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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1.- Importancia de la calidad microbiolégica en la reutilizacién de los
lodos residuales y biosélidos para usarlos como mejoradores de suelos y

zonas agricolas.

1.1.1.- ¢ Qué es un lodo residual y un biosélido?

Los lodos residuales son sélidos en suspensién que se generan en diversos
procesos del sistema de tratamiento de aguas; contienen la mayor parte de
materia indeseable que es separada de la misma y cantidades variables de
humedad. El costo del acondicionamiento y disposicion final de estos lodos por
métodos convencionales de estabilizacion, digestion y almacenamiento en
rellenos sanitarios o incineracién, puede representar hasta el 40% del gasto en

una planta de tratamiento de aguas residuales (CAPA, 2005).

Los lodos se clasifican de acuerdo a su origen en tres tipos: lodos primarios,
que se extraen de los médulos de pre-tratamiento y tratamiento primario; lodos
secundarios, que se generan como resultado de la conversion de productos de
desecho solubles de efluentes primarios y particulas que escapan del
tratamiento primario y por ultimo, lodos quimicos, que se obtienen en algunos
casos del tratamiento de agua residual con sales de aluminio, hierro o cal para
mejorar la remocion de los sdlidos suspendidos (Figural.l). La planta de
tratamiento de aguas residuales “Centenario”, en la Ciudad de Chetumal opera
con el tipo de proceso de lodos activados en su modalidad de aireacién
extendida, y da tratamiento diario a 6,912m? de aguas residuales, produciendo
un promedio de 3m?* de lodos por dia (Figura 1.2) (CAPA, 2005).

Cuando estos lodos son estabilizados, reciben el nombre de biosélidos, y son

cada dia méas usados en diversos usos benéficos (EPA 832-F00-064, 2000).
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Figura 1.1 Esquema de la produccién de lodos primarios y secundarios en una planta de
tratamiento de aguas residuales. Figura 1.2. Produccién de lodos residuales en la PTAR
“Centenario” de la Ciudad de Chetumal.

Los biosolidos pueden utilizarse en terrenos alterados que necesitan
recuperaciéon como en el caso de los terrenos agricolas, bosques, selvas o
campos de pastoreo, por lo que mejoran algunas propiedades del suelo como
son: la textura y la capacidad de absorcion del agua, provocando el buen
crecimiento de las raices de las plantas y fortaleciéndolas para soportar las
sequias. Los macro y micronutrientes que contienen son esenciales para el
crecimiento vegetal. Dichos nutrientes se incorporan poco a poco a las plantas
en crecimiento, al ser menos solubles en el agua contienen una menor
capacidad de lixiviacion al agua subterranea o de arrastrarse a las aguas
superficiales, por lo que se dice que le devuelven al suelo su firmeza, evitando
la contaminacion a los mantos freéticos, aguas subterraneas, lagunas y otras
aguas dulces (EPA 832-F00-064, 2000).

1.1.2.- Organismos que afectan a la salud (organismos indicadores).

Los organismos que dafian al humano (patégenos) incluyen bacterias, virus,

hongos y todos los parasitos (Romero, 2007).

Los indicadores de la contaminacion biolégica por organismos que afectan a la

salud, presentan las siguientes caracteristicas:

1. Parametros de crecimiento (temperatura, pH, etc.) similares a los de los
patdgenos, cuya deteccion y cuantificacion resulta dificil o a veces
imposible.



2. Son susceptibles de determinacion por técnicas analiticas sencillas, fiables,

precisas y no costosas.

Presentan resistencia a los tratamientos similar o mayor que los patégenos.

La concentracion y la evolucion de los organismos indicadores debe tener

una correlacion con las de la poblacion patdégena.

5. Capacidad de soportar los desinfectantes y el estrés ambiental al mismo

nivel que los patdgenos potencialmente presentes.

Como un unico organismo indicador no predice la presencia de todos los

patdgenos, es mejor tener varios organismos indicadores, siendo las bacterias

la mejor opcién (GOmez y Estrada, 2005). Los coliformes fecales son los

indicadores de contaminacion bioldégica mas utilizados, ya que estan presentes

siempre en aguas Yy lodos residuales; sin embargo en la Tabla 1.1 vemos otros

organismos patdégenos presentes en aguas y lodos residuales.

Tabla 1. 1 Principales microorganismos patdgenos y parasitos presentes en aguas y lodos.

Virus de la hepatitis A
Coxsackievirus Ay B
Echovirus

Patégeno | Género Enfermedad - Sintomas
Bacterias Salmonella spp. (Salmonelosis, fiebre tifoidea)
Shigella spp. (Shigelosis ((_ji_sent_erl'a bacilar) _
Yersinia spp. (Gastroenteritis (diarrea y dolor abdominal)
Vibrio cholera (Colera)
Campylobacter jejuni Gastroenter!t!s (diarrea)
S . | Gastroenteritis
E.scherlch|a . coli (diarrea)
(linajes patogénicos)
Helmintos | Necator americanus (Enfermedades por uncinarias)
Hymenolepis nana (Teniasis, cisticercosis (perturbaciones oculares, cardiacas,
del sistema nervioso central, o digestivas).
Taenia solium (Nerviqsismo, insomnio, anorexia, disturbios digestivos, dolor
abdominal).
. . (Nerviosismo, insomnio, anorexia, disturbios digestivos, dolor
Taenia saginata abdominal).
) S (Dolor abdominal, diarrea, anemia, pérdida de peso).
Trichuris trichiura (Puede producir sintomas tales como abscesos de tos, dolor
Ascaris suum en el pecho y fiebre).
(Disturbios abdominales y nutricionales, dolores abdominal,
Ascaris lumbricoides | vémito, inquietud, sintomas neurolégicos, obstruccién
intestinal).
Protozoo- | Cryptosporidium (Gastroenteritis)
rios Entamoeba (Enteritis aguda, infecciones en el intestino delgado)
histolytica (Giardiasis. Calambres abdominales, perdida de peso)
Giardia lamblia (Diarrea'y dlse_nteria)
Balantidium coli (Toxoplasmosis)
Toxoplasma gondii
Virus Poliovirus (Poliomielitis)
Rotavirus (Gastroenteritis aguda con severa diarrea)
Agente Norwalk (Gastroenteritis epidémica con severa diarrea)
Reovirus (Infecciones respiratorias y gastroenteritis)

(Hepatitis infecciosa)
(Encefalitis, meningitis,
fiebre, resfriado comun).
(Meningitis, neumonia, encefalitis, fiebre, resfriado comun,
diarrea.)

conjuntivitis, neumonia, hepatitis,

3




La interaccion de todas estas bacterias en lodos y biosélidos nos indica si hay
eficiencia dentro de los procesos de eliminacion de patdgenos regulando su

calidad para su completa estabilizacion y adecuado uso.

En el curso del XXVIII Congreso Interamericano de Ingenieria Sanitaria y
Ambiental, celebrado en Cancun en 2004, se explic6 que la persistencia de
ciertas enfermedades depende estrechamente de la diversidad y los cambios
climaticos, fendbmenos demograficos y el desarrollo socioeconémico de cada
pais, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Niveles de calidad de lodos y sus diferencias, entre distintos paises (Barrios, 2004).

Coliformes Salmonella Huevos de
Pais Tipo de lodo fecales, spp NMP/gr. helmintos,
NMP/gr. ST ST huevos/gr. ST
Ghana Lagunas. 10* - 76
Eqgipto Primario liquido. _ _ 45.5
Estados Primarios y Hasta 10’ Hasta 10° 0.1-11.7
Unidos secundarios.
México Fisicoquimicos. Hasta 10" Hasta 10° 36-150

En México los organismos indicadores que marca la NOM-004-2002 en lodos y
biosélidos son los coliformes fecales, la Salmonella spp. y los huevos de
helmintos viables. Mientras que en los Estados Unidos, la USEPA, marca como
indicadores biologicos a Escherichia coli, Salmonella sp., Ascaris y algunos
indicadores virales. En la Unién Europea la calidad del suelo y composta
dependen de los Coliformes (totales y fecales), Escherichia coli, Enterococcus
sp, y Clostridium sp (Gémez y Estrada, 2005; NOM 2002; Barrios 2004).

1.1.3.- Normas Mexicanas aplicables de la calidad microbiolégica de
los lodos residuales y de los biosélidos.

Existe una Unica norma oficial mexicana que hay que cumplir, para poder
utilizar a los lodos y biosoélidos como fertilizantes agricolas y como mejoradores
de suelos. Dicha norma ambiental, establece las especificaciones y limites
maximos permisibles de contaminantes de lodos y biosélidos para su

aprovechamiento y disposicion final (Tabla 1.3).



Los lodos que se generan en las plantas de tratamiento de aguas residuales
del estado de Quintana Roo, han sido estudiados previamente por laboratorios
acreditados en el afio 2005. Los resultados mostraron que eran inocuos a la
salud humana al no contener sustancias toxicas, cumplir las pruebas CRETIB,
y tener una carga microbiana no significativa, por lo que se penso que eran
excelentes candidatos para ser aprovechados luego de su estabilizacion
(CAPA, 2005).

Tabla 1.3. Limites maximos permisibles para patégenos y parasitos en lodos y biosélidos
(NOM-004-SEMARNAT-2002).

Clase Indicador
Ig:cterlologlco Patégenos Parasitos
contaminacion Aprovechamiento
Coliformes Salmonella spp. | Huevos de
fecales NMP/gr. | NMP/gr. en base | helmintos,
en base seca seca. gr. en base
seca
A e Usos urbanos con
contacto publico directo
Excele | Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 1 durante su aplicacion.
nte Los establecidos para la
clase By C.
B e Usos urbanos sin
| contacto publico directo
E =
xcele Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 10 durante su . aplicacion.
nte Los establecidos para la
0 clase C.
Bueno
c ¢ Usos forestales.
¢ Mejoramientos de
Excele Menor de Menor de 300 Menor de 35 | syelos.
te o | 20000000 i
n e Usos agricolas.
Bueno

1.1.4.- Normas internacionales de la calidad microbiolégica de los
lodos y biosdlidos.

En la Union Europea, paises como Luxemburgo, Bélgica, Holanda y Suecia, los
cuales cuentan con una disminucién rapida, por exigencia legal y factores
medioambientales y sociales al reciclado de lodos residuales. Y las
legislaciones de Holanda y Francia han prohibido tentativamente el envio de
los lodos a vertedero, obligando a que exista un tratamiento antes de su
reciclado o disposicion. Pero en paises como Irlanda, Portugal y en menor

medida Grecia, todavia tienen deficiencias para una produccion adecuada de

5



lodos con respecto a su infraestructura de saneamiento y depuracién. Por
excelencia en rehlso tenemos a Francia, Dinamarca, Gran Bretafia y Espafia,
con porcentajes en torno al 50% de aplicacion al suelo. En el area
mediterranea se muestran indices menores de rehuso y reciclado, por sus
factores orogréaficos, de estructura de la propiedad agricola y estructura del

sector industrial, sobre todo en los paises de Italia y Grecia (Berbel, 2004).

En un estudio de la “Calidad de lodos residuales en Grecia dispuestos para el
uso de la agricultura”, a los lodos que se producen de las plantas de
tratamiento se les determinan las caracteristicas cualitativas y cuantitativas
aplicando las restricciones de la unién Europea, Directiva 91/271/EC
(Andreadakis et al., 2001).

El porcentaje de aplicacion agricola de lodos es mayor en los paises de
Francia, Gran Bretafia y Dinamarca, pero la solucion mas adoptada es la
aplicacion directa. Para que exista la posibilidad de que estos lodos o
biosdlidos sean comercializados en la Union Europea, es necesario cuidar
aspectos importantes como una buena calidad microbioldgica, sin olvidar las
normativas que inciden para una correcta gestion de los bio residuos (Berbel,
2004).

Dentro de la Union Europea, la Directiva sobre la aplicacién agricola de lodos
residuales - 86/278/CE, nos da las limitaciones de caracter microbiolégico para
el uso agricola. En ella se sefialan los principales microorganismos indicadores:
Coliformes (totales y fecales), Escherichia coli, Enterococcus spp., Clostridium

spp., otras Enterobacterias, y algunos virus. (Gomez y Estrada, 2005).

En Francia, el decreto No. 97-1133 (08/01/998), clasifica un biosélido como
higienizado para uso en agricultura, si presenta concentraciones de
microorganismos patégenos como Salmonella <8 NMP/10gr. ps; Enterovirus <3
NMP/10gr. ps y Huevos viables de neméatodos <3 huevos/10gr. ps (Guzman y
Campos, 2004).



En los Estados Unidos, la Norma 503 de la Agencia de Proteccion Ambiental
“EPA” (por sus siglas en ingles), en la regla “Estandares para la aplicacion de
lodos de aguas residuales (40 CFR part. 503), exige que los lodos residuales
pasen por el proceso de estabilizacion antes de ser aplicados, para que sean
minimizados los olores, destruir los agentes patdégenos causantes de las
enfermedades y para que se reduzca la atraccion de vectores. (EPA 832-F00-
064, 2000). En el apartado D de dicha norma, se incluyen los criterios de
clasificaciéon de los biosolidos como Clase “A” o clase “B”, con respecto al
contenido de patdégenos. Dentro de la clase “A” tenemos Salmonella <3 NMP/4
gr. ps; Coliformes fecales 1000 NMP/gr. ps; Enterovirus <1 UFP/4gr. ps y
Huevos viables de helminto <1 huevo viable/4gr. ps. En la clase B, los
patdogenos son detectables, a una concentracion de Coliformes fecales hasta
2x10° NMP o UFC/gr. ps (Guzman y Campos, 2004). Estos deben de ser
reducidos para no poner en riesgo la salud publica y el medio ambiente, y tener
un cuidado especial en las prolongadas acciones para prevenir la exposicion
del biosélido cuando se utilice (EPA/625/R-92/013).

En la Tabla 1.4 se resumen la caracteristicas de las limitaciones
microbiolégicas de la USEPA de lodos A y B; y de la Comision de la Unién
Europea, en fertilizantes, lodos con tratamiento, y el manejo de desechos
bioldgicos.

Tabla 1.4.- Limites microbiol6gicos para el uso agricola de residuos organicos (Gémez
Estrada de Luis, 2005).

Legislacion Estados UE UE 3 Daft
Unidos Biosélidos Decisién Fertilizant D. lodos
EPA 40 CFR Part. 503. Comision es R. D. (*3) UE 2 Daft. D.
924/2005 | Lodos con | Biolog Waste
94/923/CE .
Clase A de 8 de tratamient | Management
Clase B a1 14 Nov. o
() (*1,%2) julio. o
’ avanzado
Salmonella Ausencia Ausencia Ausencia | Ausencia en 50
spp. 3 UFC/4qgr. en 25 gr. en 25 gr. en 50 gr. ar.
C. fecales 2x106 <1,000
UFClgr. UFClgr.
E. coli <1,000 <1,000 <500
_ _ UFClgr. NMP UFClgr. _
Clostridium Ausencia en
perfringes 1gr.

