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RESUMEN

El bafio seco compostero (BSC) es una ecotecnia que fomenta el cuidado del
agua y la provision de sistemas eficientes de transformacion de desechos
humanos en potenciales abonos para los cultivos. Esta tecnologia se usa desde
2016 en localidades marginadas de la Reserva de la Biosfera El Triunfo, como
Chiapas. En este estudio se realizaron analisis bacteriolégicos de ocho
biosdlidos para su uso como abono (cinco de Montecristo de Guerrero y tres de
promedio de temperatura fue de 22.4 °C, en tanto que el de pH fue de 7.8.
Respecto a la cantidad de coliformes, esta fue mayor en las compostas de
Se recuperaron 6 cepas de E. coli silvestres, de las cuales 3 presentaron el gen
de virulencia app, distintivo del patotipo EAEC. No se aislaron cepas de
Salmonella spp., aunque se identificaron Klebsiella sp. y Pseudomonas

aeruginosa.

Los abonos se clasificaron de acuerdo a su utilidad segun la US EPA. El
25% de las compostas resultdé ser apta para ser aprovechada en plantas
alimenticias, mientras que el resto puede utilizarse para plantas ornamentales,
con excepcion de aquellas cuyos valores de pH son demasiado elevados. El
analisis estadistico mostr6 que la densidad bacteriana esta relacionada
directamente con el tiempo de habilitacion del bafio (P=0.003). Se recomienda
el tratamiento de los abonos previo a su utilizacion y se insta que la
implementacion de esta ecotecnia (con muchos beneficios) tenga una
continuidad para que los abonos producidos puedan ser de calidad y se eviten

enfermedades y contaminacién a los cuerpos de agua.



. INTRODUCCION

Los bafios secos son una alternativa para lugares donde no se puede
proporcionar una red de alcantarillado centralizada o donde hay una falta de
infraestructura urbana estandar, incluidas carreteras, electricidad y suministro de
agua (Nasri et al., 2019). No solamente son una solucion a la falta de servicios
de drenaje, sino que son una de las ecotecnias que reducen el uso del agua, ya
que, por definicion, no la requieren. Actualmente los problemas ambientales por
contaminacion, desperdicio y abuso (mal manejo) del agua por parte de la
actividad agropecuaria e industria, nos obligan a un consumo responsable. Se
sabe que los inodoros son uno de los principales lugares en donde se
desperdician cantidades considerables de agua limpia en los hogares (Willis et
al., 2013; Mourad et al., 2011; Opitz et al., 1999;), se estima que es un 35-45%
del agua de uso doméstico (Costner et al., 1990) por lo que incluso paises de
primer mundo han optado por su implementacion (Berger, 2003; Nasri et al.,
2019).

marginados de Chiapas (INEGI, 2015), ambas localidades ubicadas en Reserva
de la Biosfera El Triunfo (CONANP-FMCN, 2003. Ver Anexo 12.2, Figura 9), una
zona montafosa. Esto implica que gran parte de la poblacion, no tenga acceso
a servicios basicos como el sistema de drenaje. La REBITRI (Reserva de la
Biosfera El Triunfo) se localiza en el parteaguas de la Sierra Madre de Chiapas
y donde se encuentran las fronteras de dos de las regiones hidrograficas, en la
vertiente de la Depresion Central (Grijalva-Usumacinta) y en la vertiente del
Pacifico (Costa), por lo que las aguas pluviales arrastran y filtran por el suelo
diferentes tipos de materia organica, incluyendo la materia fecal (L6pez Baez et
al., 2014). De manera que todo converge en los arroyos y rios, de los cuales se
abastecen de agua las familias que viven a altitudes menores. Aunado a esto,
los habitos estan limitados a los recursos que poseen, por lo que no es extrafio
gue el agua y los alimentos que consumen sean sin un tratamiento o lavado
previo. Todas estas condiciones podrian ser causa de enfermedades
provocadas por microorganismos como las bacterias. Una propuesta para evitar

el filtrado de la materia fecal con potenciales patdégenos es la utilizacion de los



bafios secos, en los que, durante el proceso de compostaje, podria reducir o
eliminar la presencia de bacterias nocivas para la salud humana. No obstante, la
acumulacion de la materia fecal sin un control en el proceso de compostaje
puede resultar perjudicial, suponiendo que no se modifica el ambiente que
necesitan las bacterias para sobrevivir, es decir, si factores como la temperatura
y el pH no son los 6ptimos para su eliminacion.

El producto final es abono que se forma de manera natural por el proceso
de compostaje, durante este proceso el microambiente es cambiante, ya que los
diferentes factores presentes (cantidad de oxigeno, pH, temperatura, humedad,
aireacion) varian con el tiempo (Anand y Apul, 2014). Estas alteraciones en el
ambiente son importantes para transformar el producto inicial, que es
potencialmente nocivo, en materia inerte para la salud y Gtil para enriquecer el
suelo (Dumontet et al., 2001; Wichuk y McCartney, 2007).

El uso de estos bafios puede ser controversial, ya que aunque es una
alternativa a los problemas antes mencionados, se mantiene la posibilidad de
convertirse en depdsitos potencialmente dafinos al permitir la proliferacion de
distintos microorganismos que no llegan a ser eliminados, aunque se puede
encontrar literatura con resultados exitosos en el empleo de estos bafios (Ersson
y King, 2019; Hill y Baldwin, 2012), también se ha reportado la prevalencia de
agentes infecciosos en este tipo de biosolido (Redlinger et al., 2001).

Desde 2016, la asociacion civil Tierra Verde Naturaleza y Cultura, ha
trabajado en las comunidades que se encuentran dentro de la zona de
amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera El Triunfo. Muchas familias de
estas comunidades no cuentan con un sistema de drenaje eficiente y el recurso
del agua es limitado, por lo que en este periodo la construccion de los bafios
secos composteros ha sido la ecotecnia implementada. Las personas han
aceptado y utilizado dicha tecnologia de manera satisfactoria. Sin embargo,
algunos usuarios cuestionan el uso de la composta que se genera en estos
bafos, principalmente por saber que uno de los componentes es la excreta
humana, que potencialmente contiene bacterias que pudieran causar
enfermedades. Por ello, es oportuno evaluar la presencia de patégenos en la
composta que a la vez garantice que su uso no es nocivo para la salud.

Ademas, es importante asegurar que su uso como abono cumpla con las

normativas establecidas por organismos de proteccion ambiental, o de lo
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contrario, preparar el producto obtenido con un proceso adicional antes de ser

utilizado en la agricultura.



. MARCO TEORICO

2.1. Antigiiedad de los sistemas de saneamiento.

A través de milenios, las diferentes civilizaciones han buscado la forma de
eliminar los desechos humanos mediante diferentes tecnologias. Actualmente se
cuenta con suficiente literatura que se enfoca en el desarrollo de sistemas de
suministro de agua y de infraestructura hidraulica de las civilizaciones antiguas,
sin embargo, referente a los sistemas de saneamiento, particularmente hablando
de los inodoros, la informacién es escasa. Cabe mencionar que muchos de los
hallazgos y escritos arqueoldgicos centran sus ideas en las ciudades o élites, por
lo que la informacién de las antiguas zonas rurales es aun menor (Antoniou et
al., 2016).

En la literatura mesopotamica se encuentran referencias de la existencia
de alcantarillas en sus ciudades (Pritchard, 1969), ademas se han reconocido
tuberias de arcilla (Alizadeh, 2008). Asi, en esta época se tenia un manejo de
desechos mediante los “pozos negros”, no dejandolos en la parte superficial del

suelo y transportandolos lejos por los canales o tuberias.

