo que evidencia la ingesta de los

microorganismos por parte de las lombrices de tierra.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Se recomienda mantener una humedad en un rango de 60-80% para que el trabajo de
las lombrices no se vea afectado.
Es importante mantener un ambiente aireado por lo que se puede optar por tapas con
rejillas metdlicas para evitar la llegada de insectos y el proceso se lleve a cabo sin

perturbaciones.
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