UE Unién Europea._(*) T Productos con clasificacion excepciBnaI EQ (sin limitacion de uso).

(*)? Modificada por la Decisién de la Comisién 98/188/CE que prohibe expresamente la concesion

de Ecoetiqueta a productos que contengan lodos de depuracién en su composicion.
(*)® Se establecen distintas exigencias y restricciones de uso para tratamientos avanzados y
convencionales.




1.2.- Caracteristicas de los microorganismos de estudio.

Las formas de dafar son muy distintas entre patdgenos (bacterias, virus,
hongos o parésitos). Los virus producen lesiones celulares, las bacterias
liberan toxinas, los parasitos ocasionan lisis celular, lesibn enzimatica,

obstruccién mecénica, trauma tisular, etc. (Romero, 2007).

1.2.1.- Enterobacterias.

Son los organismos que se relacionan con las vias intestinales del hombre y de
animales, se comportan de forma similar a los patégenos e indican que se ha
recibido contaminacion de origen fecal, encontrandose también en el agua y en
el medio ambiente. Son bacilos gram(-) que llegan a medir de 1.0 a 6.0 pum.
Son aerobios o0 anaerobios facultativos. Presentan capsulas, flagelos, fimbrias y
pilis. No forman esporas y tienen la capacidad de reducir los nitratos o nitritos,
fermentar la glucosa con produccion de acidos y gas y dan positivo a la
reaccion de la catalasa. Se identifican por medios diferenciales, selectivos y/o
pruebas bioquimicas. También se identifican los antigenos en pruebas
seroldgicas, encontrando asi el género y la especie en estudio. Sin embargo,
en la actualidad, con la aparicibn de nuevos géneros y especies de estas
bacterias, su clasificacion taxonomica se basa en estudios moleculares
realizados principalmente Centro para el Control de enfermedades o CDN (por

sus siglas en ingles) (Romero, 2007).

Las enterobacterias de importancia médica son:

1) Klebsiella pneumoniae y K oxytoca que ocasionan infeccion en vias
urinarias, diarrea en neonatos y abscesos pulmonares. Las subespecies
de K. pneumoniae son: K. ozaenae y K. rhinoscleromatis, que producen
ocenay rinoescleroma.

2) Enterobacter aerogenes y E. cloacae, que causan infecciones urinarias,
neumonias, meningitis neonatal, septis y participan en infecciones
oportunistas.

3) Serrantia produce neumonia endocarditis y sepsis.



4) Proteus con 5 especies, produce infecciones de vias urinarias y de
heridas, neumonias y otitis.

5) Morganella morganii con 3 subespecies, produce infecciones de las vias
urinarias y diarrea.

6) Providencia alcalifascience, P. stuartii, P. rettgeri y P. rustingianii,
originan infecciones de las vias urinarias.

7) Citrobacter freundii, C. diversus (koseri) y C. amalonaticus, causan
infecciones en pacientes inmuno comprometidos, en vias urinarias y
respiratorias.

8) Edwardsiella tarda produce enteritis, infecciones de vias urinarias y
sepsis.

9) Cedecea davisea ocasiona infecciones respiratorias.

10)Kluyvera asorbata se presenta en infecciones como agente oportunista.

11)Rahnella aquatilis aislada en pacientes transplantados, origina

bacteriemias a partir de infecciones de catéteres (Romero, 2007).

En los siguientes apartados vamos a describir las caracteristicas de tres
microorganismos de importancia en el estudio de la calidad de lodos y
biosolidos; por encontrarse de manera recurrente y en mayor cantidad en los

desechos residuales, que las enterobacterias descritas por el CDN.

1.2.1.1.- Escherichia. Patologia, diagnoéstico y tratamiento.

Es un bacilo gram(-), mdvil, aerobio y anerobio facultativo, con flagelos
peritricos, mayormente con fimbrias y pilis muchas con produccién de micro
capsulas y pocas con macro capsulas, no fabrican esporas. Existen 2 especies
importantes de éste género, la Escherichia coli y la E. hermanii. La primera es
la bacteria que se encuentra mas frecuentemente en la materia fecal del
hombre y de animales. Sus nichos son los intestinos, siendo parte de la flora

nativa (Romero, 2007).



Patologia. Con los siguientes mecanismos de infeccion: enteropatogénicos,

enterotoxigénicos, enteroinvasivos, enterocitotoxico, enteroagregativo y

difusante adherente.

*
0.0

®
L4

®
L4

La E. coli enteropatégena (EPEC), produce brotes de diarrea en
guarderias y hospitales infantiies en el verano. Se adhiere a la
membrana de las células epiteliales provocando cambios en el
citoesqueleto; induce sefales de transduccion que aumentan el calcio
intracelular inhibiendo la absorcion de sodio y cloro intestinal,
acumulando la actina polimeralizada debajo del sitio de adhesién con
disolucion del glicocalix y aplanamiento de las micro vellosidades.

La E. coli enterotoxigénica (ETEC), causa la diarrea de leve a moderada
0 severa en lactantes, como un cdlera en adultos, produciendo la diarrea
del viajero o cuneros, por la adhesion y produccion de enterotoxinas
termolabiles, que estimulan la adenilciclasa que a su vez activa la
proteina quinasa induciendo a que salgan los liquidos y electrolitos, y la
enterotoxina termoestable, que actia en la guanilciclasa, modificando la
absorcion de cloro y sodio.

La E. coli enteroinvasiva (EIEC), coloniza el epitelio de la mucosa
ocacionando necrosis focal con desprendimiento de la mucosa y
hemorragias, siendo la mas virulenta para escolares, adultos y
adolescentes a nivel mundial, por preferir la mucosa del célon; en estado
grave ocurre un severa inflamacion de la lamina propia alterando la
arquitectura epitelial, muerte celular y formacién de JUlceras
microscopicas.

La E. coli entero citotoxica o entero hemorragica (ECEC o EHEC),
ocasiona colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico, es el mas
visto entre los patdgenos que ocasionan diarrea con sangre, se contagia
por carne vacuna, agua y personas; es virulenta por su toxina cito téxica
con efecto cito hepatico en las células HelLa y Vero, inhibe la sintesis de
proteinas a nivel ribosomal induciendo la muerte de las células (Romero,
2007).
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Diagnostico. La E. coli enteropatdgena, se detecta mediante el cultivo de
heces y serotipificacion; la E. coli enterotoxigénica se detecta por RIA y ELISA,
o PCR e hibridizacién de DNA; la E. coli enteroinvasiva se analiza el moco
fecal mostrando gran cantidad de leucocitos, el cultivo en heces establece su
diagnostico, realizando también pruebas de invasividad de difusion de célula a
célula. La E. coli enterocitotoxica o enterohemorragica se analiza por medio del
cultivo de brotes, serotipificacion y deteccion de la verotoxina. La E. coli
enteroadherente se diagnostica aislando al organismo e identificado el serotipo
0O44:H18, en las heces fecales (Romero, 2007).

Tratamiento. En la E. coli enteropatdégena, debe corregirse la deshidratacion
severa Yy aplicar antimicrobianos, como aminoglucosidos, gentamicina,
colimicina, neomicina, trimetoprim, sulfametoxazol y subsalicilato de bismuto.
Para la E. coli enterotoxigénica se aplica un tratamiento de trimetroprim-
sulfametoxazol o ciprofloxacina, ofloxacina y subsalicilato de bismuto. Para la
E. coli enterocitotoxica o enterohemorragica, se reduce la duracién y
severidad con TMP-SMX y fosfomicina. La E. coli enteroagregativa es muy
resistente a los antibidticos, por lo que su tratamiento aun no se ha

determinado (Romero, 2007).

1.2.1.2.- Salmonellas. Patologia, diagnéstico y tratamiento.

La Salmonella spp., estd formada por bacterias que colonizan el intestino del
hombre y de muchas especies de animales causando patologia intestinal; se
dirigen facilmente hacia la circulacion sanguinea produciendo estados
septicémicos graves o moviéndose a otros O6rganos o tejidos. Son bacilos
gram(-), aerobios y anaerobios facultativos. Forma colonias de 2 a 4 mm.,

rugosas o lisas, son moviles, no encapsulados y no producen esporas.

Las principales especies que infectan al hombre son la Salmonella tiphy, S.

enteritidis, y S. cholerae-suis.

11



Las infecciones producidas por las diferentes especies de Salmonella en el
hombre, se manifiestan con:1) infecciones asintomaticas agudas, 2) fiebres
entéricas (fiebre tifoidea y paratifoideas), 3) gastroenteritis aguda, 4) bacterimia

con o sin supuracion local y 5) estado de portador crénico.

Patologia. La Salmonella spp. esta entra al humano por via oral, llega al

intestino, se adhiere a la mucosa y crea una diarrea aguda.

o La Salmonella no tifoidica causa gastroenteritis aguda sin invasion; otros
tipos de Salmonella invaden la mucosa con sus enterotoxinas, éstas
pasan a las células epiteliales provocando edema de la mucosa e
inflamacion, y generalmente no persisten en el intestino.

o Por el patrén invasivo encontramos a S. tiphy mayormente, sin embargo
también S. paratyphi, S. choleraesuis, S. Dublin y S. oranienburg,
producen fiebres entericas, tifoideas y paratifoideas, mas sin embargo
en ocasiones la Salmonella puede eliminarse por completo, por medio
de las heces.

o0 La Salmonella enteritidis presenta la capacidad de colonizar la pared
intestinal y producir desprendimiento de la mucosa, pequefas Ulceras
y/o sangrado, color oscuro de heces liquidas o semiliquidas, fétidas y
espumosas; se incuba de 6 a 48 hrs. provocando, nauseas, vomito,
célico abdominal, diarrea moderada con o sin sangre, en ocasiones
evacuaciones profusas, acuosas y/o sanguinolentas, fiebre y malestar
en general.

o La fiebre tifoidea y paratifoidea producida por S. typhi se da en por
portadores que manejan alimentos sin coccién, en pequefias
concentraciones no producen la enfermedad, pero dan mayor resistencia
a las personas por la produccion de anticuerpos. Cuando se adquiere en
grandes concentraciones sus sintomas son mas severos (incubacién de
6 a 21 dias aprox.), durante la primera semana hay malestar en general.,
mialgias, cefalea, anorexia y dolor abdominal, y fiebre persistente entre
los 40 - 40.5 ° C, dolor abdominal al contacto, hepatomegalia,

esplenomegalia, linfadenopatia generalizada y bradicardia con fiebre. La
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mitad de los pacientes pueden presentar roséola tifoidica (manchas
rosas en la pared abdominal y anterior del térax). Al cabo de 2 a 3
semanas la fiebre persiste con las siguientes complicaciones:
hemorragias intestinales, colecistitis, hepatitis, artritis, osteomeolitis,
miocarditis, neumonia, parotiditis, pielonefritis, orquitis, amigdalitis,
linfadenitis sepurativa y pancreatitis.

0 S. choleraessuis se puede encontrar en cualquier sitio anatémico del
paciente y producir osteomielitis, encefelatitis, meningitis, y neumonia.

o En el estado portador crénico asintomatico, el paciente sigue excretando
los patdégenos en las heces u orina por mas de un afio. Las septicemias,
son cuadros de alta gravedad de todos los agentes etioldgicos, las
Salmonellas mayormente producen estos cuadros donde es invadido el
torrente circulatorio, coloniza el tejido hematico, produce fiebre alta,
escalofrios, anorexia, grave ataque en general, hipotension, estado semi

comatoso y coagulacion intravascular diseminada (Romero, 2007).

Diagnostico. Las infecciones asintomaticas, se pueden detectar en
coprocultivos; mientras que las sintométicas se detectan en coprocultivos,
hemocultivo, urocultivo, mielocultivo, cultivo de roséola y pruebas serolégicas,
segun sea el sitio de infeccion: corazén, pericardio, aorta distal, rifiones,
pulmones, pleura, peritoneo, tejidos blandos, espacios articulares, oido medio y

tracto genital (Romero, 2007).

Tratamiento. Para la fiebre de tifoideas y paratifoideas, el cloranfenicol, la
ampicilina y furazolidona, todavia son utiles, pero actualmente se recomienda
el uso de cefalosporinas de tercera generacion y quinolonas como
ciprofloxacina y ofloxacina. En las septicemias, se deben dar dosis maximas de
cloranfenicol, ampicilina y sulfametoxazol-trimetoprima, y por via venosa
(Romero, 2007).
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1.2.2.- Helmintos. Patologia, diagnostico y tratamiento.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo existen
3,5 billones de personas infectadas por helmintos, de las cuales 450 millones
desarrollaran alguna enfermedad. Los parasitos que mas frecuentemente
tienen repercusion sobre el crecimiento y desarrollo fisico y cognitivo en los
nifios son Ascaris lumbricoides, Necator americano, Ancylostoma duodenalis,
Trichuris trichura y Esquistosoma sp. Estas infecciones ocasionan efectos
sobre el crecimiento y desarrollo que pueden provocar secuelas importantes
(Chiarpenello, 2004).

Las enfermedades parasitarias son muy importantes por los dafios a la salud
que ocasionan. Si no es causa de defuncion, puede dejar lesiones irreversibles,
provocando en los individuos deterioros, no so6lo en cuanto a su crecimiento y
desarrollo sino en su productividad y economia, repercutiendo en un dafio
social, por eso el grado de parasitosis de un pais es el grado de su desarrollo
(Romero, 2007).

Los helmintos son parasitos que se hospedan en el humano, se dividen en 2
grupos: plathelmintos y nemathelmintos. Los primeros son gusanos planos,
metazoarios (formados por muchas células), poco evolucionados carecen de
aparato digestivo con membrana de intercambio de productos con el medio
ambiente, con érganos internos dentro de un parénquima y son hermafroditas,
se dividen en 2 grupos: los céstodos y los trematodos; los primeros son
gusanos segmentados y los segundos no segmentados pero con aparato
digestivo rudimentario y casi todos hermafroditas con excepcién del genero
Shistosoma; el segundo grupo son gusanos cilindricos o redondos, de mayor
importancia por su gran numero de individuos, poseen aparato digestivo
completo , con cuticula, cavidad seudo celoma para la mayoria en funcién de
sus caracteristicas de recubrimiento del tipo de capa exotérmica, mesodérmica
o endodérmica que los cubre, poseen una cuticula protectora del medio

ambiente, todos son dioicos (sexos separados), se dividen en afasmidios y
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fastidios, los segundos tienen érganos sensoriales y los primeros carecen de
ellos (Romero, 2007).

1.2.2.1.- Teniasis y Cisticercosis. Patologia, diagnéstico y

tratamiento.

Patologia. La Teniasis o solitaria se encuentra en México en todo el pais. El
genero Taenia, tiene dos especies importantes: Taenia sanguinata y T. solium.
Las dos tienen al intestino delgado como destino, donde liberan sus ultimos
segmentos para dejar descendencia, sus huevos poseen una gran resistencia y
al salir contaminan la ingestion de diferentes mamiferos incluido el hombre. El
ciclo de vida de la Taenia sanguinata, se encuentra ligado con el del ganado
vacuno y el de Taenia solium con el ganado porcino. La forma embrionaria del
huevo se libera la en el intestino, penetrando en la pared intestinal hasta llegar
a circular en la sangre como cisticerco, invadiendo varios tejidos, pero
principalmente el muscular. La larva evoluciona en el intestino delgado y forma
mas huevos, ocasionando asi dos enfermedades al huésped la teniais, por la
forma adulta, y la cisticercosis, por el ciclo de las larvas en los tejidos (Romero,
2007).