2.2. Caracteristicas y estructura de un bafo seco.

Los bafios secos composteros (BSC) son construcciones disefiadas para la
transformacion de las excretas humanas en abono. Esto ocurre mediante un
proceso aerobio en el que ademas intervienen otros factores. Para ello, es
necesario que la construccion sea un sistema regulado. Para hacer esta
ecotecnia completamente funcional, se deben considerar el espacio y los
materiales. Un BSC puede construirse dentro o fuera de una casa. Sin embargo,
es de suma importancia que sea un lugar que pueda estar ventilado y no haya
riesgo de inundaciones (Castillo-Castillo, 2002).

Los principales componentes del BSC (Figura 1) son: a) Inodoro (taza,
retrete, water), que es similar a los que se usan comunmente, con la diferencia
de contar con un separador de heces y orina; b) Camaras de secado (0
composteras) con compuertas de vaciado, donde se depositan las heces y se

10



inicia el proceso de compostaje; ¢) Tubo de ventilacion, que se conecta con las
camaras para evitar los malos olores; d) Urinario (mingitorio), para facilitar que
los hombres orinen y evitar que la orina entre a las camaras; e) Recolector de
orina, puede ser un recipiente cerrado con manguera que se conecte al
separador de orina del inodoro y al urinario; f) Mezcla secante o agregado, con
lo que se cubriran las heces (Castillo-Castillo, 2002; Salud Sin Limites Peru,
2015).

11
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2.3. Proceso de compostaje.

La practica del compostaje es muy antigua y sus principios basicos han sido
utilizados con diferente intensidad a través del tiempo y dependiendo de las
situaciones sociales y econdémicas. Esta ha sido retomada ultimamente debido a
la alta generacién de residuos organicos, buscando que se acelere su
descomposicion y se obtenga un producto util y fértil (Torrent6 et al., 2008). Toda
materia organica (incluyendo los desechos humanos) puede transformarse en
este proceso.

De manera general, existen cuatro fases del proceso de compostaje
(Figura 2): 1) Fase mesofila, 2) Fase termdfila, 3) Fase mesofila Il o de
enfriamiento y 4) Fase de maduracién (Bohdérquez-Santana, 2019; Roman et al.,
2013). Se describen a continuacion:

1) Fase mesdfila: La temperatura de la composta es la temperatura
ambiental. Por la actividad de los microorganismos, la temperatura

asciende en pocos dias.

2) Fase termofila: La temperatura es superior a los 60 °C. Los hongos
termofilos detienen su actividad y las reacciones de oxidacion las llevan a
cabo las bacterias formadoras de esporas y actinomicetos. Al llegar a
temperaturas de entre 70 y 80 °C, solo se encuentran bacterias termofilas.

Gran parte de la materia organica es degradada.

3) Fase mesofila Il o de enfriamiento: La temperatura desciende a valores
cercanos a los ambientales. La tasa de descomposicion disminuye. Hay

una colonizacion de microorganismos mesofilos.
4) Fase de maduracién: Esta fase puede durar meses a una temperatura en

la que se producen reacciones secundarias para la formacion de acidos

hamicos y falvicos.
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Figura 2. Fases del proceso de compostaje y cambios de temperatura, pH y

cantidad de oxigeno durante el proceso. Tomado de Roman et al. (2013).

2.3.1.
2.3.1.

1)

2)

Factores que intervienen en el proceso de compostaje.

1. Factores abidticos.

Temperatura: Tiene un amplio rango de variacion dependiendo de la fase
del proceso. Las temperaturas elevadas aceleran la descomposicion y
aumentan la higienizacion. Esta regulada por los microorganismos y otros
factores como la aireacibn. No debe haber ninguna alteracion

antropogénica (Roman et al., 2013).

pH: Tiene una influencia directa en el compostaje debido a su accién en
la dindmica de los procesos microbianos. Se ha mencionado que hay tres
fases del pH en el proceso de compostaje (Marquez et al., 2008). En la
fase mesodfila inicial, el pH desciende debido a la accion de los
microorganismos sobre la materia organica mas sencilla produciendo
acidos orgéanicos. En condiciones anaerobicas, este descenso puede ser
mayor por la liberacion de mas acidos organicos. Posteriormente, en la

14



segunda fase deberia haber una progresiva alcalinizacion del medio por
la desaparicion de los acidos organicos y la produccién de amoniaco por
la descomposicién de las proteinas (Sanchez-Monedero et al., 2001).
Finalmente, el pH se acerca a la neutralidad por la formacion de
compuestos humicos que tienen propiedades de tampdn (Marquez et al.,
2008; Roman et al., 2013).

3) Aireacion: Para que el compostaje se logre de manera correcta, es
necesario asegurar la presencia de oxigeno, ya que los microorganismos
gue actuan son aerobios. Una aireacion insuficiente provoca cambios en
la diversidad microbiana, sustituyendo a los aerobios por los anaerobios
y por consiguiente retardando la descomposicion de la materia organica,
la produccion de sulfuro de hidrégeno y de malos olores (Bidlingmaier,
1996).

4) Humedad: Tiene una relacion directa con la actividad de los
microorganismos, ya que estos ocupan el agua como medio de transporte
de los nutrientes. Sin embargo, si tiene un valor elevado puede causar
gue los espacios o poros estén saturados impidiendo la aireacion. El

rango Optimo de humedad oscila entre el 45-60% (Roman et al., 2013).

2.3.1.2. Factores hioticos.

En el compostaje intervienen e interactian distintos organismos de forma
sucesiva por las condiciones ambientales y nutricionales en la composta. Estos
organismos pueden ser animales pequefios y microorganismos. Dependiendo
de la eficacia competitiva y de la capacidad de supervivencia frente a las
condiciones, es como se encuentran los microorganismos predominantes,
b4sicamente esta seleccion de microbios ocurre por la disponibilidad de
nutrientes y la temperatura (Casco y Bernat, 2008).

Las bacterias son los microorganismos que proliferan principalmente en las
fases mesofila y termdfila iniciales, aunque estan presentes en todas las fases y
decrecen considerablemente en la fase de maduracion. La razon de su
supervivencia radica en su elevada velocidad de crecimiento, su gran diversidad

metabdlica, la capacidad que tienen algunas para formar esporas resistentes a
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condiciones adversas, asi también tienen representantes con un amplio rango
de temperaturas, a diferencia de los hongos y otros microorganismos (Casco y
Bernat, 2008).

2.4. Coliformes.

Son un grupo de bacterias que se caracterizan por ser similares a Escherichia
coli, de ahi su nombre “con forma de coli”. Son bacilos Gram-negativos, no
formadoras de esporas. Estas ademas poseen ciertas caracteristicas
bioquimicas que permiten que sean utilizadas como indicadoras de la calidad de
los alimentos y el agua. Se pueden reconocer coliformes totales y fecales (NMX-
AA-042-SCFI-2015).

2.4.1. Coliformes totales.

Bacterias aerobias o anaerobias facultativas, capaces de crecer entre 35° y
37°C, fermentan la lactosa (producen acido y gas), con actividad beta-
galactosidasa, son oxidasa negativa. Algunos géneros son Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. (Larrea-Murrell et al., 2013; NMX-AA-042-
SCFI-2015).

2.4.2. Coliformes fecales.

Las coliformes fecales poseen las mismas caracteristicas que las totales, a
diferencia de que estas resisten temperaturas mas elevadas (44.5°C), por lo
gue son también llamadas coliformes termotolerantes, son un grupo muy
reducido de microorganismos, entre ellos estan E. coli, Klebsiella pneumoniae y
Citrobacter freundii, ademas son indol positivo (Larrea-Murrell et al., 2013).

