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RESUMEN. El presente trabajo de investigacidn fue realizado con el objetivo de evaluar el efecto del
biodigestor tubular plastico de flujo semi-continuo sobre los parametros bacteriologicos (contenido de
coliformes fecales) en el tratamiento de efluentes en explotacién porcina a pequefia escala. Tres puntos
dentro del sistema fueron utilizados para la toma de muestras: agua de bebida de los cerdos, purines de
cerdo (agua que ingresaal biodigestor), biol (agua que emerge del biodigestor), cada 21 dias en un periodo
de 70 dias, a partir del mes de julio de 2015. Las muestras fueron sometidas a analisis para determinar los
coliformes totales y fecales por el método del Niumero Mas Probable (NMP). El estudio revel6 que las
muestras de agua del bebedero de los animales arrojaron resultados microbioldgicos negativos, en tanto
que de los purines y el bidl obtuvieron resultados positivos. Se pudo constatar la presencia de coliformes
de las especies: Proteus spp, Escherichia coli, Klebsiella, Citrobacter freundii. Sin embargo, las muestras
obtenidas antes de ingresar al biodigestor (B) con las tomadas luego del proceso anaerébico (C),
mantuvieron la maxima carga bacteriana, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05).
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ABSTRACT. This research was conducted in order to evaluate the effect of plastic biodigester semi-
continuous flow of bacteriological parameters (coliforms) in the treatment of effluents in small-scale pig
farm. Three points within the system were used for sampling: drinking water pigs, pig slurry (water
entering the digester), Bio (water that emerges from the digester), every 21 days over a period of 70 days,
from July 2015. the samples were subjected to analysis to determine total and fecal coliforms by the
method of Most Probable Number (MPN). The study revealed that drinking water samples from animals
tested negative microbiological results, while the purines and the biol positive microbiological results
were obtained. It was found the presence of coliform species: Proteus spp, Escherichia coli, Klebsiella,
Citrobacter freundii. However, samples obtained before entering the digester (B) with then taken
anaerobic process (C), maintained the maximum bacterial load, with no statistically significant
differences (p>0.05).
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INTRODUCCION

Una de las principales causas del deterioro
del medio ambiente surge a consecuencia de la
cantidad de residuos organicos acumulados y no
tratados en diferentes unidades de cria,
constituyéndose en focos de infeccidn, que afectan a
la poblacion en general. De alli surge la necesidad de
buscar alternativas de reciclaje de los desechos
animales, principalmente de los cerdos, que por sus
componentes quimicos y organicos tienen mayor
poder contaminante y es dificil de degradar.

La unidad de produccién porcina en
confinamiento, concentra un gran numero de
animales en pequefias areas causando serios
problemas alos productores en cuanto al manejo yla
utilizacion de los efluentes cloacales. Los purines de
cerdo corresponden a los desechos liquidos que
fluyen de los galpones de cria y que estan
constituidos por una mezcla de deyecciones so6lidas
y liquidas, remanentes de alimentos, aguas de lavado
y en algunos casos también de escorrentia
superficial (1,2).

Un biodigestor o digestor de desechos
organicos es un contenedor cerrado, hermético e
impermeable, dentro del cual se deposita el material
organico a fermentar con determinada disolucién de
agua, especificidad digestiva acorde ala temperatura
adecuada, requerimiento de tiempo en funcién a la
temperatura de la masa cloacal sometida a
tratamiento mediada por microorganismos
apuntados al propdsito del trabajo (efecto sobre los
coliformes) para lograr su descomposicién
produciéndose biogas y fertilizantes organicos.
Existen varios tipos de biodigestores, entre los que
se destacan aquellos utilizados para realizar
investigaciones (3,4,5,6,7,8,9,10,11).

Sereconocen cuatro grupos de bacterias que
poseen diferentes funciones catabdlicas sobre el
carbono, en el proceso de degradacion de la materia
organica hasta el metano, estos grupos son: - Grupo I:
Bacterias hidroliticas: catabolizan sacaridos,
proteinas, lipidos y otros constituyentes menores de
la biomasa; - Grupo II: Bacterias acetogénicas,
productoras de hidrégeno: catabolizan ciertos
acidos grasosy productos finales neutros. - Grupo I1I:
Bacterias homoacetogénicas: catabolizan
compuestos monocarbonatos, y/o hidrolizan
compuestos multicarbonados haciala producciéon de
acido acético; - Grupo IV: Bacterias metanogénicas:
catabolizan acetato, compuestos monocarbonados
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para producir metano. Se destacan cuatro géneros:
Metanobacterium, Methanococcus, Methanospirillum
y Methanosarcosina (3,10,11).