Teniasis: la Taenia se adhiere en un solo punto de la pared intestinal donde fija
el excélex y las ventosas, sin ocasionar dafios severos. Produce muy poca
irritacion en la pared intestinal, y de es como aprovecha los nutrientes del
huésped, al tomarlos de la luz del intestino antes de ser digeridos. Produce
meteorismo, plenitud y digestion incomoda, en sus complicaciones si un
proglotide se introduce en la luz del apéndice, ocasionando apendicitis de

lombriz o apendicitis verminosa (Romero, 2007).

Cisticercosis: es la parasitosis producida por la larva o meta cestodo, de la
Taenia solium. El dafio depende del nimero y el tipo de tejido en donde se
encuentre. El cisticerco posee una envoltura en forma de saco, blanco
nacarado u opalescente; en su interior contiene un liquido o escélex, que es

liberado cuando muere el cisticerco, produciendo una inflamacion intensa que
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depende del numero de cisticercos, y puede llegar a otros sitios como: la
medula espinal, miocardio, aorta, pulmoén, pancreas, tiroides, peritoneo,
epiplén, retro peritoneo, mesenterio, pared intestinal, y en el sistema nervioso
central. Un solo cisticerco en el parénquima de un lugar clave, da una
alteracion neurolégica que ocasionard al afectado: paresia, paralisis,
movimientos involuntarios, etc., y es peor cuando un cisticerco obstruye el
conducto cefalorraquideo, al tapar los agujeros de Lusaka o Magendi,
ocasionando un dafio fatal e irremediable, como cefalea, edema de papila,
vomitos, alteraciones de la vision, irritacion meningea y datos de pares
craneales. En el tejido muscular produce mialgias, en los ojos, puede producir,
obstruccion de la vision e inflamaciones (Romero, 2007).

Diagnostico. La unica forma de diagnosticarla la teniasis es mediante un
estudio coproparasitoscépico; para la cisticercosis, por antecedentes de
teniasis y de nodulaciones subcutaneas, datos clinicos, y estudios
imagenologicos, rayos X (calcificaciones, tomografia lineal, tomografia axial
computada y resonancia magnética), estudios de laboratorio (biometria
hematica-eosinofilia, estudio de liquido cefalorraquideo, hipoglucorraquia,
aumento de células y eosinofilia), estudios parasitoldgicos (extraccion de
nédulos subcutédneos), estudios seroldgicos (hemaglutinacion, inmuno
fluorescencia, inmuno ensayo enzimético, inmuno transferencia y ELISA)
(Romero, 2007).

Tratamiento. La teniasis se puede tratar con niclosamida o clorosalicilamina,
albendazol y praziquantel. Se deben de tamizar las heces y aislar el escolex,
para evitar encontrar la Taenia completa en un par de meses. Cuando se
necesita extraer el cisticerco, su tratamiento es quirdrgico; sin embargo el
praziquantel, funciona en algunos casos, dependiendo del lugar donde se
encuentre el cisticerco. También son usados el albendazol y el praziquantel, en
cambio son ineficaces en traspasar la barrera hemato encefélica el metrifonato

y el flurobendazol (Romero, 2007).
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1.2.2.2.- Ascaris Ilumbricoides. Patologia, diagnéstico y

tratamiento.

La Ascaridiasis es de las parasitosis mas comunes del hombre y se calcula que
la cuarta parte de la poblacion mundial la padece. Se encuentra intimamente
relacionada con la desnutricion y la distribucién geogréfica, por ello es que

abunda mas en paises tropicales (Chiarpenello, 2004)

Patologia. Por su migracion larval hacia el pulmén produce una fuerte
respuesta de tipo celular, mayormente de eosinofilos. El dafio intestinal es leve,
pero se complica cuando los parasitos son masivos, sobre todo en los nifios
por medio de suboclusién y oclusion intestinal, perforacion, volvulos y torsién
del intestino delgado. En ocasiones migran para salir por la boca y nariz,
obstruyéndola. El Ascariasis intestinal puede migrar a los pulmones en su
estado de larva, presentandose sintomas respiratorios transitorios, infiltrados
pulmonares, fiebre y eosinofilia, los cuales desaparecen dentro de las dos
semanas de su aparicion. La infeccién crénica puede ocasionar distension
abdominal, anorexia, diarrea; y trastornos en la absorcion de las proteinas,
ocasionando desnutricion. Demasiados gusanos pueden causar una
obstruccién aguda intestinal de resorte quirargico. Como consecuencia de las
localizaciones erraticas se encuentran raramente parasitos en vias biliares,
fosas nasales, oidos, trompas de Falopio o vejiga (Romero, 2007; Chiarpenello,
2004).

Diagnostico. Se integra por demostracién de las formas parasitarias o por la
observacién microscopica de huevos por observacién coproparasitoscopica con
el método de Kato o Stoll. Se visualizan de igual manera en el examen directo
fecal, a las hembras adultas y machos. En una radiografia de abdomen se
pueden visualizar los parasitos en el intestino (Romero, 2007; Chiarpenello,
2004).

Tratamiento. Todos los nematocidas acaban con el Ascaris, la piperazina, el
pamoato de pirantel, mebendazol, el &cido kainico, el albendazol, la

nitazoxanida y la invermectina (Romero, 2007).
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Figura 1.3.- Representacion de dos ejemplares de parasitos del hombre: a)
Taenia solium ; b) Ascaris lumbricoides (Flisser et al., 2005).

1.2.2.3.- Uncinariasis. Patologia, diagnéstico y tratamiento.

Las dos uncinarias que parasitan al hombre son: Ancylostoma duodenalis y
Necator americano. Ambas con las mismas manifestaciones clinicas,
diagnésticas y terapéuticas; la Unica diferencia es la mayor prevalencia de una
u otra en determinados paises que afectan aproximadamente a un cuarto de la
poblacién mundial, s6lo superada por ascaridiasis, se encuentra mayormente

en las zonas tropicales y subtropicales (Romero, 2007; Chiarpenello, 2004).

Patologia. La larva ingresa al organismo humano del suelo a través de la piel,
llega a los alvéolos pulmonares por via sanguinea y luego pasa por los
bronquios, traquea, y faringe donde es deglutida y termina por asentarse en el
intestino delgado, donde desarrolla el parasito adulto. Aqui puede expresarse
dolor abdominal, diarrea, mala absorcion intestinal, esteatorrea, atrofia de las
vellosidades intestinales y pérdida de peso. Luego el organismo elimina los
huevos por materia fecal y se reinicia el ciclo. Las larvas dafian los tejidos
desde las capas de la piel por el sitio de entrada, hasta el parénquima
pulmonar ocasionando una inflamacién, seguida de dafio en la pared del
intestino duodenal y yeyunal. En estos puntos ocasionan pequefias ulceras,
inflamacion y edema de la pared, y a nivel pulmonar zonas hemorragicas con

inflamacion y eosinofilia. (Chiarpenello, 2004; Romero, 2007).

Diagnostico. Para el diagnostico resulta adecuado el examen directo de
extendidos de materia fecal; identificando de esta manera a los huevos

caracteristicos de la uncinariasis (Chiarpenello, 2004). Por medio de estudios
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coproparasitoscopicos por concentracion de contenido duodenal o el

coprocultivo de Harada- Mori (Romero, 2007).

Tratamiento. Segun el caso se debera corregir el estado anémico y las lesiones
cutdneas. Los mas usados son: mebendazol, albendazol, pamoato de pirantel,

tiabendazol, 4cido Kainico, nitazoxanida e ivermectina (Romero, 2007).

1.2.2.4.- Trichuris trichura. Patologia, diagnéstico vy

tratamiento.

Es el nematodo tricéfalo que se encuentra dentro de las helmintiasis de mayor
prevalecia a nivel mundial (aproximadamente 800 millones de casos). Esta
infeccion ocasiona anualmente 65.000 muertes. Se encuentra mas en zonas
célidas y humedas y dafia principalmente a nifios en edad escolar, aunque

también se observa en adultos (Chiarpenello, 2004).

La contaminacion se da por las larvas que habitan en el suelo, las cuales al ser
ingeridas contindan su ciclo infeccioso hasta la forma adulta en el ciego y
rectosigmoides, para penetrar en la pared intestinal (Romero, 2007).

Patologia. El parasito adulto produce Ulceras sangrantes en las capas
intestinales, provocando inflamacién. Dependiendo de la cantidad de
trisécalos, se presentan complicaciones por irritacion del apéndice ileocecal,
por la obstruccion del parasito, produciendo un cuadro de apendicitis
verminosa; otra es el prolapso rectal por la disminucion de tono muscular rectal,
a causa de paréasitos masivos en la pared rectal. Se presenta dolor abdominal,
diarrea, diarrea con sangre, disenteria, tenesmo rectal, palidez, anemia,

complicaciones, apendicitis verminosa y prolapso rectal (Romero, 2007).

Diagnostico. Son necesarios estudios coproparasitoscopicos cuantitativos y

cualitativos, rectosigmoidoscopia e identificacion de huevos (Romero, 2007).

Tratamiento. Puede haber curacion parcial (solo hasta un 65%) si se trata con
tiabenzol, acido kainico, mebendazol, nitazoxanida, Ivermectina y

hexilresorcinol (Romero, 2007).
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1.3.- Antecedentes.

Hay estudios donde los biosélidos son de gran ayuda a la agricultura, el
estudio del “Uso de biosdlidos para incrementar la productividad en Alfalfa, en
el campo experimental Delicias-INIFAP en Chihuahua”, el cual tuvo resultados
satisfactorios en su aplicacion en las demandas de nutrientes N, P y K,
mejorando su mineralizacion del N en menos dosis, y al mismo tiempo la Alfalfa
lo reutilizaba evitando asi la contaminacion por N en cuerpos de agua. Ademas
de que esta sirve de forraje y protege al suelo de la erosion fijando el N, no
obtuvo niveles altos de metales pesados y de los patégenos sabiendo que
estos en el suelo mueren gradualmente sin ningdn efecto detrimental final. (
Uribe, et al, 2001; y citado por Chang, et al 1997); y también en el estudio del
“Aprovechamiento de biosélidos como abonos organicos en pastizales aridos y
semiaridos”, fue una buena alternativa para contrarrestar la avanzada erosion y
poca fertilidad en dosis moderadas se obtuvieron mejores resultados reflejados
en mayor humedad, nutrientes incrementando asi su productividad y calidad en
el forraje y en el ganado bovino, pero en cantidades mayores de aplicacion no
son recomendables. (Jurado Guerra, et al, 2004).

Pero no siempre se pueden reutilizar estos lodos o biosoélidos, en el estudio de
la “Calidad de los lodos de todo el pais de México”, se muestrearon diferentes
caracteristicas, desde lodos crudos hasta lodos estabilizados por varios
procesos; asi como lodos municipales y combinados (municipales e
industriales). Con la importancia de las plantas a escala nacional en cuanto a
sus procesos aplicados, gastos de operacion, indice de enfermedades
intestinales y los niveles de contaminacién en las regiones, se obtuvo que de
18 muestras, 14 muestras no pueden disponerse, ni aprovecharse
benéficamente por exceder los limites maximos permisibles de patdgenos y
parasitos, y tampoco las muestras 11 y 12 por exceder los limites de metales
pesados y solo en la muestra 11 por ser reactiva. Solamente las muestras con
el proceso de estabilizacidon alcalina, fueron aptas para reutilizarse aunque no
es posible para la agricultura, siendo una opcién para reducir significativamente

el contenido microbiologico de los lodos en México. (Castrejon, 2002).
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1.4.- Justificacion.

Quintana Roo produce mensualmente alrededor de 250m® de lodos residuales
en las principales plantas de tratamiento de las Ciudades de Chetumal, Playa
del Carmen y Cozumel; son de operadas por la Comisién de Agua Potable y
Alcantarillado (CAPA), desde 1999 la planta de Tratamiento del Centenario de
Chetumal funciona, sirviendo como relleno de areas verdes de la CAPA su
disposicion actual, o como donacién a servicios publicos municipales. (CAPA,
2005). Sin embargo para la reutilizacion de estos, es necesario de un
minucioso estudio de calidad de patdégenos, se sabe que en la Cd. de Chetumal
carece de industrias que pudieran contaminar el drenaje con productos
guimicos o metales pesados, es por ello que suponemos que los lodos
contengan mucha mas materia organica y mucha mas cantidad de patégenos.
Se sabe también que en los lodos contienen nutrientes necesarios para el
suelo como el nitrégeno y fésforo, y reforzadores de las plantas, por lo que
este recurso pudiera ser factible en su aprovechamiento sustentable en el uso
agricolas de la region, creando abonos organicos ricos en nutrientes y evitando
asi las consecuencias ambientales de los fertilizantes quimicos. Pero para
lograr nuestro cometido en la reutilizacién de los lodos residuales estos-deben
pasar por un tratamiento o compostaje para disminuir la cantidad de
microorganismos patdgenos y mejorar las condiciones de los nutrientes para su
uso, convirtiéndose en lodos estables o biosélidos, en estos biosoélidos es
necesario que lleven un control de calidad patégenos, segun la NOM-004-
SEMARNAT-2002, como son: los coliformes fecales, Salmonella spp.; y
parasitos como: los Huevos de Helmintos, que nos indican si son aptos estos
lodos y biosoélidos en su reutilizacion. (Guzman y Campos, 2004). Por ello se
deben de tener un cuidado de su aprovechamiento, disposicion y control

microbiolégico de los lodos y biosélidos.

El objetivo de este estudio de calidad microbiolégica tiene como finalidad
de encontrar en los lodos y biosélidos las condiciones optimas de calidad para
su adecuado aprovechamiento y ver si sirven como mejoradores de suelos y

uso en la agricultura.
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1.5.- Objetivos e Hipotesis.

Objetivo General.

Analizar los parametros de calidad microbiologica de lodos estables y

biosodlidos para usarlos como mejoradores de suelos y zonas agricolas.

Objetivos Especificos.

% Objetivol.- Analizar muestras de lodos y biosélidos de la planta de
tratamiento el Centenario, con forme a los limites permisibles de
Coliformes Fecales, para usarlos como mejoradores de suelos y zonas
agricolas.

% Objetivo 2.- Analizar muestras de lodos y biosodlidos de la planta de
tratamiento el Centenario, con forme a los limites permisibles de
Salmonella spp., para usarlos como mejoradores de suelos y zonas
agricolas.