2.4.2.1. Escherichia coli.

Coliforme fecal, bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, movil, no formadora
de esporas, son mesofilas, por lo que pueden crecer en un rango de temperatura
de entre 8 y 45 °C (su desarrollo 6ptimo es entre 35y 40 °C) y en un rango amplio
de pH (~4 a 9.5, pero con desarrollo éptimo en 6-7). Habita de forma natural en

el intestino de animales de sangre caliente. Ademas, puede fermentar la glucosa
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y la lactosa produciendo gas, no utiliza citrato como fuente de carbono y no
produce acetoina (Molina y Moral, 2018). Aunque es un organismo comensal
para el hombre, hay cepas de E. coli que pueden ser patégenas y causar dafio.
Se han reconocido a la fecha 6 grupos de E. coli diarreogénicas o que pueden
causar diarrea, debido a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica también conocidas como
productoras de toxina Vero o semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) y E. coli con adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.4.2.2. Salmonella spp.

Los miembros del género Salmonella son bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, no formadoras de esporas. Fenotipica y filogenéticamente este
género representa un taxébn homogéneo dentro de la familia Enterobacteriaceae
dentro de la subclase delta de las proteobacterias. Esta estrechamente
relacionado con los géneros Escherichia, Shigella y Citrobacter (Cohen et al.,
1996). Los valores de similitud del ADN son elevados entre las cepas y revelan
gue los miembros de este género representan una sola especie, dividida en siete
grupos de parentesco de ADN (grupos |, Il, llla, llib, IV y VI) (Crichton y Old,
1990). Se conocen mas de dos mil quinientos serotipos diferentes (Popa y Papa,
2021).

2.5. Mecanismos de patogenicidad.

2.5.1. Factores de virulencia.

Un factor de virulencia es un componente o producto de un microorganismo que
lo capacita para ser un patdgeno (Cortés-Cortés, 2015). Los factores de
virulencia bacterianos confieren muchas funciones como la capacidad de
adherencia, la invasion, ademas de la promocion del crecimiento microbiano en
el hospedero, evitando su deteccién y fagocitosis, asi como regulando la
capacidad de supervivencia intracelular (Rocha-Garcia et al., 2004). Estos
factores se han agrupado en cinco clases: 1) Adhesinas, que capacitan al
organismo para unirse al tejido del hospedero; 2) Invasinas, promueven que el

organismo para invadir a una célula o tejido del hospedero; 3) Impedinas,
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fomentan al organismo para evadir los mecanismos de defensa del hospedero;
4) Agresinas, las que causan dafo directo en el hospedero, tal como lo hacen
determinadas exotoxinas y enzimas; y 5) Modulinas, dafian al hospedero de

forma indirecta por perturbacion de la red de citocinas, como el LPS (Wilson et
al., 2002).
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.  ANTECEDENTES

A continuacion, se mencionan algunos trabajos de investigacion que se han

hecho con este tipo de sanitarios y los biosolidos producidos.

e Tanner-Klank et al. (2007), evaluaron la capacidad de los sistemas de
inodoros de compostaje para reducir ciertos indicadores microbianos y
patdogenos. Los parametros indicadores (tiempo de almacenamiento y
temperatura) pueden sobrestimar el nivel de otras bacterias (patégenas)

presentes en el material.

e Mediante PCR cuantitativa, Weéry et al. (2008), evaluaron el
comportamiento de bacterias patdgenas e indicadoras durante el
tratamiento de aguas residuales urbanas y el compostaje de lodos. En
general, se observaron diferencias en la supervivencia para todas las
bacterias estudiadas, cuando se sometieron a la misma presion
ambiental. Segun los autores, esto es valido tanto para las diferencias
entre indicadores y bacterias patégenas como entre bacterias patdgenas.
Estos resultados mostraron la dificultad de definir indicadores fiables.

e Germer et al. (2010), consideraron que la adiciébn de desperdicios de
alimentos y el confinamiento en camaras, construidas con ladrillos de
hormigén y tablas de madera, mejoran significativamente el proceso de
compostaje. En estas condiciones, se alcanzaron temperaturas maximas
de hasta 70 °C y se mantuvieron temperaturas superiores a 55 ° C durante
2 semanas. La reduccién de Escherichia coli, Enterococcus faecalis y

Salmonella senftenberg fue muy eficiente.

e Mehl et al. (2011), propusieron modificar el pH con la adicion de aserrin 'y
ceniza de madera, para reducir el nivel de humedad y proporcionar
carbono para la descomposicion. Sin embargo, la cantidad recomendada

de desecante agregado fue insuficiente para reducir la humedad al 25%,
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sugerido para la destruccion de patdégenos y las proporciones C/N

permanecieron en el rango de las heces humanas crudas.

Threedeach et al. (2012), realizaron la prueba de susceptibilidad a 31
antibioticos sobre Escherichia coli aislada de lixiviados de vertederos
semi-aerobios y anaerobicos. Mas del 80% de las cepas de E. coli tenian
resistencia a los antibioticos. Se encontraron porcentajes de resistencia
mas altos en los lixiviados de rellenos sanitarios anaerdbicos que en los

semi-aeroébicos.

Hill y Baldwin (2012), compararon los biosoélidos obtenidos de los inodoros
de vermicompostaje con separacion de origen (SSVC) y los inodoros de
compostaje microbiano de letrinas mixtas (MLMC). El producto final de los
SSVS resulto tener un pH neutro, la presencia de las lombrices aumento
la calidad del abono y disminuy6 la cantidad de patdgenos. En cambio, el
abono de los MLMC era inmaduro, alcalino, inestable y aumento la

contaminacion fecal en un 274%.

Magri y Si (2013), evaluaron los efectos higienizantes de diferentes
aditivos (ceniza, concha de ostra, urea y aserrin) en diferentes
proporciones para el tratamiento de heces de inodoros secos desviadores
de orina, basados en la inactivacion de Enterococcus faecalis, Salmonella
enterica serovar Typhimurium, bacteriéfagos MS2 y ®X, y Ascaris suum.
Los resultados demostraron que los principales factores de inactivacion
fueron la desecacidn, el contenido de amoniaco y el pH. De manera que,
S. enterica Typhimurium y E. faecalis se afectaron por el contenido de
amoniaco. El bacteri6fago MS2 se inactivd con una combinacién de pH
neutro a alto y desecacion, en tanto que la inactivacion de ®X y A. suum

se consiguid mediante la desecacion.

Anand y Apul (2014), determinaron los factores que afectan el proceso de
compostaje e identificaron a los siguientes: aireacion, contenido de
humedad (50-60%), temperatura (40-65 °C), proporcion de carbono a
nitrogeno (25-35), pH (5.5-8.0) y porosidad (35-50%).
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

Determinar los coliformes fecales e identificar bacterias patdégenas en biosoélido

de bafios secos composteros de Chiapas, México.

4.2. Objetivos especificos:

1. Cuantificar los coliformes fecales en muestras de composta de BSC.

2. ldentificar la presencia de Salmonella spp. y E. coli diarreogénica en
compostas de BSC.

3. Determinar la utilidad de los abonos producidos de acuerdo a las categorias
establecidas por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US
EPA).

4. Conocer la relacion entre la presencia o ausencia de bacterias patégenas con

el tiempo de compostaje, temperatura, humedad y pH del biosalido.
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V. ZONA DE ESTUDIO

El presente estudio se llevé a cabo en los municipios de Montecristo de Guerrero
Montecristo de Guerrero se ubica en la Region Frailesca, entre los
paralelos 15°36’ y 15°46’ de latitud norte y los meridianos 92°34’ y 92°46’ de
longitud oeste. La altitud es entre 800 y 2 800 msnm.
Colinda al norte y este con el municipio de Angel Albino Corzo; al sur y oeste con
los municipios de Mapastepec y Angel Albino Corzo. Tiene un rango de
temperatura promedio de entre 14 y 24 °C, con precipitaciones de entre 2500 y
4000 mm al afo.
paralelos 15°24’ y 15°53’ de latitud norte y los meridianos 92°50’ y 93°31’ de
longitud oeste. La altitud es entre los 0 y 2500 msnm. Colinda al norte con los
municipios de Tonald, Villa Corzo y La Concordia; al este con los municipios de
La Concordia y Mapastepec; al sur con el municipio de Mapastepec y el Océano
Pacifico; al oeste con el Océano Pacifico y el municipio de Tonala. Su rango de
temperatura va de los 16 a los 30 °C en promedio y las precipitaciones son de
1500 a 4000 mm al afio.

A

Figura 3. (1) Mapa de la ubicacién del municipio de Montecristo de Guerrero,

Chiapas. En verde se aprecia la region Frailesca, en color café Montecristo de
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VI. METODOS

Obtencion de muestras de composta.

Las muestras se obtuvieron en febrero y marzo de 2021, en las localidades
Palenque Il, Vista Alegre y Toluca pertenecientes a Montecristo de Guerrero y
Chiapas, México. Para ello, se efectud una encuesta a los usuarios de los BSC,
mediante la que se investigo el tiempo en que el bafio comenzé a ser usado, el
tiempo en que se cambié la camara de compostaje por Ultima vez y cada cuanto
se airea, el tipo de material con el que se cubren las heces y si se suele agregar
otros compuestos (Ver apartado 12.3 en Anexos). Se obtuvo la georreferencia y
se registré la temperatura (ver abajo). Posteriormente se colecto la muestra de
composta, usando el método del cuarteo segin la NOM-004-SEMARNAT-002
de la siguiente manera: se traslado la méxima cantidad de composta a una lona
limpia y extendida sobre un area plana horizontal, se deposité en monticulo y se
mezclé con una pala para obtener una mezcla homogénea. Se dividié en cuatro
partes aproximadamente iguales (A, B, C y D) y se colectaron las partes
opuestas Ay C o By D. Esta operacion se repitié hasta tener aproximadamente
1 kg de biosélido por cada BSC. Dicho material se etiquetd con un nimero de
muestra, localidad, municipio, estado; fecha y hora del cuarteo, responsable del
muestreo y observaciones. Las muestras se trasladaron inmediatamente al
Laboratorio de biologia molecular y genética de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH), se mantuvieron en refrigeracién por no més de 48

h para efectuar los analisis.

Determinacién de temperatura y pH en compostas.

Con una sonda térmica (BIG DADDY DIAL THERMOMETER -20 + 104 °C /0 +
220 °F, France®), se midio la temperatura del biosoélido dentro de las camaras
de compostaje. Se registré la temperatura superficial (a 10 cm) y profunda (a 24

cm).
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Para medir el pH, se utilizé6 un potenciometro (OAKTON®), el biosdélido que se
colecté en campo se trasladé al laboratorio en donde se disolvieron 30 g de la

muestra de la composta en 100 mL de agua destilada.

Determinaciéon de sélidos totales y humedad en las muestras.

Se determinaron los sélidos totales (ST) en por ciento en peso, para obtener 4 g
de cada muestra. Para ello, se secaron 10 g de muestra fresca en un horno a
105°C por 16 horas y teniendo la muestra seca se realizaron los calculos

correspondientes con la siguiente ecuacion:
Solidos totales (%) = [(b-c) / (a-c)] * 100
En donde:
a = masa en g del lodo tal como se colecto + recipiente
b = masa en g del lodo secado en horno + recipiente
Cc = masa en g del recipiente

La diferencia entre el peso de la muestra himeda y de su peso seco representa
la cantidad de agua que contenia (NOM-004-SEMARNAT-002).

Diluciones para coliformes fecales.

Se hicieron diluciones decimales seriadas, partiendo de 10 (mezclando X g de
materia fresca correspondientes a 4 g de sélidos totales en 36 mL de agua de
dilucién) hasta 10-4. Todas las diluciones se hicieron por triplicado. Las muestras
diluidas se agitaron 25 veces por 7 segundos, haciendo un arco con la mufieca
de 30 cm de arriba abajo o con un sistema de agitacidn para proporcionar
resultados equivalentes (NOM-002-SEMARNAT-002).

Determinaciéon de coliformes fecales.

1. Prueba presuntiva con caldo lauril triptosa o caldo lactosado
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Se transfirio 1 mL de las diluciones hechas a cada una de las series de tubos
correspondientes conteniendo el caldo lauril o caldo lactosado y se incubaron a
35 £ 0,5°C por 24-48 h. La acidificacion, con o sin produccién de gas (cambio de
coloracién de purpura a amarillo) indicé una prueba presuntiva positiva de la
presencia de bacterias del grupo coliformes. En ausencia de la acidificacion del
medio, se consider6 que la prueba fue negativa (NOM-002-SEMARNAT-002).

2. Prueba confirmatoria (Medio EC).

Se transfirio 1 mL de las diluciones hechas a cada una de las series de tubos
correspondientes conteniendo el caldo EC y se incubaron a 44,5 + 0,2°C por 24
h. Un resultado positivo se registré cuando hubo produccion de gas a partir de la
fermentacion de la lactosa contenida en el medio EC. Los tubos sin formacion de
gas se desecharon (NOM-002-SEMARNAT-002).

3. Aislamiento de E. coli en agar MacConkey y pruebas bioquimicas

A partir de los medios de prueba presuntiva positiva, se hicieron resiembras en
agar MacConkey con la técnica de estria cruzada. Se incubaron a 37° C/24 h'y
se buscaron colonias sugestivas de E. coli (forma circular, secas, de coloracién
rosa mexicano). El perfil bioquimico de las colonias sugestivas de esta bacteria
se analizé en cuanto a la descarboxilacion de la lisina, produccion de indol, sin
produccion de acido sulfhidrico (agar de hierro y lisina) y tampoco utilizacion del

citrato como fuente de carbono (agar Citrato de Simmons).

Célculos del NMP (nimero mas probable).

La densidad de los coliformes fecales se expresa como el nUmero mas probable
(NMP) de coliformes por g de materia seca o ST (sélidos totales), de acuerdo al
cuadro de referencia (Anexos 12.4). Dado que las diluciones se hicieron por
triplicado, el NMP de coliformes fecales se obtuvo a partir de un codigo
compuesto por tres digitos que resultan del nUmero de tubos con una reaccion
positiva en el medio EC en las tres series consecutivas. Con el codigo se pudo
buscar el indice de coliformes en los cuadros que se muestran en el Anexo 12.4

y calcular valor del NMP correspondiente, a través de la siguiente formula:

NMP= (NMP de tablas) X (10/mayor volumen inoculado)
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Por ejemplo: en el medio EC se obtiene que los 3 tubos tienen reaccion positiva
en la serie de la dilucién 0.01; para la serie de la dilucion 0.001 son 2 los tubos

con reaccion positiva y solo 1 tubo para la serie de la dilucién 0.0001.

El codigo es de 3, 2, 1, por lo que, de acuerdo al cuadro, el indice de coliformes

es de 150, por lo que el resultado seré:
NMP/g ST= (150) x (10/0,01) = 150 000
NMP/g ST=1,5 x10° coliformes fecales (NOM-002-SEMARNAT-002).

Diluciones para Salmonella spp.

Se prepararon diluciones decimales seriadas, partiendo de 10' (mezclando X g
de materia fresca correspondientes a 4 g de solidos totales en 36 mL de caldo
tetrationato) hasta 10. Todas las diluciones se hicieron por triplicado como en
las diluciones para coliformes fecales y la técnica agitacion de los tubos fue como
se describié anteriormente (NOM-002-SEMARNAT-002).

Determinacion de Salmonella spp.

1. Prueba presuntiva (caldo Selenito cistina)

Se transfirid6 1 mL de las diluciones hechas en caldo de tetrationato a cada una
de las series de tubos correspondientes conteniendo el caldo selenito cistina y
se incubaron por 24 + 2 horas a 41°C £ 0.2 °C. Luego del tiempo de incubacion
se observo el virado de coloracién, considerando un color anaranjado intenso
como positivo de la prueba correspondiente (NOM-002-SEMARNAT-002).