% Objetivo 3.- Analizar muestras de lodos y biosolidos de la planta de
tratamiento el Centenario, con forme a los limites permisibles de Huevos
de Helmintos, para usarlos como mejoradores de suelos y zonas

agricolas.
Hipotesis.
Hi: Si los Biosélidos generados de las compostas cumplen con la NOM 004-
SEMARNAT-2002, son aprovechables para usos urbanos con o sin contacto

directo durante su aplicacion, o para usos forestales mejoramientos de suelos

y usos agricolas.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS.

Nuestro método de estudio se baso en la Norma Oficial Mexicana NOM-004-
SEMARNAT-2002. “Proteccion Ambiental. Lodos y Biosolidos. Especificaciones
de interés y limites maximos permisibles de contaminantes para su
aprovechamiento y disposicién final’. En esta norma se establecen como
parametros microbiolégicos de contaminacion a los coliformes fecales,
Salmonella spp. y los Huevos de Helmintos (ver tabla 5 y 6), con sus

respectivos procedimientos y analisis.

2.1.- Métodos de muestreo de lodos y biosdlidos.
2.1.1.- Muestreo, preparacion, y almacenamiento de las muestras.

Obtuvimos muestras homogéneas y representativas de los lodos y biosolidos
utilizando el método del cuarteo. Se seleccionaron al azar diferentes sitios,
llenando cada bolsa de muestra por sitio, y en una area plana de 4m x 4m, se
homogenizo la muestra, se dividieron en 4 partes iguales, eliminando las
partes opuestas, y asi sucesivamente hasta que obtuvimos 10Kg. de lodos y
biosélidos. Las muestras se conservaron hasta su uso como indica la Tabla
2.1, de acuerdo con sus parametros microbiologicos. El peso volumétrico del
lodo homogenizado se calculé y se obtuvo el peso neto del lodo, mediante la

siguiente férmula:

Pv=P/V
Donde: Pv = Peso volumétrico del lodo, en Kg. /m>.
P = Peso del lodo (peso bruto menos tara), en Kg.
V = Volumen del recipiente, en mS.

Tabla 2.1.- Tiempo maximo de preservacion de muestras en el andlisis de los parametros
microbiolégicos.

Parametros Preservacion* Tiempo maximo de analisis
Coliformes fecales y 4°C. 48 hrs.
Salmonella spp.

Huevos de helmintos 4°C. 30 dias.
Solidos totales 4°C. 24 horas.
Sélidos volatiles 4°C. 24 horas.
Tasa especifica de absorcion No requiere Inmediato.
de oxigeno (TEAO). **

* A partir de su toma y hasta antes de iniciar el andlisis, la muestra debe mantenerse en refrigeracion.** Si la muestra
es tomada en el laboratorio, debe mantenerse la temperatura constante o ambiente durante el transporte y analizarla

de inmediato. (NOM-004-SEMARNAT-2002.).
23




2.2.- Método para la cuantificacion de Coliformes fecales.

El siguiente esquema de trabajo, ilustra los pasos que se siguieron para la
cuantificacion de los Coliformes fecales en lodos y biosélidos. La explicacion se

detalla mas adelante.

Muestra.

.

Diluir 4g de sélidos totales en
solucion de dilucion

.

Diluir en series hasta 10! en
solucion de dilucion

v

Inocular en Caldo lactosado con purpura de
bromocresol por triplicado.

|

Ningln Tubo

Incubar a 35 °C por 24 hrs.

No

!

Presencia de gas y cambio de color
del medio de cultivo a amarillo.

1/2
4

Inocular en Medio EC por triple asada.

v Si

Incubar a 45.5 °C por 24 hrs.

No

l

Presencia de gas

Si

A
Contar los tubos positivos y llevar a

tablas para calcular el Numero Mas
Probable.

A
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2.2.1.- Preparacion de medios de cultivo.

1. A la muestra, antes de ser procesada, se le determin6 el contenido de
sélidos totales (ST) en por ciento en peso con ayuda de una balanza de
humedad, para trabajar con alrededor de 4gr. de muestra fresca.

2. Se prepararon los medios: Caldo lactosado con purpura de bromocresol
(C.L.), Caldo EC, solucion tampon A, solucién tampon B, agua de disolucion,

solucion de hidroxido de sodio al 0.1 N. Anexo 1.

2.2.2.- Preparacion de diluciones.

1. Se peso el equivalente a 4 gr. de peso seco de cada muestra, de acuerdo al
porcentaje de humedad detectado con la balanza. Se diluy6é la muestra en
36mL de solucion tampdn de fosfatos (agua de disolucion) con la ayuda de un
agitador magnético, obteniendo asi la primera dilucién 10™. Por el origen de las
muestras se requirieron inoéculos menores a 1mL por lo que se utilizaron

diluciones seriadas de submultiplos de 10, de la siguiente forma:

a) Se prepararon diluciones decimales seriadas a partir del homogeneizado
(10 lo antes posible, reduciendo al minimo la sedimentacién. Se utilizé 1mL
en 9mL de agua de dilucién (10?) y asf sucesivamente hasta obtener la dilucién
(10'*Y). Cada dilucién se homogeneizé perfectamente agitando con la ayuda de
un vortex. Se utilizé una pipeta estéril diferente para hacer la serie de
diluciones y otra para pasar de cada dilucion a los tubos con medio de cultivo

por triplicado.

2.2.3.- Prueba presuntiva.

a) Se transfiri6 1mL en las diluciones seleccionadas a cada una de las series
de tubos conteniendo el Caldo lactosado con purpura de bromocresol y se
incubo a 35° C.

b) Se examino cada uno de los tubos a las 24 horas. Si el medio se acidificé y
produjo gas a partir de la fermentacion de la lactosa, la prueba presuntiva se
tomo como positiva por la presencia de bacterias del grupo coliformes. De lo

contrario se incubaron durante 24 horas mas.
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c) Si el medio se acidifico (con o sin formacion de gas) dentro de las 48 horas,
la prueba presuntiva resultd positiva. Cuando no existio acidificacion del

medio, la prueba se determind negativa.

2.2.4.- Prueba confirmativa.

a) Los tubos positivos de la prueba presuntiva se resembraron por triple asada
(esterilizada al mechero y enfriada) en tubos de fermentacién presuntiva con
caldo E.C. y se incubaron a 44.5° C., en bafio de agua.

b) Se examiné cada tubo a las 24 horas.

c) Fueron positivos los tubos que presentaron produccion de gas por la
fermentacion de la lactosa del medio EC, lo cual se manifestd por la produccion

de burbujas dentro de la campana de Durham.

2.2.5.- Calculos y expresion de resultados.

El Numero Méas Probable (NMP) de coliformes fecales, se obtuvo a partir del
cbédigo compuesto por los tubos con resultados positivos en el medio EC, con
ayuda de la siguiente férmula:

NMP = (Numero de tubos positivos x 100)/\[(ml muestra tubos neg.)x (ml
muestra total)]

La densidad de los coliformes fecales se expres6 como NMP/gramo de materia
seca.

Se encontrd la presencia de otras bacterias que producen &cido a partir de
lactosa, pero que se eliminaron en la prueba confirmativa a temperatura de
44.5° C. Fue importante que los tubos Durham colocados en los tubos de
fermentacion, no presentaran aire en su interior, para evitar resultados falsos

positivos.

Se elaboro el informe de prueba con lo siguiente:

a) Datos necesarios para la identificacion completa de la muestra.

b) Resultados, de acuerdo con lo establecido anteriormente.

c) Cualquier suceso observado durante el andlisis, asi como cualquier
operacion no especificada en el método, o considerada opcional, que pueda
haber influido en los resultados.
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2.3.- Método para la cuantificacion de Salmonella spp.

El siguiente esquema de trabajo, ilustra los pasos que se siguieron para la
cuantificacion de Salmonella spp en lodos y biosolidos. La explicacion se

detalla mas adelante.

Muestra

v

Diluir 4 g. en peso seco de la muestra en Caldo de tetrationato

v

Incubar a 37 °C por 22 hrs

v

Diluir en series hasta 10™° en solucion de dilucién

v

Inocular en Caldo Selenito Cistina por triplicado

v

Incubar a 41 °C por 24 hrs

v

Virado anaranjado
< intenso

No

!

Siembra por estria en
medio selectivo Agar Calculo del NMP
Verde Brillante ( AVB)

Desechar

|Si

v

Incubar a 35 °C por 24 hrs

v

Formacioén de colonias rosas o rojas sobre el AVB _y | Desechar

No
si
Inocular por estria cruzada en Agar Nutritivo (AN)

v

Incubar a 35 °C por 24 hrs.

v

Inocular por estria y picadura en tubos
inclinados con Agar Triple Azucar Hierro
(TSI) y Agar Hierro Lisina (LIA)

A
Identificacion Bioquimica




1. Las soluciones de dilucién y los medios de cultivo se prepararon segun
indicaciones de los Anexos 1y 2.

2. La muestra se procesé con las medidas de seguridad adecuadas para su
correcto analisis. Se peso el equivalente a 4 gr. de peso seco, de acuerdo
al porcentaje de humedad, determinado en la balanza OHAUS, se diluyeron
en 36mL de Caldo Tetrationato y se incubaron a 37 ° C, durante 24 horas.

3. Se hicieron una serie de diluciones con 1mL de este cultivo en solucion de
dilucion, hasta 10,

4. Se transfiri6 1mL en tubos por triplicado, conteniendo Caldo Selenito
Cistina y se incubaron a 41 ° C, durante 24 horas.

5. Si el medio cambio de color a anaranjado intenso, la prueba se tom6é como
positiva, por la presencia de bacterias del grupo Salmonella spp.

6. Cuando no se presentdé cambio de color, solamente turbidez, los tubos se
incubaron 24 horas mas. Sin virado de color a anaranjado intenso, la prueba

se tomd como negativa, sin posible presencia de Salmonella spp.

2.3.1.- Preparacion de medios de cultivo.

Al igual que en la prueba de los coliformes la muestra, se le determinod el
contenido de solidos totales (ST), para trabajar con alrededor de 4gr. ST de
muestra fresca.

3. Se prepararon los medios: Caldo Tetrationato, Caldo Selénito Cistina,
solucion tampoén A, solucion tampén B, agua de disolucion, solucion de
hidroxido de sodio al 0.1 N. Anexo 2.

2.3.2.- Preparacion de diluciones.

1. Se peso el equivalente a 4 gr. de peso seco de cada muestra, de acuerdo al
porcentaje de humedad detectado con la balanza. Se diluyé la muestra en
36mL de Caldo tetrationato con la ayuda de un agitador magnético, obteniendo
asi la primera dilucién 10™. Por el origen de las muestras se requirieron
in6culos menores a 1mL por lo que se utilizaron diluciones seriadas de
submultiplos de 10, como en el método de los coliformes fecales. (Ver apartado
2.2.2)
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b) Se prepararon diluciones decimales seriadas a partir del homogeneizado
(10" lo antes posible, reduciendo al minimo la sedimentacion. Se utilizé 1mL
en 9mL de agua de dilucién (10?) y asi sucesivamente hasta obtener la dilucién
(10™*Y). Cada dilucién se homogeneiz6 perfectamente agitando con la ayuda de
un vortex. Se utilizé una pipeta estéril diferente para hacer la serie de
diluciones y otra para pasar de cada dilucion a los tubos con medio de cultivo

por triplicado.

2.3.3.- Aislamiento e identificacion bioquimica de Salmonella spp.

1. De los tubos positivos con las diluciones mas altas se tomaron muestras
con ayuda de un asa estéril, para sembrar en cajas Petri con Agar Verde
Brillante, que es un medio de cultivo selectivo para este grupo bacteriano.

2. Luego de 24hrs de incubacion, se identifico la presencia de Salmonella spp,
en las cajas que presentaban colonias rosas o rojas.

3. Estas colonias se aislaron en Agar Nutritivo, dejandose incubar a 35°C por
24h y sirvieron para proceder al estudio de pruebas bioquimicas.

4. Se tomaron algunas de estas colonias perfectamente aisladas y se
inocularon por duplicado en tubos de ensaye conteniendo Agar Triple
Azulcar Hierro y Agar Hierro Lisina, solidificados de manera inclinada, por
estria en la superficie inclinada y por picadura en el fondo.

5. Se dejaron incubar a 35°C por 24 horas, luego de este tiempo, se anotaron
los cambios en el color y en la presencia de gas. El Anexo 4 muestra la
identificacién bioquimica de Enterobacterias, en estos medios de cultivo

selectivos.
2.3.4.- Calculos y expresion de resultados.

1. EINMP de Salmonella spp se obtuvo a partir de los tubos positivos en el

Caldo Selenito Cistina, tal como se hizo para los coliformes fecales.
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2.4.- Método para la cuantificacion de huevos de helmintos.

Se detectd y determiné la viabilidad, de huevos de helmintos en muestras de

lodos y biosolidos, con el siguiente método:

2.4.1.- Preparacion de soluciones.

La preparacion de soluciones se realizé de acuerdo a las indicaciones del

Anexo 3.

2.4.2.- Concentracion y separacion de los huevos de helminto.

Se recuperaron los huevos de helmintos realizando los siguientes pasos:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7

8)
9)

Se homogenizaron 2gr. de solidos totales en un vaso de precipitados
esteéril, con una solucién de Tween 80 al 0.1%.

Se dejo sedimentar la muestra al menos durante 3 horas.

Se aspiro el sobrenadante por vacio y se filtro el sedimento a través de
un tamiz de poro seleccionado (150 a 170 pum).

El sedimento se recuperdé en tubos Falcon de 50mL y se centrifugé a
660 rpm. durante 5 minutos.

La pastilla se resuspendiéo en 150mL de solucion de sulfato de zinc,
homogeneizandose con ayuda de un vortex.

Se volvié a centrifugar a 660 rpm. durante 5 minutos.

Se efectudé un segundo filtrado, para remover el detritus de menor
tamano. Se vacio el sedimento en un recipiente grande y se agreg6 1L
de agua destilada.

Se dej6 sedimentar por al menos 3 hr.

Una vez transcurrido el tiempo de la sedimentacién se aspiro el
sobrenadante por vacié y se recupero el sedimento en un tubo Falcon de

50mL, centrifugandose a 660 rpm. durante 5 minutos.

10) Se aspir6 el sobrenadante por vacio y se resuspendio el sedimento

con agua destilada. Se volvi6 a centrifugar a 660 rpm durante 5

minutos.

11) Se aspiro el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 15 mL de

solucién de alcohol-acido. Después de esto se agregaron 10 mL acetato

de etilo. Se agito suavemente y, de vez en cuando, se destapo para
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dejar escapar el gas desprendido. Por seguridad, se realizo todo este
proceso dentro de una campana de extraccion.

12) Se centrifugo a 660 rpm durante 5 minutos.

13) Se aspiro el sobrenadante, hasta por arriba de la parte cénica del tubo
de 50 mL.

14) Se efectud un primer enjuague agregando H,SO4 al 0.1 N

15) Se centrifugo a 660 rpm durante 5 minutos.

16) Se aspiro el sobrenadante y se realizo un segundo enjuague
agregando H,SO,4 al 0.1 N. Se volvié a centrifugar a 660 rpm durante 5
minutos.

17) Se aspiro el sobrenadante dejando 5 mL del mismo.

2.4.3. Determinacion de viabilidad y observacién al microscopio.

Para determinar la viabilidad de los huevos de helminto, se incubé el tubo con
la muestra durante 4 semanas a 26° C, dejando la tapa del tubo floja para

permitir la entrada de aire, y verificando que el nivel del liquido no disminuyera.

Para cuantificar los huevos de helminto, se tomaron alicuotas de la mezcla
final y se observaron al microscopio Optico con aumentos de 10X a 40X con

ayuda de una camara de New Bawer.

2.4.4.- Expresion de resultados.

Los resultados se expresaron en numero de huevos por 2gr. de solidos totales
H/2gr. ST
Donde:
H = ndmero de huevos leidos en la muestra.

gr. ST = gramos de solidos totales de la muestra analizados.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1.- Cuantificacion de Organismos indicadores de contaminacion
biolégica.

3.1.1.- En compostas experimentales.

Las 8 compostas experimentales como las que se aprecian en la Figura 3.1, se
adecuaron en tinajas de 60L de capacidad. Las mismas fueron preparadas
como se describe en la Tabla 3.1. Las cuatro primeras recibieron aireacion
constante por medio de un soplador, adaptado del sistema de la Planta de

tratamiento. Las otras cuatro, recibieron aireacion artificial.

Los pardmetros de humedad y temperatura se monitorearon y controlaron de
manera constante, a lo largo de la etapa de composteo que durd
aproximadamente 4 semanas. Se observo el aumento en la temperatura hasta
por 20°C por arriba de la temperatura inicial. Al final de la etapa de composteo
se tomaron muestras representativas de cada una de las mezclas, siguiendo
los parametros descritos en la NOM-004-SEMARNAT-2002, para realizar el
conteo de los organismos indicadores de contaminacion biolégica segun lo
descrito en el Capitulo 2 de materiales y método. Las determinaciones de
Coliformes fecales, Salmonella spp y huevos de helmintos se realizaron al final
de la etapa de composteo y posteriormente al final de la etapa de curado y de

intemperizacion que duré aproximadamente un mes mas.

Fig. 3.1 Compostas experimentales puestas en tinajas de plastico.
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Tabla 3.1.- Mezclas realizadas para las compostas a nivel experimental.

Concepto Mezclas de sustratos de las compostas (tipo de tratamiento).
Poda +lodo | Bagazo + lodo | Poda + Bagazo + lodo residual
residual residual
Numero de 1 4 2 5 3 6 7 8
composta
Proporcion 1:1 1:2 1:1 1:2 1:1:1 1:1:2 1:2:1 2:1:1
Volumen (No. 2+2 1.5+2.5 2+2 1.5+2.5 | 1.5+1.5 1+1+2 1+2+1 2+1+1
de cubetas de +1.5
191L)
Con Con Con Sin Con Sin Sin Sin
aireacion | aireacion | aireacion | aireacion | aireaciéon | aireacion | aireacién | aireacion
Observaciones | Y Volteo y volteo y volteo | perocon | yvolteo | perocon | perocon | perocon
manual manual manual volteo manual volteo volteo volteo
diario. diario. diario. manual diario. manual manual manual
diario. diario. diario. diario.

3.1.1.1.- Coliformes fecales.

El parametro de humedad se determind para saber el peso de los solidos

totales presentes en cada mezcla. El equivalente a 4gr. de ST se calculé de la

siguiente forma:
% de Solidos Totales = 100% - % de Humedad.

Peso equivalente a 4gr. de ST = 4 x Peso inicial / Peso final.

La Tabla 3.2 muestra el porcentaje de humedad inicial de cada mezcla y el

peso en gramos equivalente a la cantidad de solidos totales necesarios para

este estudio.

Tabla 3.2.- Parametros iniciales de las muestras experimentales, tomados el 10/12/

2007.
Compostas Peso Peso Humedad | Peso equivalente a
inicial final (%). 4gr. de sélidos

() C) totales (g)

Lodo 0.715 0.143 80 20

C.1 0.627 0.189 69.86 13.27

C.2 0.543 0.150 72.38 14.48

C.3 0.648 0.196 69.80 13.224

C. 4 0.677 0.148 70.80 13.66767

C.5 0.618 0.155 74.42 15.9483

C.6 0.545 0.147 73.08 14.8299

C.7 0.713 0.203 71.53 14.0492

C.8 0.736 0.192 73.918 15.333
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3.1.1.1.1.- Deteccion luego del proceso de compostaje.

La Tabla 3.3 muestra los tubos positivos de cada dilucién, crecidos en Caldo
lactosado con purpura de bromocresol CLPB. Las anotaciones hechas de

cada observacion se detallan a continuacion:

Composta 1: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucion 107,
encontrandose el viraje de color purpura a color amarillo, con turbiedad y
presencia de gas.

Composta 2: Crecimiento positivo uniforme de hasta la dilucién 10, y con un
solo tubo positivo en la dilucién 107, con virado amarillo, y gas.

Composta 3: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucién 10®, y con dos
tubos positivos en la dilucién 10, con virado amarillo y gas.

Composta 4: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucién 10°, y con un
solo tubo positivo en la dilucién 10, con virado y produccién de gas.
Composta 5: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucién 10, pero con un
solo tubo medio positivo a la 107, se deja hasta la dilucién 10°.

Composta 6: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucién 107, y con 2
tubos positivos en la dilucién 108,

Composta 7: Crecimiento uniforme positivo hasta la dilucion 107°, un solo tubo
positivo en la dilucién 10° y uno solo en la dilucién 10™.

Composta 8: Crecimiento positivo uniforme hasta la dilucién 10, pero con
solo un tubo positivo en la dilucién 107°.

Tabla 3.3.- Resultados de Coliformes fecales de las compostas experimentales, 10
diciembre del 2007.

Compostas Diluciones positivas
107 [10° [10° [10° [10®° [ 107 [10® [10®° [10™ [10™

c1 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0
c2 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
c3 3 3 3 2 0 0 0 0 0 0
c4 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0
C5 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0
C6 3 3 3 3 3 3 2 0 0 0
c7 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0
cs8 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
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Los resultados se expresaron en NMP de acuerdo con la formula:

NMP = (Nimero de tubos positivos x 100)/\ [(ml muestra tubos neg)x(ml

muestra total)]

Dando como resultados:

C1 = 3.20 x10°> NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 1.28E+06 1.28E+06
NMP/ gr. ST 3.20E+05

C2 = 1.05 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST | 4.20E+05 4.20E+05
NMP/ gr. ST 1.05E+05

C3=1.49 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 5.98E+05 5.98E+05
NMP/ gr. ST 1.49E+05

C4 = 4.08 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 1.63E+06 1.63E+06
NMP/ gr. ST 4.08E+05

C5 = 3.20 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 1.28E+06 1.28E+06
NMP/ gr. ST 3.20E+05

C6 = 7.76 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 3.11E+07 3.11E+07
NMP/ gr. ST 7.76E+06

C7 = 4.08 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST 1.63E+06 1.63E+06
NMP/ gr. ST 4.08E+05

C8 = 1.05 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr. ST | 4.20E+05 4.20E+05 |
NMP/ gr. ST 1.05E+05

Siendo la primera prueba después del periodo de composteo, y aplicAndose a
la NOM-004-SEMARNAT-2002, las mezclas 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 8 quedaron

solamente dentro de la clase “C”,

con una concentracion menor a 2.0 x10°

NMP/ gr. ST, pero la mezcla 7 rebaso lo permisible de coliformes fecales
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excluyéndola de poderse aplicar en usos forestales, como mejoradores de

suelos y usos agricolas, ver los otros parametros.

3.1.1.1.2.- Deteccion Iluego del proceso de

intemperizacion.

Las muestras de aproximadamente 2kg. fueron puestas en cajas de cartén y
sobre papel para simular una intemperizacion natural. Al cabo de cuatro
semanas se tomaron los pardmetros microbiolégicos de control. La Tabla 3.4

muestra las caracteristicas de las muestras antes del estudio.

Tabla 3.4.- Compostas experimentales secadas al sol. Enero del 2008.

Compostas | Peso inicial Peso final Humedad Peso
(gr) (gr. ST) (%). equivalente a
4gr. ST
C.1 0.764 0.684 10.47 4.467
C.2 0.558 0.527 5.56 4.23
C.3 0.704 0.655 6.96 4.299
C.4 0.671 0.628 6.41 4.273
C.5 1.084 1.023 5.63 4.238
C.6 0.686 0.628 8.32 4.369
C.7 0.603 0.559 7.14 4.314
C.8 0.534 0.495 7.13 4.315

La cantidad de Coliformes fecales encontrados en las diferentes diluciones se
sefialan en la Tabla 3.5, y los resultados expresados en NMP/gr. se indican a

continuacion de ésta.

Tabla 3.5.- Coliformes fecales presentes en las compostas experimentales. 31 Enero
del 2008.

Compostas Diluciones positivas
0° [10° [107 [10°
1
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C1 = 4.93 x10* NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C1= ST 1.97E+05 1.97E+05

NMP/ gr. ST 4.93E+04

C2 = 2.81 x10* NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C2= ST 1.12E+05 1.12E+05

NMP/ gr. ST 2.81E+04

C3 = C4 =2.55 x10* NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C3=C4 ST 1.02E+05| 1.02E+05

NMP/ gr. ST 2.55E+04

C5 = 1.16 x10* NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C5= ST 4.63E+04 | 4.63E+04

NMP/ gr. ST 1.16E+04

C6 = C7 =8.10 x10* NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr.
C6=C7 ST 3.24E+05| 3.24E+05

NMP/ gr. ST 8.10E+04

C8 = 4.73 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr.
C8= ST 1.89E+04| 1.89E+04

NMP/ gr. ST 4.73E+03

Siendo la primera prueba después del periodo de intemperizacion, deacuerdo
con la NOM-004-SEMARNAT-2002, todas las mezclas quedaron solamente
dentro de la clase “C”, por ser menores a 2.0 x10° NMP/ gr. ST, lo permisible
de coliformes fecales, para aplicarse en usos forestales, como mejoradores de

suelos y usos agricolas.

3.1.1.2. Salmonella.

3.1.1.2.1. Deteccién luego del proceso de compostaje.
La Tabla 3.6 muestra los tubos positivos de cada dilucién, crecidos en Caldo
selenito cistina. Las anotaciones hechas de cada observacién se detallan a
continuacion:
Composta 1: Crecimiento positivo hasta la diluciéon 10, y un sélo tubo

positivo a 108,
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Composta 2: Crecimiento positivo hasta la dilucién 107, y un sélo tubo
positivo en la dilucién 108

Composta 3: Crecimiento positivo hasta la dilucién 10™*.

Composta 4: Crecimiento positivo hasta la dilucién 10, con excepcion
de un tubo positivo en la dilucién 10°®.

Composta 5: Crecimiento positivo hasta la dilucién 10, pero con 2
tubos negativos en la 10°.

Composta 6: Crecimiento positivo hasta la dilucién 107,

Composta 7: Crecimiento positivo hasta la dilucién 10™, pero con un
s6lo un tubo negativo en la dilucién 10™°.

Composta 8: Crecimiento positivo hasta la dilucién 10°, pero con 2

tubos positivos en la dilucién 10™°, y uno en la dilucién 10™**.

Tabla 3.6.- Resultados de Salmonella spp. de las compostas experimentales en
Caldo Selénito Cistina. Diciembre del 2007.

Compostas Diluciones positivas
10" [ 107 [10° [10* [10® [10®° [107 [10®° [10° [10™ [10™

c1 3 3 3 3 3 3 0 1 0 0 0
c2 3 3 3 3 3 3 3 1 0 0 0
c3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
c4 3 3 3 3 3 3 3 2 3 0 0
C5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3
CcCé6 3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0
c7 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3
cs8 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 1
Dando como resultados:
C1 =1.30 x10° NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr.
C1= ST 5.21E+06| 5.21E+06

NMP/ gr. ST 1.30E+06
C2 =5.61 x10° NMP/ gr. ST.
c2= NMP/ 4 gr. ST 2.25E+07 2.25E+07

NMP/ gr. ST 5.61E+06
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C3 => 3.94 x10® NMP/ gr. ST.

NMP/ 4 gr.
Todos positivos C3=> ST 1.58E+09| 1.58E+09
NMP/ gr. ST 3.94E+08
C4 =9.97 x10° NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C4= ST 3.99E+07 3.99E+07
NMP/ gr. ST 9.97E+06
C5 =8.54 x10° NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C5= ST 3.42E+08 3.42E+08
NMP/ gr. ST 8.54E+07
C6 = 1.62 x10’ NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C6= ST 6.48E+07 6.48E+07
NMP/ gr. ST 1.62E+07
C7 =1.25 x10% NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C7= ST 4.99E+08 4,99E+08
NMP/ gr. ST 1.25E+08
C8 = 1.07 x10% NMP/ gr. ST.
NMP/ 4 gr.
C8= ST 4.27E+08 4,27E+08
NMP/ gr. ST 1.07E+08

Podemos ver que en ninguna composta 0 mezcla resulta optima para ninguna
clase de aplicacion pues se encuentra encima de los limites permisibles de la

NOM-004_SEMARNAT-2002, por encima de los establecidos en la clase “C”

<300 NMP/gr. ST de Salmonella spp.

3.1.1.2.2.-

intemperizacion.

Deteccion luego del proceso de

Tal y como se hizo anteriormente con los coniformes fecales, se secaron las

mezclas de las compostas en la intemperie y al sol.
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Tabla 3.7 Resultados de Salmonella spp. de las compostas experimentales. Febrero
del 2008, temperatura alcanzada entre 40 y 50 ° C.

Compostas Diluciones positivas
10" [ 107 [10° [10® [10®° [10®° [107 [10° [10° [10™ [10™

C1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Cc2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Cc3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
C4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
C5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
(o} 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2
Cc7 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Ccs8 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Fig. 3.2.- Tubos completamente positivos de Salmonella spp.
C1=C2=C3=C4=C5=C7=C8>3.94 x10® NMP/ gr. ST

NMP/ 4 gr.
C1=C2=C3=C4=C5=C7=C8=> ST 1.58E+09| 1.58E+09
Todos positivos NMP/ gr. ST 3.94E+08

C6 =3.94 x10® NMP/ gr. ST

NMP/ 4 gr.
Cé6 = ST 1.58E+09 1.58E+09

NMP/ gr. ST 3.94E+08

Podemos ver que en ninguna composta 0 mezcla resulta optima para ninguna
clase de aplicacion pues se encuentra muy por encima de los limites
permisibles de la NOM-004_SEMARNAT-2002, y de los establecidos en la
clase “C” <300 NMP/gr. ST de Salmonella spp., por lo que la Salmonella spp.
se desarrollé muy présperamente en estos lodos, dichas compostas al
muestrearse en las tinajas, se pregunto la temperatura que llegaron a tenery

aproximadamente estuvieron entre los 40 y 50° C, sin llegar a los deseados 60°
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C para el decremento de los patdégenos existentes en los biosoélidos, por lo que
la temperatura ideal para la Salmonella spp., se encuentra dentro de ese rango,
pero no asi para los Coliformes fecales, los cuales bajaron sus niveles de NMP,
Estos biosoélidos son muy dafiinos para la salud publica, por sus altos niveles
de Salmonella podrian ocasionar problemas epidémicos en los consumidores
de dichos cultivos y a los agricultores también sin contar las perdidas
econdmicas, no son recomendables para las cosechas, ni para ningun tipo de
aplicacion.
3.1.1.3. Huevos de helmintos viables.