2. Prueba confirmatoria.

A partir de las pruebas presuntivas positivas en caldo Selenito cistina, se hicieron
resiembras en agar SS por estria cruzada y se incubaron a 37° C/24 h.
Posteriormente se buscaron colonias sugestivas de Salmonella, cuyo fenotipo
son colonias transparentes con centro negro (NOM-002-SEMARNAT-002).
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El calculo del NMP se llevé a cabo con los tubos que tuvieron una reaccion
positiva en los caldos selenito cistina, el procedimiento fue el mismo que el de
los coliformes fecales (NOM-002-SEMARNAT-002).

Clasificacion de los abonos de acuerdo a los estdndares de la USEPA.

Con base en lo establecido por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos, los biosélidos que contenian cantidades menores a 1,000 NMP
de coliformes fecales por gramo se catalogaron en el tipo A. Esto indica que la
composta es segura, ya que contiene un nivel de patégenos reducido y que el
abono puede ser usado en plantas alimentarias (US EPA, 1994). En la categoria
B, los abonos se pueden emplear solamente en plantas ornamentales y los
niveles del NMP de coliformes fecales deben ser menores a 2, 000,000/g (US
EPA, 1994).

Identificacion de E. coli diarreogénica por PCR.

A partir de las colonias aisladas de las muestras de composta e identificadas
como E. coli, se buscaron genes de virulencia tipicos de E. coli diarregénica
mediante PCR mudltiplex. Para ello, se hizo un lisado celular con tres colonias
aisladas y se transfirieron a 1 mL de agua grado biologia molecular, estéril y se
sometieron a bafio maria en ebullicion, por un minuto. Las reacciones se
ajustaron a un volumen final de 15 microlitros, conteniendo 7.5 microlitros de la
mezcla de GoTagq® Green Master mix (Promega), 2 microlitros de la mezcla de
los primers (Forward y Revers, Integrated DNA Technologies, IDT®) (Véase
Cuadro 1), 1 microlitro del lisado bacteriano y 4.5 microlitros de agua libre de
nucleasa (Promega). Las reacciones se colocaron en un termociclador
(Eppendorf) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 50 °C (1
ciclo, 2 min), 95 °C (1 ciclo, 5 min), 95, 50 y 72 °C (40 ciclos, 45 seg. cada
temperatura) y extensioén final a 72 °C (1 ciclo, 10 min) (L6pez-Saucedo et al.,
2003). Para la identificacién de E. coli enteroagregativa se se emple6 el gen app
como marcador y las condiciones de reaccion fueron: desnaturalizacién inicial a
50 °C (1 ciclo, 2 min), 95 °C (1 ciclo, 5 min), 95, 55y 72 °C (40 ciclos, 45 seg.
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para cada temperatura) y la extension final a 72 °C (1 ciclo, 10 min) (Cerna et al.,
2003).

Las cepas usadas como control positivo fueron: EIEC E11, ETEC H10407
(O78:H11), EAEC 042, EPEC E2348/69 (0127:H6) y EHEC EDL933 (0157:H7);
como control negativo: E. coli ATCC 25922; todas ellas del cepario del Instituto
de Ciencias Bioldgicas de la UNICACH (Gutiérrez-Jiménez et al., 2015).

Los amplicones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2.5%,
usando TBE al 0.5x como solucion tampén. Como marcador de peso molecular
se uso la escalera de 100 pares de bases (pb, Invitrogen®), los geles se tifieron
con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) por 20 min; las imagenes se documentaron
en un transiluminador de luz UV (EnduroTM GDS®). Se consideraron positivas
aquellas muestras que exhibieron bandas del mismo peso molecular que las de

las cepas de E. coli control.

28



Cuadro 1. Primers utilizados en la PCR. Se muestran las secuencias a las que

se alinean el Forward (F) y el Reverse (R).

F: CTT GGG TAT CAG CCT GAATG

R: AAC CCATTC GGT TAG AGC AC

bfpA

F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC

R: GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA

324

stx1

F: CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT

R: AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC

150

ial

F: GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA

R: GGA GGC CAACAATTATTT CC

650

F: GGC GAC AGA TTATAC CGT GC

R: CGG TCT CTATAT TCCCTGTT

450

st

F-ATTTTTCTTTCT GTATTIGTCT T

R: CAC CCG GTACAAGCAGGATT

190
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Analisis estadistico.

Los datos de temperatura, pH, coliformes fecales se registraron en una base de
datos en Excel® y se analizaron con estadistica descriptiva (media, mediana,
desviacidon estandar). La normalidad de los datos se analizd con la prueba de
Shapiro-Wilk. Para conocer si existe una diferencia significativa entre las medias
de los datos analizados para los biosolidos de cada municipio se empleo la
prueba T de student para datos normales y la prueba de U-Mann Whitney para
los no normales. El valor de significancia estadistica se establecié cuando p<
0.05. También se hicieron regresiones lineales entre las variables temperatura,
pH, humedad y la cantidad de coliformes en las muestras. Todos los analisis se
hicieron con el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS

statistics) version 25.
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VIl. RESULTADOS

Se colectaron un total de ocho muestras de composta. Cinco de ellas (62.5%)
fueron de BSC de Montecristo de Guerrero, especificamente en las localidades

de Palenque I, Vista Alegre y Toluca. Las tres muestras de composta restantes

ecotecnia, en tanto que en los de Montecristo de Guerrero, el promedio de
usuarios fue tres; dichas diferencias no fueron significativas. En ambos casos,
en el momento de la toma de muestras, el tiempo que permanecieron los
biosdlidos fueron de al menos 6 meses (Cuadros 2 y 3); el 62.5% de las
compostas se airean por lo menos una vez cada tres meses. En todas las
compostas, la tierra negra es el principal material para cubrir las heces, sin
embargo, en algunas se agregan otros materiales como hojarasca (25%), broza
de café (37.5%) y aserrin (12.5%); en el 50% de las compostas se ha agregado
cal o ceniza (aunque no se especificé la cantidad que se afiade). Respecto a los
malos olores percibidos por los usuarios, han ocurrido en el 25% de los bafos,
no obstante, se mencioné que lo notaron durante las lluvias y cuando en época
de calor. La temperatura de las compostas de Pijijiapan fue mayor
significativamente con respecto a las de Montecristo de Guerrero, en tanto que

aungue dichas diferencias no fueron significativas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparacion de los factores evaluados en las muestras de composta

obtenidos en ambas regiones.

NUmero de usuarios

Media (+ DE)

3.4 (£ 1.14)

5.3 (+ 2.51)

0.314

Tiempo de uso del
BSC desde su
habilitacion (meses)

Media (+ DE)

33.4 (+ 24.3)

20 (+ 6.9)

0.761

Tiempo de
compostaje (meses)

Media (+ DE)

7.4 (+3.8)

6.3 (+ 0.57)

0.573

Temperatura
superficial (a 10 cm)
de la composta (°C)

Media (+ DE)

18.8 (+ 1.78)

26.3 ( 0.57)

0.016*

Temperatura
profunda (a 24 cm)
de la composta (°C)

Media (+ DE)

20.6 (+ 0.89)

27.6 (£0.57)

0.021*

pH de la composta

Media (+ DE)

7.37 (+ 1.24)

8.53 (+2.36)

0.495

Humedad (%)

Media (+ DE)

27.152 (+21.06)

39.1 (£7.45)

0.297
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7.2. Comparacioén de las variables independientes por composta
y de las medias estadisticas de cada posible factor involucrado

en la presencia/ausencia de bacterias.

En el Cuadro 3 se muestran los valores de temperatura tomadas en
campo; la variacion entre la temperatura superficial y profunda no representa una
diferencia en la composicion microbiana de ambos estratos. También se
observan los valores de pH con un minimo de 5.64 (composta 3) y un maximo
de 10.17 (composta 6), siendo el rango de 4.53. La humedad fue mayor en la
composta 5 (55.39%), mientras que en la composta 4 se registré el valor minimo
(9.68%). La media y desviacién estandar de estos factores se reportan en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Ubicacioén de los BSC muestreados, tiempo de compostaje y factores

fisicoquimicos de cada composta.

Montecristo | Palenque M1 7 meses 18 20 6.54 12.07
de Guerrero I
Palenque M2 2 meses 22 22 8.34 14.56
I
Palenque M3 10 meses 18 21 5.64 44.06
I
Toluca M4 6 meses 18 20 7.76 9.68
Vista M5 12 meses 18 20 8.57 55.39
Alegre
Pijijiapan El Vergel P6 6 meses 26 28 10.17 33.68
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El Vergel

P7

7 meses

27

27

9.6

47.60

El Vergel

P8

6 meses

26

28

5.82

36.02

7.3. Cuantificacion de coliformes fecales y clasificacion de la

composta de acuerdo a la Agencia de proteccion ambiental de

Estados Unidos (US EPA).

De acuerdo a la clasificaciobn de esta agencia americana, los abonos

producidos se clasifican en: aquellos que pueden usarse para -cultivos

alimentarios (A) y en los que Unicamente pueden ser aprovechados por plantas

ornamentales (B). De acuerdo a este criterio, mas de la mitad de las compostas

analizadas se clasificaron como del tipo B, es decir, superaron los 1000 NMP de

coliformes fecales/g de solidos totales (Cuadro 4 y Figura 4).
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Cuadro 4. Clasificacion de los abonos segun la US EPA (1994).

M1

M2

M3

M4

M5

P6

P7

P8

Palenque
I

Palenque
I

Palenque
I

Vista
Alegre

Toluca

El Vergel

El Vergel

El Vergel

1,500

15,000

2,000

240,000

24,000

900

E. coli

E. coli

Klebsiella sp.

E. coli

Klebsiella sp.

Ninguna

E. coli
Klebsiella sp.

Pseudomonas
aeruginosa

Ninguna

Klebsiella sp.

E. coli
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Figura 4. Proporcion de compostas de acuerdo a las categorias “A” y “B” que se
establecen en la US EPA.

Respecto a la investigacion de cepas de Salmonella, no se registrd crecimiento
en los caldos de Selenito Cistina, por lo que entre las muestras analizadas no se
recupero este tipo de bacilo Gramnegativo.

7.4. Busqueday aislamiento de bacilos Gramnegativos.

De la resiembra de bacterias a partir de los caldos E.C. y Lauril en medios
selectivos-diferenciales (MacConkey y Salmonella Shigella), se recuperaron
bacilos Gramnegativos, siendo E. coli la bacteria mas frecuente, presente en el
62.5% de las compostas, seguido de Klebsiella sp. (50% de las muestras) y

Pseudomonas aeruginosa (12.5%) (Fig. 5).
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62.50%

Bacterias identificadas

0.00% 50.00% 100.00%
W Pseudomonas aeruginosa M Klebsiella sp.  m E. coli

Figura 5. Proporcion de bacterias halladas en las compostas muestreadas en

ambas localidades.

Se aislaron 6 cepas de E. coli y el andlisis de genes de virulencia en las cepas

recuperadas de Montecristo (M1S3L2 y M2S1L2) contenian el gen de virulencia

aap, en tanto que también se detectd dicho gen en una cepa de E. coli aislada

presencia de los otros genes buscados en este estudio.
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Figura 6. Carril: 1, MPM de 100 pb; 2, gen aap de cepa control EAEC 042; 3,7y
8, cepas de E. coli M2S1E2, M3S3L3 y M5S2L 3 respectivamente, sin el gen aap.
Los carriles 4, 5y 6 mostraron a las cepas con el gen aap (M1S3L2, M2S1L2 y
P8S2L2).

7.5. Relacion entre la cantidad de coliformes y otras variables.

El andlisis de regresion lineal mostré una tendencia en el sentido de que, a mayor
tiempo de compostaje, hubo una mayor cantidad de coliformes (Figura 8-A). De
manera similar, se observo este comportamiento entre la cantidad de coliformes
fecales con el pH y la humedad (Fig. 8-B y 8-C, respectivamente). Una tendencia
inversa se observé entre la cantidad de usuarios del bafio seco y los valores de
temperatura, con la cantidad de coliformes (Figuras 8-D, 8-E y 8-F). El analisis
mediante regresion lineal no revel6 una relacion positiva o0 negativa significativa
entre las variables antes mencionadas y la cantidad de coliformes. Sin embargo,
se encontrd una correlacion positiva, fuerte (P=0.003), entre el tiempo de uso del
bafo seco desde su habilitacion y el nimero de coliformes fecales (Fig. 8-G).
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Coliformes fecales (MMPIg)
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Coliformes fecales (WMPIg)

Coliformes fecales (NMPIg)

Relacion entre la temperatura superficial y la densidad bacteriana.
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Relacion entre el tiempo de uso de los BSC desde su habilitacion y la densidad
bacteriana.

25000000 |

R? Lineal = 0,308

100000 D0 |

0000 00 |

Coliformes fecales (NMPIg)

10,00 20,00 3000 40 00 50,00 60,00

Tiempo de uso desde su construccion (meses)

Figura 7. Dispersion simple del nimero de coliformes fecales por A) el tiempo de
compostaje, B) el pH, C) la humedad, D) la cantidad de usuarios, E) la
temperatura superficial, F) la temperatura profunda y G) el tiempo de uso del

bafio seco desde que se comenz0 a utilizar a partir de su habilitacion.
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VIII. DISCUSION

La constante busqueda de alternativas que respondan a problematicas sociales
y ambientales siempre ha sido de suma importancia, ya que la demanda de los
recursos naturales va en aumento con la sobrepoblacion. El agua es un recurso
relativamente escaso, en México se prioriza el abastecimiento de agua a la
industria, a la agricultura de exportacion y a las grandes urbes, dejando en el
rezago a ciudades de menor tamafio y zonas rurales (Zarate-Toledo, 2017).
Chiapas es uno de los estados que cuenta con una media superior al promedio
nacional en la captacion de agua, esto debido a que es territorio de bosques de
nieblay las precipitaciones son en mayor cantidad (Consejo Consultivo del Agua
A.C, nd.). Ademas, se encuentran dos de las regiones hidrograficas mas
importantes para el pais, La Costa y Grijalva-Usumacinta. Aun asi, el 70% de la
poblacién no cuenta con agua potable y saneamiento (Rondén-Sulbaran et al.,
2021).

La practica del saneamiento seco no es nueva y ha sido impulsada para:
1) satisfacer una necesidad basica con la que muchas personas no cuentan, 2)
reducir el impacto ambiental negativo en los recursos hidricos. En este sentido,
se han llevado a cabo investigaciones en diferentes partes del mundo (Rumania,
Sudafrica, Reino Unido, México) evaluando que sea una practica segura para la

salud humana y del ambiente (Rautanen y Viskari, 2006).