Las observaciones al microscopio mostraron una gran variedad de formas de
huevos comparables con paréasitos de animales de cria (vacas, cerdos,
gallinas) y otros tantos comparables a huevos de helmintos parasitos del
hombre. Debido a ello, se decidio proceder a la incubacién de las muestras, tal
como lo especifica la NOM, para reportar solo los viables. La Tabla 3.7, resume

las observaciones reportadas luego de 6 semanas de incubacion.

Tabla 3.8.- Huevos de helmintos viables en las compostas experimentales.

Muestra Observaciones Larva de Otros: Num. aprox.
H.H Oligoquetos
Lodo, madera Negativo (-) Negativo (-) _

2 Lodo, madera, | Negativo (-) Negativo (-) _
paja
Moho, gas Negativo (-) Negativo (-) _

4 Moho, gas Negativo (-) Negativo (-) _
Lodo, madera, | Negativo (-) Positivo (+) Mas de 20
paja

6 Lodo, madera, | Negativo (-) Negativo (-) _
paja

7 Lodo, madera, | Negativo (-) Negativo (-) _
paja

8 Lodo, madera, | Negativo (-) Negativo (-) _
paja
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Fig. 3.3 Se observaron oligoquetos: Oligogueto, la lombriz comdn (a); y un
Agqueto, una sanguijuela (b)— y un Platelminto, una planaria (c)

3.1.2.- En compostas piloto.

Se adecuaron 8 compostas de tipo pila estatica, de aproximadamente 1m?
como se puede apreciar en la Figura 3.2. Las ocho fueron preparadas como se
describe en la Tabla 3.8. Todas recibieron aireacion manual. Los parametros
de humedad y temperatura se controlaron y supervisaron de manera constante,
a lo largo de la etapa de compostéo que duré aproximadamente 4 semanas. Al
cabo de este tiempo se tomaron muestras representativas de cada una de las
mezclas, siguiendo los parametros descritos en la NOM-004-SEMARNAT-
2002, para realizar el conteo de los organismos indicadores de contaminacion

bioldgica segun lo descrito en el Capitulo 2 de materiales y método.

Fig. 3.4.- Compostas piloto en la planta de tratamiento de aguas residuales
“Centenario”.
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Tabla 3.9.- Mezclas de las compostas piloto.

Concepto. Mezclas de sustratos de las compostas (tipo de tratamiento).

Lodo residual + Lodo residual + Lodo residual + Lodo residual +
Poda. Bagazo. Aserrin. Bagazo + Poda.

Num. de 1 4 2 5 3 6 7 8

composta.

Proporcién. 1.1 2:1 11 2:1 11 2:1 1:1:1 1:2:1

Volumen final 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

de la pila (m°).

Observaciones: | Con Con Con Con Con Con Con Con
volteado | volteado | volteado | volteado | volteado | volteado | volteado | volteado
manual | manual | manual | manual | manual | manual | manual | manual
cada 5° | cada 5° | cada 5° | cada 5° | cada 5° | cada 5° | cada 5° | cada 5°
dia. dia. dia. dia. dia. dia. dia. dia.

3.1.2.1.- Coliformes fecales.

El parametro de humedad se determiné conforme a
apartado 3.1.1.1.

lo establecido en el

3.1.2.1.1.- Deteccion luego del proceso de compostaje.

La tabla 3.9 muestra los tubos positivos de cada dilucion, crecidos en Caldo

lactosado con puarpura de bromocresol (CLPB).

Tabla 3.10.- Resultados de Coliformes fecales de las compostas piloto, Febrero del

2008.
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Dando como resultados:

NMP/ 4 gr.

C1= ST 1.77E+06| 1.77E+06
NMP/ gr. ST 4.43E+05
NMP/ 4 gr.

Cc2= ST 1.63E+06| 1.63E+06
NMP/ gr. ST 4.08E+05
NMP/ 4 gr.

C3= ST 5.06E+05[ 5.06E+05
NMP/ gr. ST 1.27E+05
NMP/ 4 gr.

C4= ST 7.68E+04 [ 7.68E+04
NMP/ gr. ST 1.92E+04
NMP/ 4 gr.

Cs5= ST 4.27E+08| 4.27E+08
NMP/ gr. ST 1.07E+08
NMP/ 4 gr.

Cé6= ST 8.54E+08 | 8.54E+08
NMP/ gr. ST 2.13E+08
NMP/ 4 gr.

C7= ST 1.22E+06| 1.22E+06
NMP/ gr. ST 3.04E+05
NMP/ 4 gr.

c8= ST 1.43E+07| 1.43E+07
NMP/ gr. ST 3.57E+06

Siendo la primera prueba piloto después del periodo de composteo, deacuerdo
con la NOM-004-SEMARNAT-2002, las compostas 1, 2, 3, 4 y 7 quedaron
solamente dentro de la clase “C”, por ser menores a 2.0 x10° NMP/ gr. ST, pero
no para las compostas 5 y 6, exentos de para aplicarse en usos forestales,

como mejoradores de suelos y usos agricolas.

3.1.21.2.- Deteccion luego del proceso de
intemperizacion.
Se mantuvieron las 8 compostas y lodo como en el anterior en el medio

ambiente, en el sol hasta secarse por completo.
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Tabla 3.11.-

Resultados de Coliformes fecales de las compostas piloto, Marzo del

2008.
Compostas Diluciones positivas
10" [ 10% [10° [10* [10° [10° [107 [10®° [10° [10™ [10™

Cc1 3 3 3 3 2 0 1 0 0 0 0
Cc2 3 3 3 2 0 1 0 0 0 0 0
C3 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
Cc4 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
CS5 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
C6 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
c7 3 3 3 2 0 0 0 0 0 0 0
Ccs8 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
LODO 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0 0
Dando como resultados:

NMP/ 4 gr.
C1= ST 6.43E+05| 6.43E+05

NMP/ gr. ST 1.61E+05

NMP/ 4 gr.
C2= ST 1.63E+05 1.63E+05

NMP/ gr. ST 4.07E+04
C3=C4= |NMP/4qr.
C5 ST 4.20E+05 4.20E+05

NMP/ gr. ST 1.05E+05

NMP/ 4 gr.
C6=C8 ST 7.68E+04 7.68E+04

NMP/ gr. ST 1.92E+04

NMP/ 4 gr.
C7= ST 1.49E+05 1.49E+05

NMP/ gr. ST 3.71E+04

NMP/ 4 gr.
Lodo = ST 4.20E+05| 4.20E+05

NMP/ gr. ST 1.05E+05

Siendo la primera prueba piloto después del periodo de intemperizacién, de
acuerdo con la NOM-004-SEMARNAT-2002, todas las compostas y el lodo

quedaron solamente dentro de la clase “C”, por ser menores a 2.0 x10° NMP/
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gr. ST de coliformes fecales, siendo el método de cosposteo y la
intemperizacién apropiada para la disminucién notable de los coliformes fecales
y estos puedan aplicarse en usos forestales, como mejoradores de suelos y

usos agricolas.

3.1.2.2.- Salmonella spp. (COMPOSTAS PILOTO).
3.1.2.2.1.- Luego del proceso de compostaje.
En esta prueba la Salmonella no crecié tanto hasta las ultimas diluciones,
suponemos porque las temperaturas de las compostas en su mayoria Si

llegaron a tener los 60° C.

Tabla 3.12.-Resultados de Salmonella spp. de las compostas piloto. Febrero del
2008.

Compostas Diluciones positivas
10" [ 10% [10° [10* [10° [10° [107 [10®° [10° [10™ [10™"

Cc1 3 3 3 3 3 3 3 1 2 2 3
c2 3 3 3 3 1 0 2 1 2 0 0
Cc3 3 3 3 2 0 0 1 0 1 0 0
c4 3 3 3 3 2 2 2 3 3 3 1
C5 3 3 3 3 3 3 2 2 2 1 1
Cé6 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
c7 3 3 3 3 3 3 3 3 2 0 0
cs 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1
Dando como resultados:
C1= [NMP/4gr.ST | 3.11E+07| 3.11E+07]

NMP/ gr. ST 7.78E+06
c2= NMP/ 4 gr. ST | 5.84E+05| 5.84E+05 |

NMP/ gr. ST 1.46E+05
C3= [NMP/4gr.ST | 1.76E+05| 1.76E+05]

NMP/ gr. ST 4.39E+04
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Ca= [NMP/4gr.ST | 1.31E+06| 1.31E+06]

NMP/ gr. ST 3.28E+05

C5= [NMP/4gr.ST | 1.22B+07| 1.22E+07]
NMP/ gr. ST 3.04E+06

Todos positivos C6=> [NMP/4gr. ST 1.58E+09| 1.58E+09
NMP/ gr. ST 3.94E+08

c7= [NMP/agr.sT | 1.11E+08| 1.11E+08]
NMP/ gr. ST 2.78E+07

c8= [NMP/4gr.ST | 3.05+08| 3.05E+08]
NMP/ gr. ST 7.62E+07

Fig. 3.5.- Tubos positivos de Salmonella spp., prueba piloto.

Siendo todos excluidos, malos para el uso de suelos agricolas, por ser todas
las compostas > 300 NMP/ 4gr. base seca o ST, segun NOM-004-SEMARNAT-
2002, dichos biosélidos que aunque estaban dentro de la clase “C”, de los
limites permisibles de coliformes al igual que en las mezclas experimentales no
son optimas, ni recomendables para el uso de suelos forestales y agricola. Y si
estos fueran usados causarian perjuicios a la salud publica y del medio
ambiente, contaminando las aguas superficiales y mantos acuiferos que a la
postre, ademas de los ya mencionados, producirian epidemias de

enfermedades gastrointestinales.
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3.1.2.2.2.- Luego del proceso de intemperizacion.

En esta prueba se comprobd que la Salmonella spp. es eliminada con la

intemperizacion, los rayos del sol, y que las compostas ya en grande pudieron

minimizar los agentes patdgenos.

Tabla 3.13.- Resultados de Salmonella spp. de las compostas piloto, Marzo del

2008.
Compostas Diluciones positivas
10" [10% [10° [10* [10®° [10° [ 107 [10®° [10° [10™

c1 3 3 3 3 3 3 0 0 0 0
c2 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0
Cc3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
c4 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0
C5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cé6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
c7 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0
cs 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0
LODO 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2
Dando como resultados:
Cl= [NMP/4gr.ST | 4.86E+06| 4.86E+06]

NMP/ gr. ST 1.22E+06
c2= [NMP/4gr.ST | 1.79E+07| 1.79E+07]

NMP/ gr. ST 4.48E+06
C3= [NMP/4gr.ST | 1.62E+04| 1.62E+04]

NMP/ gr. ST 4.05E+03

NMP/ 4 gr.
C4=C8 |ST 3.24E+05| 3.24E+05
NMP/ gr. ST | 8.10E+04
Todos negativos NMP/ 4 gr.
desde -2 C5=C6=< (ST 3.49E+02 | 3.49E+02
NMP/ gr. ST 8.71E+01

C7= NMP/ 4 gr. ST | 7.68E+04| 7.68E+04

NMP/ gr. ST 1.92E+04
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c8=C4

Lodo =

NMP/ 4 gr.
ST 3.24E+05| 3.24E+05
NMP/ gr. ST 8.10E+04
NMP/ 4 gr. ST 4.52E+08 4.52E+08|
NMP/ gr. ST 1.13E+08

Estos resultados fueron favorables para las compostas 5 y 6 que si cumplieron

con los niveles menores a 300 NMP/ 4gr. base seca o ST, segun NOM-004-
SEMARNAT-2002, dichos biosélidos también cumplieron en la clase “C”,

siendo buenos para usarlos como mejoradores de suelos y zonas agricolas y

forestales, de dicha norma.

3.1.2.3.- Huevos de Helmintos. (Compostas piloto).

En compostas en pila estatica.

Solo en las compostas 3, 5y 6 se encontraron los Oligoquetos, y sobresalio

por ello la 5, mas sin embargo se encontré6 que los Oligoquetos son

endémicos de las composta 5 con mas de 232 individuos correspondiente

al 1:2, Bagazo + lodo residual, siguiéndolo la composta 6, con proporcion

2:1, Lodo residual + Aserrin; y la composta 3, con proporciéon 1:1, Lodo

residual + Aserrin.

Tabla 3.14.- Presencia / ausencia de Huevos de Helmintos.

Muestr | Observaciones Larva de H. | Otros: Num. de

a Helminto. Oligoquetos | aprox.

1 Nada Negativo (-) Negativo (-) _

2 Nada Negativo (-) Negativo (-) _

3 Muchos Oligoquetos. Negativo (-) Positivo (+) Mas de

20

4 Nada Negativo (-) Negativo (-) _

5 Muchos Oligoquetos, | Negativo (-) Positivo (+) Mas de
estaban desde muy 232
grandes a pequeiiitos y
unos reproduciéndose.

6 Muchos Oligoquetos | Negativo (-) Positivo (+) Mas de
estaban desde muy 76.
grandes a pequeiiitos y
unos reproduciéndose.

7 Nada mas unos micro | Negativo (-) Negativo (-) _
gusanitos que se movian
muy rapido

8 Nada mas unos micro | Negativo (-) Negativo (-) _

gusanitos que se movian
muy rapido
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3.2.- Comparacion de resultados con los limites permisibles de la NOM-
004-SEMARNAT-2002, y sus observaciones.

Se compararon los 3 pardmetros, ver anexo 7 para cada una de las compostas
experimentales, siendo el parametro de los Huevos de Helmintos aprobados
para todos en general, se observaron que durante el proceso de composteo
Unicamente la composta 7 rebasaba los limites permisibles de la clase “C”,
menor de 2000 000 NMP/g. ST de coliformes fecales con 7.76 x 10° NMP/g.
ST, pero todas las compostas rebasaron los limites permisibles de Salmonella
spp. en dicha clase, siendo esos lodos no aptos para la aplicacion de suelos y
zonas agricolas y forestales. Durante el proceso de intemperizacion los
coliformes fecales diminuyeron notablemente aunque aun se encontraban
solamente dentro de la clase “C”, pero igualmente fueron no aptas las
compostas por haber rebasado los limites permitidos de la Salmonella spp., un
dato importante fue que las muestras de las compostas ultimas experimentales
aumentaron demasiado en Salmonella cuando habian disminuido en coliformes
fecales, los cuales se supo que no llegaron a tener una temperatura optima
del composteo 60° C, y suponemos que las Salmonellas se multiplicaron
debido que su rango de temperatura Optima esta ente los 37 y 42° C, por lo que

es importante su constante monitoreo de las temperaturas.