En el presente estudio, de tipo transversal en el fenébmeno del proceso de
compostaje, se analizaron muestras de este tipo de biosdlidos en fase de
maduracién, puesto que fueron colectadas con mas de tres meses (Arce, 2014;
Roméan et al., 2013). Ademés, se compararon las medias estadisticas de
diferentes factores que pueden afectar la cantidad de coliformes fecales. Por ello,
se agruparon las muestras de Montecristo de Guerrero y se compararon con las
las compostas producidas mediante el uso del bafio seco. En el cuadro 3 se
observan los resultados de dichos analisis y como se esperaba, no hubo una
diferencia significativa entre la mayoria de las variables, con excepcion de las

temperaturas superficial (P= 0.016) y profunda (P= 0.021). Dicha diferencia
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puede deberse a que en la fase de maduracion las temperaturas de las
compostas son similares a las temperaturas ambientales (externas a la
composta), no obstante, esta diferencia entre las temperaturas no afecta en la
presencia o ausencia de bacterias o en la diversidad que pueda encontrarse en
ellas, ya que las bacterias denominadas mesofilas pueden desarrollarse en un
rango amplio de temperaturas (15-46 °C) (Molina y Moral, 2018).

En dos de las muestras analizadas (M4 y P6; ver cuadro 2), el valor del
NMP de coliformes fue cero. Se observé que en la muestra M4 el porcentaje de
humedad registrado fue el menor (9.68%), comparado con el resto de las
muestras. Tratandose de una composta con baja humedad es probable que las
bacterias se hayan desecado o que la falta de agua impida la actividad
metabdlica de las mismas. Redlinger et al. (2001), analizaron 90 muestras a los
3 y 6 meses de compostaje, observando una relacion entre la densidad de
coliformes y bajos niveles de humedad, por la exposicion solar, provocando la
desecacion de las bacterias.
Por otro lado, la composta P6 mostro un valor de pH superior a todas las demas
(10.17), lo que probablemente explique la razén de no aislar bacterias en dicha
muestra, dado que las bacterias coliformes fecales toleran un rango de pH de
4.4 a 9 (Moreno-Marquez, 2006). De manera similar, la muestra P7 tuvo un pH
de 9.6 (Cuadro 2), por lo que tampoco hubo crecimiento de este tipo de bacterias
(Figura 6), sin embargo, se aislé a Pseudomonas aeruginosa, de la cual se ha
documentado que tiene mayor capacidad de resistencia al pH elevado (Torres-
Kam, 1991).

La composta con mayor cantidad de coliformes fecales fue la muestra M5,
gue a pesar de haber tenido 12 meses almacenada en la camara, fue la que tuvo
mayor humedad (55.39%). Cabe mencionar que las compostas con mayor
humedad (muestras M5 y P7, cuadro 2) fueron las que presentaron ademas un
olor desagradabile.

En la mayoria de las muestras de compostas (75%) se registré un porcentaje de
humedad por debajo de los valores Optimos para iniciar el proceso de
compostaje, que va del 45 al 60% (Roman et al., 2013), aunque esto dependera

de la materia organica que se agregue (Félix Herran et al., 2010), ya que
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materiales como el aserrin, las hojas secas o la paja, pueden aumentar la
aireacion y reducir la humedad. Esto es importante, porque las bacterias
requieren de una humedad mayor a la encontrada en las compostas para
desarrollarse de manera Optima en las fases iniciales, sin embargo, en la fase de
maduracion es prescindible (Roman et al., 2013).

La aireacion de las compostas se puede estimar de manera indirecta
mediante el valor de pH. De acuerdo a Bohorquez-Santana (2019), durante el
compostaje los valores de pH menores a 7 pueden indicar una falta de aireacion,
ya que en condiciones anaerdbicas los microorganismos producen &cidos

organicos.

Respecto a los géneros bacterianos recuperados (Figura 5), tales como
E. coli y Klebsiella, éstos pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y son
constituyentes de la microbiota intestinal del humano (Amor-Espin, 2015). Hasta
cierto punto, la presencia de estas bacterias en las muestras de composta puede
considerarse normal, aunque a ciertos niveles, pueden indicar infecciones
(Saborido et al., 2014). También se aisl6 Pseudomonas aeruginosa, este bacilo
pertenece a la familia Pseudomonadaceae y su origen puede ser tanto del suelo,
agua y es oportunista de animales y plantas (Marchand-Pajares, 2002). Asi, su
presencia pudo obedecer a material vegetal que se agreg6 a la muestra de
composta para cubrir las heces. La deteccion de estas bacterias puede indicar
gue no se alcanzan temperaturas tan elevadas o que estas recolonizan en las

fases de enfriamiento o maduracion (Herrera-Ortiz et al., 2015).

Moreno-Casco y Herrera (2008), mencionan que no solo es suficiente con
alcanzar temperaturas superiores a 50 °C, sino que esta debe mantenerse por
al menos tres dias para la disminucion de las bacterias. Ademas, los mismos
autores infieren que la temperatura es el factor determinante para la eliminacién
de patégenos y que el término “eliminacién” de patdégenos hace referencia a una
disminucién en la carga de microorganismos a tal punto que sean cantidades por

debajo del limite de deteccion de la prueba que se usa para tal fin.

Otros autores, mencionan que la humedad es el principal factor a controlar
en el compostaje, ya que si se controla la humedad, también se controlaran la

temperaturay el pH (Haug, 2018; Madejon et al., 2002). Por lo que, para obtener
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un abono de calidad y libre de patdgenos se debe monitorear que se cumplan

las condiciones Optimas en cada fase del proceso.

Para este trabajo se tomé como referencia el criterio establecido por la
USEPA para la clasificacion de los abonos, es decir, después de la cuantificacion
de coliformes se consiguié determinar el posible uso del producto final. Sin
embargo, existen otros estandares internacionales, como la Agencia Ambiental
de Reino Unido y EAS del Banco Mundial que utilizan otros métodos para
determinar y cuantificar coliformes (Enviroment Agency UK, 2003; “Estandares
Ambientales y Sociales (EAS),” n.d.).

En cuanto a los resultados de la PCR, estos mostraron la presencia de un

solo tipo de E. coli diarreogénica, la E. coli enteroagregativa (EAEC) (Figura 6).

De forma paralela a este trabajo, se hicieron coprocultivos a los usuarios de esta
ecotecnia. Los resultados mostraron que el patotipo EAEC fue el mas frecuente
con respecto a otros patotipos de E. coli diarreogénica, incluso se identificd este
patotipo tanto en los usuarios y en la composta analizada en este estudio, por lo
gue se puede inferir que este tipo de patdégeno presente en los usuarios, resistid
las variaciones ambientales dentro de la cadmara de compostaje y no se
cumplieron las condiciones necesarias para su eliminacion. Fane et al., (2021)
demostraron que para la eliminacion de E. coli es critico el control de la
temperatura, manteniendo la temperatura a >25°C por 28 dias y consiguieron

una reduccion significativa de esta bacteria.

En la busqueda de factores determinantes en la presencia o ausencia de
bacterias en las compostas maduras, se hicieron las correlaciones univariadas
gue se observan en la figura 7. Sin embargo, no se observé una relacion
significativa, con excepcion del tiempo de habilitacion del bafio seco y la cantidad
de coliformes (Figura 7-G), lo que reafirma la posibilidad de recolonizacion de las
bacterias. De igual manera, se observé que los BSC con un tiempo de
compostaje de 6 meses eran los que presentaban una menor o nula cantidad de

bacterias (Cuadros 3y 4).
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Dado que la implementacion de esta ecotecnia suple una necesidad
basica en comunidades rurales (por ahora), y en donde la principal actividad
econdémica es la agricultura, el tipo de producto emanado de dicha ecotecnia
puede ser util. Por ello, es necesario que se procure una calidad de abono o se
le dé seguimiento en el tratamiento para su uso; en el caso que se presenta en
este estudio, es necesario implementar un proceso adicional de tratamiento de
los biosolidos generados, a fin de usarlos o reintegrarlos a los suelos libre de
patdgenos. Lo anterior para ir en concordancia con que entre mayor sea la
cantidad de abonos de clase A, se disminuye considerablemente el riesgo de
propagacion de enfermedades y contaminacion fecal a los cuerpos de agua.
Esseili et al., (2012), evaluaron la cantidad de coliformes en los cuerpos de agua
cerca de los campos agricolas en donde se aplican los abonos de clase B, ya
que con las lluvias, este material afladido puede ser arrastrado. Mediante
técnicas genéticas lograron reconocer el transporte de E. coli, y comprobaron el
aumento de este coliforme, por lo que incluso el uso del abono de clase B debe

ser regulado.