Se observd que los resultados son muy variables, en las compostas piloto
(proceso de compostaje), aplicaron en clase “C” las compostas 1, 2, 3,4y 7 en
los coliformes fecales siendo el 4 el mas bajo en concentracién con 1.92 x10*
NMP/g. ST. Asi mismo, se observé que en la composta 4 se obtuvo el mas bajo
contenido de Salmonella spp., pero sin aplicar a la los limites de la NOM-004-
SEMARNAT-2002. Pero después del proceso de intemperizacion a pesar de
que todos las compostas incluyendo el lodo, aplicaron solamente dentro de la
clase “C” en coliformes fecales (menores a 2000,000 NMP/g. ST), solamente
las compostas 5 y 6 aplicaron dentro de los 3 parametros para clase “C”,
porque los niveles de Salmonella spp. aunque fueron disminuyeron excepto en
la composta 2, no aplicaron en los niveles deseados de la norma, por lo que no
existe una relacion estrecha entre los parametros microbiolégicos: Coliformes

fecales, Salmonella spp. y Huevos de Helmintos. Sin embargo, por lo que en
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los lodos todos pueden tener distintos niveles y fluctuaciones entre sus mismos
parametros, por lo que si asumiéramos que solamente con los coliformes
fecales pudiéramos conocer la calidad de estos lodos comportados, seria de
imaginarse una epidemia en la ciudad de Chetumal por Salmonelosis, un
parametro no es suficiente para conocer la calidad de estos lodos, por lo que si
un parametro es independiente de otro es muy posible que estos lodos
necesiten de un mejor estudio microbiolégico y parasitolégico, con otros
pardmetros que especifiguen si estos lodos o biosolidos estan libres de
microorganismos patdgenos que dafien la salud y al entorno del medio

ambiente en general.

Se observaron que en los tubos de la Salmonella spp. las placas de Agar
Verde Brillante (AVB) séles inoculo 2 de las diluciones ultimas las cuales estas
presentaron bastante crecimiento en el medio (ver Anexo 5), que
forzosamente se tuvieron que aislar en Agar Nutritivo (AN) para inocular las
cepas en las pruebas Bioquimicas del crecimiento bacteriano en los medios
selectivos el Agar Verde Brillante y en los medios de identificacién Bioquimica
nos dieron muchos y variados cambios en el medio por lo que suponemos que
podrian ser Salmonellas spp., las cepas 4, 8, 9, 13 y 14 correspondientes a las
compostas 2, 4,5, 7y 8 tuvieron el cambio Alcalino/Acido o K/A, predominante
del grupo Salmonella spp. ,contrario a las cepas 1, 2 5, 6, 7, 10, 11 y 12, no,
siendo las compostas 1, 3, 4, 5, 6, y 7 teniendo Acido/Acido lo que nos dan las
posibles Bacterias: S. subgrupo 3b (Arizona), Enterobacter cloacae exclusivo
de TSI, Enterobacter. amnigenus brog. 1., E. intermedium, entre otras, (ver,
Anexo 4 y Anexo 6). Dejandonos ver una compleja diversidad de géneros que
se estan desarrollando en las compostas durante el proceso de coccién de las
mezclas, sin embargo para identificarlas bien unas de otras es necesario de los

otros medios de identificacion bioquimica (ver Anexo 4), su serologia.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES.

La hipdtesis fue aprobada en el caso del cumplimiento de la NOM-004, siendo
buenos para usarlos como mejoradotes de suelos y zonas agricolas. En la
prueba piloto después de la intemperizacion se vio una disminucion de los
niveles de Salmonella spp. en algunas de las mezclas. La presencia de esta
bacteria patégena continudé con niveles altos en las compostas 1 y 2 pero
disminuyo exitosamente en las compostas 5 y 6, lo cual indica que
probablemente la proporcion adecuada de lodo y de los respectivos materiales
de contacto (bagazo de cafia, aserrin), contribuyen de alguna manera para
agilizar el metabolismo y disminuir la carga bacteriana. En el caso de huevos
de helmintos, no se pudo cuantificar la cantidad exacta, pero se llevaron a
cabo los ensayos de viabilidad tal y como lo indica la NOM-004. Aqui
observamos que no hubo eclosion hacia la fase larvaria, por lo que no se
reportaron huevos viables; sin embargo, se observé la cantidad de hasta de
252 individuos en 2g. ST de otro tipo de gusanos (oligoquetos) identificados
gracias a la experiencia del Dr. David Gonzalez Solis, del Area de Sistematica,
Ecologia, Parasitologia y Conservacion del Necton del ECOSUR, nos indican
la existencia de buenas cantidades de materia organica, lo que los mantuvo
viables durante los periodos de incubacion. Debido a esto la hipétesis se
acepto en las compostas 5 y 6, por ser buenos en la clasificacion “C”, segun la
NOM-004-SEMARNAT-2002, siendo buenos como mejoradotes de suelos y
en usos forestales y agricolas.

Debido a la observacion de multiples morfologias coloniales que posiblemente
correspondan a otros géneros que no establece la NOM-004, es precisé que
para evitar dafios a la salud publica y al medio ambiente, para que se puedan

recomendar usarse como mejoradores de suelos y zonas agricolas.
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CAPITULO V

ANEXOS

Anexo 1.- Medios de cultivo para Coliformes fecales.

Caldo lactosado con purpura de bromocresol (CLPB).

Se disolvieron 13.0 g. del medio y 0.1 g. de puarpura de bromocresol
en 1 L de agua destilada, con la parrilla de agitacion.

Se verifico el pH. de 6.9, £0.2, en caso contrario se ajusto con una
solucion de hidroxido de sodio 0.1 N.

Se distribuyeron 10 mL. en tubos de ensayo, tapandose para
después esterilizarse en autoclave a 121 ° C, durante 15 minutos. (no
vario el volumen final, mas de 0.1 mL.).

El medio se almaceno a temperatura ambiente, en un lugar limpio y

libre de polvo, durante no méas de una semana.

Medio EC.

Solucion

Se disolvieron 37.0 g. del medio en 1 L. de agua destilada, con la
parrilla de agitacion.

Se verifico el pH. de 6.9, £0.2, por lo que si requeria se ajusto con
una solucion de hidroxido de sodio 0.1 N.

Distribuyo en volimenes de 10 mL. en tubos de ensayo, en su
interior tubos de Durham invertidos, tapandose y esterilizandose en
autoclave a 121 ° C, durante 15 min. (no vario el volumen final, mas
de 0.1 mL).

El medio se almaceno a temperatura ambiente, en un lugar limpio y
libre de polvo, durante no mas de una semana.

madre de tampodn A.

Se disolvieron 34.00 g. de fosfato monopotasico en 500 mL. de agua
destilada.

Ajustar el pH de 7,2 £0.2, con la solucion de hidroxido de sodio 0.1 N,

y aforar a1 L. de agua destilada.
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Esterilizar en autoclave a 121 °© C, durante 15 minutos y almacenar
en refrigeracion (entre 2 y 4 °© C). La solucion es estable durante

meses. Desechar cuando se observe turbiedad.

Solucién madre de tampén B.

Se disolvieron 8.10 g. de cloruro de magnesio en 500 ml. de agua
destilada, y se aforo a 1 L. de agua destilada.

Se esterilizo en autoclave a 121 ° C, durante 15 minutos y almaceno
en refrigeracion (entre 2 y 4 ° C). La solucion es estable durante

meses. Desechar cuando se observe turbiedad.

Solucién tampén de fosfatos (agua de disolucion).

Se adicion6 1.25 ml. de la solucion madre de tampon Ay 5 ml. de la
solucion madre de tampo6n By se aforo a 1 L. con agua destilada.

Se distribuyeron volimenes de 9,2 ml. y 36 ml. en tubos de rosca y
frascos con tapa de cierre hermético, respectivamente.

Se esteriliz6 en autoclave a 121 ° C, durante 15 minutos y

almacenandose en temperatura ambiente.

Solucion de hidroxido de sodio 0,1 N.

Se disolvieron 4.0 g. de hidroxido de sodio en 1000 ml. de agua
recién destilada y libre de CO,. (para abatir la carbonatacién de la
solucion).

Se almaceno en frasco con tapon de rosca.

Solucion de hidréoxido de sodio 1 N.

Se disolvieron 40g. de hidroxido de sodio en 1000 ml. de agua recién
destilada y libre de CO, (al igual que en la anterior disolucién).

Se almaceno en frasco con tapdén de rosca.
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Anexo 2.- Preparacion de medios de cultivo para Salmonella spp.

Solucion Caldo tetrationato.

Se disolvieron 16 g. de medio que en forma deshidratada, en 1 L. de
agua destilada, con la parrilla de agitacion y calent6 hasta ebullicion.
Se distribuyeron en voliumenes de 100 ml. en recipientes estériles y
conservar entre 5°Cy 8°C.

Pero antes de usarse el medio, se le agregaron 2 ml. de solucion de
yodo yoduro, por cada 100 ml de caldo.

Una vez afiadida la solucién de yodo yoduro al medio, éste se utilizo
inmediatamente. Nunca se volvié a calentar ni mucho esterilizé en

autoclave.

Caldo selenito cistina.

Se disolvieron 23 gr., del medio que se encuentra en forma
deshidratada, en 1 L. de agua destilada.

Se calentaron hasta ebullicion durante 10 minutos en un bafio de
agua.

Posteriormente se distribuyeron en tubos de 10 ml. en tubos
esterilizados durante 10 minutos por arrastre de vapor en bafio
maria.

Se verifico el pH de 7.0, £0.2, sin embargo de no tenerlo se ajusto
con una solucion de hidréxido de sodio 0.1 N.

El medio se utilizo el mismo dia de su preparacion, sin este volverse

a calentar, ni mucho esterilizarse en autoclave.

Agar verde brillante (VB).

Disolvieron 58 gr. de medio deshidratado en 1 L de agua destilada,
se mezclo bien con la parrilla de agitacion y calo hasta ebullicion.
Se verifico el pH de 6.9, 0.1, y en caso de no contarlo se ajusto con
solucioén de hidroxido de sodio 0.1 N.
Se esterilizo en autoclave a 121 © C por 12 minutos, y cualquier
sobrecalentamiento del medio disminuye su selectividad.
Se dejo enfriar el medio a no menos de 50 ° C pero debajo de 60 ° C,
para distribuirse en cajas Petric estériles.
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Agar Nutritivo.

Se disolvieron 23 gr. de medio en 1 L. de agua destilada, con la
parrilla de agitacion y calentar hasta ebullicibn hasta disolucion
completa.

Se verifico el pH de 6.8, £0.2, en caso contrario se ajusto con una
solucion de hidroxido de sodio 0.1 N.

Se esterilizo en autoclave a 121 ° C por 15 minutos.

Se enfri6 a no menos de 50 °© C por debajo de 60 ° C y se distribuyo

en cajas Petric estériles.

Agar triple azucar hierro (TSI).

Se disolvieron 65 gr. de medio, deshidratado en 1 L. de agua
destilada, con la parrilla de agitacion y se calenté hasta ebullicion,
agitando ocasionalmente hasta su completa disolucion.

Se verifico el pH de 6.9, 0.2, pero en caso contrario ajustar con una
solucion de hidroxido de sodio 0.1 N.

Se dejo enfriar a 60 ° C y distribuir en volimenes de 4 ml. en tubos
de rosca y esterilizar a 121 ° C durante 15 minutos.

Los tubos se inclinan, de manera que el medio de cultivo en el fondo

alcance una altura de 3 cm. y una parte inclinada de 2 a 3 cm.

Agar hierro lisina (LIA).

Se disolvié 33 gr. del medio deshidratado en 1 L. de agua destilada,
con la parrila de agitacion y calentando se hasta ebullicion,
agitdndose hasta su completa disolucion.

No esteriliz6 en autoclave, porque el sobrecalentamiento afecta su
selectividad.

Se verifico el pH de 6.7 £0.2, en caso contrario se ajusté con solucién
de hidréxido de sodio 0.1 N.

Se dejo enfriar a 60 ° C y distribuir en volumenes de 4 ml en tubos de
rosca y esterilizar a 121 °© C durante 12 minutos.

Posteriormente se dejo enfriar los tubos en posicion inclinada, de tal
modo que se obtuvieran columnas de 3 cm. y una parte inclinada de

2 cm.
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Solucién de yodo yoduro.
o Disolver 06.00 gr. del yoduro de potasio en 20.00 ml. de agua
destilada.
o Se agregaron lentamente los cristales de yodo que son 06.00 gr.

hasta su completa disolucion, se almacend en la oscuridad.
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Anexo 3.- Preparacion de Soluciones para Huevos de Helminto.

Solucion acido alcohol.
o Se homogeneizo 650 ml. de acido sulfarico 0.1 N. con 350 ml. de
alcohol etilico.
o Se almaceno la solucién en un recipiente hermético.
Solucién de formalina al 0.5%.
e Seéle anadio 5 ml. de formaldehido al 37% y aforar a 1000 ml. con
agua destilada.
o Se homogeneizo y almaceno en recipiente hermético.
Solucién patréon de aceto-acético.
. Séle agregaron a 15 gr. de acetato de sodio trihidratado 3.6 ml de
acido acético y se aforo a 1000 ml con agua destilada.
o Homogeneizar y almacenar en recipiente hermético durante 2 a 3
meses.
Solucién de sulfato de zinc (ZnSOy4) con gravedad especifica de 1.3.
o Se disolvieron 800 gr. de sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS0O4.7H,0) en 1000 ml de agua destilada.
o Se mezclo en la parrilla magnética hasta su homogeneizado total.
e  Se midi6 la densidad con el densimetro, y segun el caso, se ajusto la
densidad al.3 agregando sulfato de zinc o agua destilada.
o Se almaceno en un recipiente hermético y séle verifico la densidad
cada mes.
Tween 80 al 0.1%.
o Se afiadi6 a 1 ml del reactivo en 999 ml. de agua destilada y
homogeneizado en parrilla de agitacion hasta su completa disolucién.

o Se almaceno en recipiente hermético durante 2 a 3 meses.
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Anexo 4.- Tabla para la identificacion de bacterias por medio de las

bioquimicas.

V = Variable. R = Desaminacion de la lisina, color rojo en la superficie del medio. D (, = Desaminacion negativa.
D (., = Desaminacion positiva.

Bioquimicas Medio Kligler o TSI LIA MIO Observaciones.
Bacterias CAMBIO H,S Gas Movi- Indol Oorni
lidad -tina

Salmonella subgrupo 12 K/A + + + + - + Misma sec. Bioquimica para

strains. S. pollorum, S. subgrupos 2,4
y 5.

Salmonella typhi. K/A + - + +0 = =

Salmonella Choleraesuis. K/A el + + + - +

S. Paratyphi A. K/A Vo + - + = +

S. gallinarum. K/IA + - + - - -

S. subgrupo 3a (Arizona). K/A i3 il iz i3 o) +

S. subgrupo 3b (Arizona). A/A + + + + o) +

Shlgella A, B, C. K/A = = = = i(ag%) o K/A en TSI.