Una de las ventajas de estos sistemas de saneamiento es que, al contar
con camaras de compostaje, se evita la filtracion del biosélido y puede

procurarse que el abono sea seguro antes de ser esparcido en los suelos.

Este es el primer estudio sobre el andlisis microbiolégico de compostas
de BSC en Chiapas, por lo que de las observaciones y resultados que se dan
aqui se pueden buscar soluciones o alternativas para obtener mejores biosélidos
con fines agricolas, tales como se mencioné anteriormente, el tratamiento
posterior de este tipo de materiales con calor, para conseguir la eliminacion

efectiva de patdgenos potenciales como E. coli enteroagregativa.
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IX. CONCLUSIONES

Se evaluaron 8 compostas en total, todas en fase de maduracién.

No se registraron diferencias significativas de las variables pH, humedad
y tiempo de compostaje entre las compostas de Montecristo de Guerrero
Se encontraron bacterias en el 75% de las muestras, particularmente E.
coli, Klebsiella sp. y Pseudomonas aeruginosa.

Se aislaron cepas de E. coli en el 62.5% de las muestras, de las cuales el
66.66% presentaron el gen de virulencia app, identificAndose como EAEC
(E. coli enteroagregativa).

Segun la US EPA, el 62.5% de las compostas analizadas en este estudio
tienen clasificacion B, mientras que el 37.5% son A.

No se encontré una correlacion entre el tiempo de compostaje, nimero de
usuarios del BSC, temperatura, pH y humedad con la cantidad de
coliformes fecales. No obstante, mientras mayor fue el tiempo transcurrido
desde la habilitacion de los BSC, fue mayor la cantidad de coliformes
(R-=0.909; P=0.003).
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X.  RECOMENDACIONES

Para obtener un abono util y de calidad, es necesaria la regulacion de las
variables que intervienen en el proceso de compostaje, tanto que, si se hace una
composta de manera espontanea, no se garantiza que el producto final pueda
ser seguro. Respecto a las compostas con cantidades elevadas de coliformes,
se sugiere un tratamiento previo, ya que utilizarlas puede ser peligroso para el
ambiente. Algunos de estos tratamientos incluyen la utilizacion de cal o ceniza
(Anand y Apul, 2014), sin embargo, solo se podra aprovechar en plantas que
toleren la alcalinidad del suelo. También se han agregado antibiéticos (Anand y
Apul, 2014) impregnados en sustratos como paja para cubrir las heces.

Para estudios posteriores, se sugiere que se recabe informacién mas
precisa en cuanto al uso del bafio, es decir, sobre la cantidad que se agrega de
cenizas o cal y si se remueve la composta. De igual manera, si se detectan fugas
en las camaras de compostaje, por donde el agua de lluvia pueda filtrarse y
acarrear el biosolido.

Documentar si los usuarios han presentado alguna enfermedad
gastrointestinal de tipo infecciosa. Es deseable incorporar la investigacion de
otros microorganismos indicadores, como helmintos, hongos y virus.

Para estudios transversales como este, contar con un mayor numero de
compostas a analizar. Por el contrario, si las compostas son escasas, se puede
monitorear cada determinado tiempo el comportamiento de las variables

involucradas en el proceso de compostaje y la cantidad de patdogenos.
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XIl.  ANEXOS

12.1. Medios de cultivo y soluciones
Se prepararon las siguientes soluciones:

e Solucion de hidroxido de sodio al 1 N.

e Solucién de hidroxido de sodio al 0.1 N.

e Solucion madre de tampdn A, disolviendo 17 g de fosfato monopotasico
en agua destilada con un volumen final de 500 mL y con pH ajustado a
7.2+0.2.

e Soluciéon madre de tampdn B, disolviendo 4.05 g de cloruro de magnesio
en agua destilada con un volumen final de 500 mL.

e Solucion tampon de fosfatos (agua de disolucion). Se adicionaron 1.25 mL
de la solucién madre de tampon Ay 5 mL de soluciéon madre de tampdn
B y se aforé a 1 L con agua destilada. Se distribuyeron volumenes de 9
mL y 36 mL en tubos de ensayo con rosca y frascos con tapa,

respectivamente y se esterilizo en autoclave a 121 °C, durante 15 min.
Medios de cultivo para coliformes fecales:

e Caldo Lauril Triptosa, con pH de 6.8 + 0.2, distribuido en volimenes de 10
mL en tubos de ensayo.

e Medio EC, con pH de 6.9 + 0.2, distribuido en volumenes de 10 mL en
tubos de ensayo que contenian en su interior campanas Durham

invertidas.
Medios de cultivo para la determinacion de Salmonella spp:

e Caldo tetrationato, se distribuyd en volimenes de 9 mL y 36 mL en tubos
de ensayo con rosca y en frascos con tapa. Al momento de usarlo se
afadio un 2% de solucién yodo yoduro y no se volvié a calentar.

e Caldo selenito cistina, con pH de 7.0 + 0.2, se distribuy6 en volumenes

de 10 mL en tubos de ensayo.
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12.2. Figuras citadas en el texto.

RN

Figura 9. Ubicacion de la Reserva de la Biosfera El Triunfo. Se muestran las

regiones de los municipios que la conforman. Imagen de la CONANP-FMCN
(2003).
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12.3. Formato de la encuesta aplicada a los usuarios de los
BSC.

& ¢
" =

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS
[NSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Encuesta para beneficiarios de bafos secos
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CONSIDERACIONES S0BRE EL USO CORRECTO DEL BANO SECO

;Cuanto tiempo tiete que 2 bafo comenzo 2 sar nsado?

;Cuanfas persopas ocupan &l hano?
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;@Mmﬁh@ﬂmfﬁﬁnﬂdﬂﬁmummﬂ:mhﬁm EECRE,

aEemin) T
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olota. hotzs de plasias, residucs de alimentos, ebc}

souele asremarle cal? 51 MO
;Con que fracsencia’
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12.4. Tabla del NMP (Numero mas probable).

Valores del NMP por cada 100 mL de muestra 'y 95 % de limite de confianza

(para diversas combinaciones de resultados positivos cuando se utilizan tres

alicuotas de muestra de 10 mL, tres de 1 mL y tres de 0,1 mL).

Namero de tubos que dieron NMP Limite de confianza
reaccion positiva or 100 al 95 %
3 de 10 3de1l 3de0,1 P 'rnl_ Inferior | Superior
mL mL mL

0 0 0 <3 e
0 0 1 3 <1 9
0 1 0 3 <1 13
1 0 0 4 <1 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 22400 |  --=== | ====-
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12.5. Memoria fotografica.

Figura 10. Primer bafio seco construido, localizado en El Vergel,

Chiapas; de donde se tomo la muestra P6.

Figura 11. Leyenda y contribuidores del proyecto.
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Figura 12. Muestreo mediante la técnica de cuarteo.

Figura 13. Determinacion de los Sodlidos Totales. Se observan las

Secas.

muestras
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Figura 15. Medio E.C. estéril con campanas Durham en su interior.
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Figura 17. Caldo Selenito cistina, estéril.
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Figura 18. Medios inoculados y con reaccion positiva. El medio Lauril vira a una
coloracion amarilla indicando una disminucién del pH, mientras que en el medio
E.C. se observa turbidez y una tonalidad amarilla mas intensa. En ambos tubos
se observa gas en la campana Durham.
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Figura 20. Prueba indol para la identificacién de E. coli.

66



12.6. Difusion de resultados en foro académico.
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