S. sonnei. K/A - - - - - +

Escherichia coli. K/IA - + + + + + A/A o K/A en TSI, K/IA
ocasionalmente.

E. Coli inactivo. K/A - - V - + -

E. fergusanji. K/A - + + + + +

E. hermannii. K/A, AJA. - + - + + +

E. Vulneris. K/A - + + + - -

E. blattae. K/A - + + - - +

Enterobacter Aerogenes. KI/A, AJA. - + + + - + K/Aen TSI,

E. cloacae. A/A - + - + - + A/A exclusivo de TSI.

E. agglomerans KI/A, AJA. - - - + - -

E. gergoviae. KI/A, AJA. - + + + - +

E. Saxazakii A/A - + - + - +

E. taylorae. K/A - + - + - +

E. amnigenus brog 1. A/A - + - + - \Y

E. amnigenus brog 2. KI/A, AJA. - + - + - +

E. intermedium. A/A - + - + - +

Citrobacter freudii. KI/A, AJIA. + + - +0 - Vi A/A o K/A en TSI, AIA
ocasionalmente

C. diversos. K/A = + = +0 Lo} +

C. amalonaticus. KI/A, AJA. - + - + + +

C. amalonaticus brog 1. K/A - + - + + +

Proteus minabilis. K(A)/A + + D +0 - + K/A, AJA ocasional en TSI.

P. vulgaris. K(A)/A + + D +0 +0 - A/A, K/A ocasional en TSI.

P. penneri. K/A Vo Vi - + = =

P. myxofaciens. K/A - + - + - -

Klepsiella grupo 47. A/A - + + = + + A/A, en TSI, todo negro.

K. pneumoniae. AIA - + + - -

K. oxitoca. A/A - + + - + -

K. platicola. A/A - iy s - - -

K. ozaenae. K(A)/A - \ \% = = =

K. rbinosderomotis. K/A - - - - - -

K. terrigena. A/A = iy iz = = =

Providencia rettgeri. K/A = - Dy + + =

P. stuartii. K/A - - - iy i -

P. alcalitaciens. K/A - + - + + -

P. rustkjiariii. K/A + + + + + +

Edwarsiella tarda. K/IA - \Y + + + +

E. tarda biogrupo 1. K/A = \ iz i3 i i

E. hoshinae. K/A - \Y + + - +

E. ictaluri. K/A - \ + - - \Y

Yersinia enterocolitica. AIA = > - - @ \% +

Morgonella morganii. K/A - Vi Dy Vi + + KI/A, gas (+), ocasionalmente
en TSI.

M morganii subgrupo 1. K/A \ + Dy - + +

Serratia marcescens Al/A 0 - \Y + + = + K/A o0 A/IA, en TSI.

KIA
S. marcescens biogrupo 1. K/A - - V - - \
S. Liquefacien K/A - \Y + + - +

*Fuente CESA.
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Anexo 5.- Resultados de los cultivos en Agar Verde Brillante.

Las siguientes fotos muestran las variaciones debidas al cambio de pH sobre el
Agar Verde Brillante (AVB), por las distintas cepas presentes en las compostas
1-8 y en el lodo crudo. Los cambios de color del medio asi como la morfologia
colonial individual en cada caja nos habla de la diversidad de géneros que se

estan desarrollando en las compostas durante el proceso de coccion de las
mezclas.

Fig. 5.1.- Caja control, color anaranjado
profundo.

Fig. 5.2.- Medio con
inéculo de lodo crudo.

Fig. 5.3.- Medio con
in6culo de composta 1.

Fig. 5.4.- Medio con
in6culo composta 2.
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Fig. 5.5.- Medio con
in6culo composta 3.

Fig. 5.6.- Medio con
in6culo composta 4.

Fig. 5.7.- Medio con
in6culo composta 5.

Fig. 5.8.- Medio con
in6culo composta 6.
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Fig. 5.9.- Medio con
in6culo composta 7.

Fig. 5.10.- Medio con
in6culo composta 8.

Las placas fueron inoculadas por duplicado tomando dos tubos de las ultimas
dos diluciones que presentaron crecimiento en el Caldo Selénito Cistina. La
conclusion es que debido a la diversidad en el cambio de pH del medio, asi
como a la morfologia colonial, se presenta una gamma de microorganismos

diferentes entre cada mezcla de compostas.
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Anexo 6.- Resultados de la observacion de las pruebas bioquimicas en
los medios TSl y LIA.

Tabla 6.1 Resultados de las bioguimicas para la identificacion de Salmonella spp., en las
muestras de las compostas piloto, 13 diciembre del 2007.
Numero Medio Color en la Color en el Fondo | Presencia | Presencia Inter-
de Cepa Bioq. Superficie de Gas de H.S cambio
de O,
Cepa1 LIA LIA +, Parpura Amarillo grisaceo Sin gas Sin A
de la LIA +, Parpura Purpura. Sin gas Sin F
Comp. 1 TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin A
Negro Negro, verdoso Sin gas Con, en |F
todo
Cepa 2 LIA LIA +, Parpura Grisaceo Sin gas Sin A
de la transparente.
Comp. 1 LIA +, Parpura Pdrpura. Sin gas Sin F
TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas, | Sin A
+ fondo
Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas, - | Sin F
superficie
Cepa3 LIA LIA  +, Puarpura | Purpura fuerte Sin gas Sin F
de la fuerte
Comp. 2 LIA  +, Pdarpura | Parpura Sin gas Sin A
transparente. ligeramente transp.
TSI Naranja fuerte: K/IK Naranja fuerte: K/K | Sin gas Sin A
Rojo : K/K Naranja + fuerte: | Sin gas Sin F
K/IK
Cepa 4 LIA LIA +, Parpura Pdrpura grisaceo Sin gas Sin A
de la LIA +, Pdarpura | Parpura fuerte Sin gas Sin F
Comp. 2 fuerte
TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin A
Rojo: K/A Amarillo: K/IA Con gas Sin F
Cepa 5 LIA LIA  +, Pdarpura | Purp. grisaceo | Sin gas Sin A
de la transp. transp.
Comp. 3 LIA  +, Pdrpura | Parpura Sin gas Sin F
fuerte
TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin A
Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin F
Cepa 6 LIA LIA +, Pdarpura | Parpura fuerte Sin gas Sin F
de la fuerte
Comp. 3 LIA  +, Pdrpura | Parpura fuerte Sin gas Sin A
fuerte
TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin A
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Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con, en | Sin
poco
Cepa7 LIA LIA +, Parpura | Parpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 4 LIA  +, Pdrpura | Grisaceo transp. Sin gas Sin
fuerte
TSI Amarillo: A/A Naranja claro: A/A Sin gas Sin
Amarillo: A/A Amarillo: A/A Sin gas Sin
Cepa 8 LIA LIA  +, Pdarpura | Parpura Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 4 LIA  +, Pdrpura | Parp. grisaceo | Sin gas Sin
fuerte transp.
TSI Rojo y Naranja: | Amarillo: K/A Con gas Sin
K/A
Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin
Cepa9 LIA LIA  +, Pdrpura | Parpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 5 LIA- +, Pdarpura | Purp. fuerte | Sin gas Sin
fuerte grisaceo.
TSI Rojo fuerte : KIA Amarillo: K/A Sin gas Sin
Amarillo fuerte: A/A | Amarillo fuerte: A/A | Sin gas Sin
Cepa 10 LIA LIA  +, Pdrpura | Parpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 5 LIA  +, Puarpura | Purpura fuerte Sin gas Sin
fuerte
TSI Amarillo  canario: | Amarillo  canario: | Con gas Sin
A/A AA
Amarillo  canario: | Amarillo  canario: | Con gas Sin
A/A AA
Cepa 11 LIA LIA +, Parpura | Parpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 6 LIA  +, Pdarpura | Parpura grisaceo Sin gas Sin
grisaceo
TSI Amarillo fuerte | Amarillo fuerte | Sin gas Sin
canario: A/A canario: A/A
Amarillo  canario: | Amarillo  canario: | Sin gas Sin
A/A A/A
Cepa 12 LIA LIA +, Pdarpura | Parpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte
Comp. 7 LIA  +, Pdrpura | Pdrpura grisiceo Sin gas Sin
fuerte
TSI Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin
Amarillo: A/A Amarillo: A/A Con gas Sin
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Cepa13 | LIA LIA  +, Puarpura | Purpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte

Comp. 7 LIA  +, Pdrpura | Parpura grisaceo Sin gas Sin
fuerte

TSI Rojo fuerte: K/IA Amarillo fuerte: K/A | Sin gas Sin

Amarillo fuerte: AIA | Amarillo fuerte: A/A | Sin gas Sin

Cepa14 | LIA LIA  +, Puarpura | Purpura fuerte Sin gas Sin
de la fuerte

Comp. 8 LIA  +, Pdrpura | Parpura grisaceo Sin gas Sin
fuerte

TSI Rojo fuerte: KIK Naranja: K/ K Sin gas Sin

Naranja : K/IA Amarillo fuerte: K/A | Sin gas Sin

* A = Apretado, sin intercambio de O,; y F = Flojo, con intercambio de O,.

A continuaciéon se muestran las variaciones obtenidas de la tabla 3.1.2, de las

bioquimicas:

Fig. 6.1 Cepa 1l alaizquierday cepa 2 a la derecha, obtenidas del AN de la composta 1.

Fig. 6.2 Cepa 3 a la izquierda 'y cepa 4 a la derecha, obtenidas del AN de la composta 2.
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Fig. 6.3 Cepa 5y 6 donde encontramos el TSI A/A, obtenidas del AN de la composta 3.

Fig. 6.4 Cepa 7 a la izquierda y cepa 8 a la derecha, obtenidas del AN 2 colonias diferentes,
en la composta 4.

Fig. 6.5 Cepa 9 a la izquierda y cepa 10 a la derecha, obtenidas del AN de 2 colonias distintas
en la composta 5.
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Fig. 6.6.-Cepa 11 obtenida del AN de la composta 6.

Fig. 6.7.- Cepa 12 a la izquierda y cepa 13 a la derecha, obtenidas del AN de 2 colonias
distintas tipicas, en la composta 7.

Fig. 6.8.- Cepa 14 obtenida del AN colonia tipica de la composta 8.
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Anexo 7.- Comparacion de resultados con los limites permisibles de la
NOM-004-SEMARNAT-2002.

Tabla 7.1.- Andlisis de resultados de las muestras experiméntales.

Muestras Coliformes | Salmonella | Huevos Clase de lodo o
experimentales y fecales spp- de biosélido, NOM-
Limites permisibles. NMP/ gr. NMP/ gr. Helmintos | 004-SEMARNAT-
ST ST viables en | 2002.
2gr. ST
Limites, clase*A” Menor a Menor 3 Menor de | A: Usos urbanos,
1000 1 con contacto
publico.
Limites, clase“B” Menor a Menor de | Menor de | B: Usos urbanos,
1000 3 10 sin contacto
publico.
Limites, clase“C” Menor de Menor de | Menor de | C: Usos forestales,
2000 000 300 35 agricolas y
mejoradores de
suelos
Luego del proceso de compostaje
Composta 1 3.20 x10° [1.30x10° [0 No aplica ninguna.
Composta 2 1.5 x10° 5.61 x10° |0 No aplica ninguna.
Composta 3 1.49x 10° |>3.94x10% [0 No aplica ninguna.
Composta 4 4.8 x 10° 9.97 x10° |0 No aplica ninguna.
Composta 5 3.20x10°> [8.54x10" |0 No aplica ninguna.
Composta 6 7.76 x10° [1.62x10" |0 No aplica ninguna.
Composta 7 4.8 x 10° 1.25x10° |0 No aplica ninguna.
Composta 8 1.05 x10° | 1.07x10° |0 No aplica ninguna.
Luego del proceso de intemperizacién.
Composta 1 4.93 x10* >3.94 x10% | No aplica ninguna.
Composta 2 2.81 x10* >3.94 x10% | No aplica ninguna.
Composta 3 2.55 x10* >3.94 x10° No aplica ninguna.
Composta 4 2.55 x10* | >3.94 x10° No aplica ninguna.
Composta 5 1.16 x10* [ >3.94 x10° No aplica ninguna.
Composta 6 8.10 x10* [3.94x10° | No aplica ninguna.
Composta 7 8.10 x10* | >3.94x10° | No aplica ninguna.
Composta 8 473 x10* | >3.94 x10°8 No aplica ninguna.

*Los datos de los resultados pueden variar, pues dependen de paréﬁetros que favorecen a las baterias,
como: la temperatura y composicion del lodo. Mayor informacién: aimo_0808@yahoo.com.mx.
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Tabla 7.2.- Andlisis de resultados de las muestras piloto.

Muestras piloto y Coliformes | Salmonella | Huevos Clase de lodo o
Limites permisibles. fecales spp. de biosélido, NOM-
NMP/ gr. NMP/ gr. Helmintos | 004-SEMARNAT-
ST ST viables en | 2002.
2gr. ST
Limites, clase*A” Menor a Menor 3 Menor de | A: Usos urbanos,
1000 1 con contacto
publico.
Limites, clase“B” Menor a Menor de | Menor de | B: Usos urbanos,
1000 3 10 sin contacto
publico.
Limites, clase“C” Menor de Menor de | Menor de | C: Usos forestales,
2000 000 300 35 agricolas y
mejoradores de
suelos
Luego del proceso de compostaje
Composta 1 443 x10° |7.78x10° | O No aplica ninguna.
Composta 2 4.08 x10> |1.46x10°> | O No aplica ninguna.
Composta 3 1.27 x10° [4.39x10* | O No aplica ninguna.
Composta 4 1.92 x10* [3.28x10° | 0 No aplica ninguna.
Composta 5 1.07 x10° [3.04x10° | O No aplica ninguna.
Composta 6 2.13 x10° [>3.94x10°| O No aplica ninguna.
Composta 7 3.04 x10° [2.78x10" | 0 No aplica ninguna.
Composta 8 3.57x10° [7.62x10" | O No aplica ninguna.
Luego del proceso de intemperizacion.
Composta 1 1.61 x10° [1.22x10° | O No aplica ninguna.
Composta 2 4.07 x10* [4.48x10° | O No aplica ninguna.
Composta 3 1.05 x10° | 4.05x10° | O No aplica ninguna.
Composta 4 1.05 x10° [8.10x10* | O No aplica ninguna.
Composta 5 1.05x10° |8.71x10" | O Aplica solo clase C
Composta 6 1.92 x10* [8.71x10' | 0 Aplica solo clase C
Composta 7 3.71x10* [1.92x10* | 0 No aplica ninguna.
Composta 8 1.92 x10* [8.10x10* | O No aplica ninguna.
Lodo 1.05 x10° 1.13x10° | 0 No aplica ninguna.

*Los datos de los resultados pueden variar, pues dependen de parametros que favorecen a las baterias,
como: la temperatura y composicion del lodo. Mayor informacién: aimo_0808@yahoo.com.mx.
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