La temperatura es uno de los factores de
mayor relevancia en el proceso anaerébico, afecta el
tiempo de retencién para la digestion y degradacion
del material dentro del digestor. La degradacién se
incrementa con los aumentos de temperatura
ambiental, como asitambién la produccién de gas. Se
considera que la temperatura 6ptima oscila entre 28
a35°C(12).

Los microorganismos que conforman el
grupo de coliformes totales son: Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y
Citrobacter y viven como sapréfitos independientes
o como bacterias intestinales; los coliformes fecales
(Escherichia) son de origen intestinal y
termotolerantes por su capacidad de soportar
temperaturas mas elevadas. La capacidad de
reproduccion de los coliformes fecales fuera del
intestino de los animales homeotermos es
favorecida por la existencia de condiciones
adecuadas de materia organica, pH, humedad,
etc(4).

Los Streptococcus fecales, actualizados
taxondémicamente como Enterococcus incluyen un
numero de especies que se encuentran en las heces
de los humanos y animales de sangre caliente. Esto
es muy importante, ya que la contaminacién fecal,
puede involucrar riesgos sanitarios, por lo que hay
que tener en cuenta los microorganismos mas
abundantes y frecuentes en las heces de los
animales, sobre todo en los de produccidén; vaca,
cerdo, oveja, caballo, gallinay pato. En todos ellos se
encuentran coliformes y Streptococcus fecales,
aunque son mas los Streptococcus fecales (4).

A nivel nacional existen pocos proyectos de
utilizacién de esta biotecnologia, debido al
desconocimiento de los productores,
principalmente de los pequefios productores
pecuarios y la escasa informacion local. El objetivo
general del trabajo fue evaluar el efecto del
biodigestor tubular plastico de flujo semi-continuo
sobre los parametros bacterioldgicos (contenido de
coliformes) en el tratamiento de efluentes en
explotacién porcina a pequefia escala.

MATERIALES Y METODOS

La poblacién estuvo conformada por: agua
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(A) (proveniente de la fuente utilizada en la Secciéon
Comercializacién e Industrializacion Porcina),
afluente o purin (B) (entrada) y efluente o biol (C)
(salida) del proceso de biodigestiéon, de la unidad
productora de biogas, pertenecientes a la Seccién
Comercializacion e Industrializacién de Porcinos.

Al inicio del trabajo de investigacion se
realizaron tareas a fin de poner en condiciones el
biodigestor tubular plastico de flujo semi-continuo
laminar, considerando la importancia de mantener
la temperatura adecuada en funciéon a las
necesidades de los microorganismos
metanogénicos, adecuando la media sombra y
minimizando grandes variaciones de temperatura.
La carga para el tratamiento anaerdbico fue
realizado en forma manual, con un recipiente de 20
L, en una relaciéon 4:1, (4 liquido, 1 materia fecal)
(12).

Las muestras fueron obtenidas cada 21 dias
durante un periodo de 70 dias, teniendo en cuenta
todas las medidas de bioseguridad. Se colectaron
tres muestras de 100 mL en frascos estériles,
identificadas y refrigeradas fueron trasladadas al
laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de Asuncion, para pruebas bacteriolégicas.

La determinacion de coliformes totales y
fecales se realiz6 mediante la técnica del NMP que
consta de una prueba presuntiva, una confirmativa y
una prueba completa. Se prepararon 3 series de
tubos: la primera de 5 tubos conteniendo 10 mL de
caldo Lauril sulfato de doble concentracidn; la
segundade 5 tubos conteniendo 5 mL de caldo Lauril
sulfato de simple concentraciéon y por ultimo la
tercera serie de 5 tubos conteniendo 5 mL de caldo
Lauril sulfato de simple concentracién. A los tubos
de las 3 series se les coloc6 una campanita de
Durham para observarla produccién de gas.

La muestra original se cultivo de la siguiente
forma: 10 mL en la primera serie de tubos; 1 mL en
cada uno de los cinco tubos de simple concentracion
(segunda serie de tubos), y por ultimo se sembré 0,1
mL en cada uno de los cinco tubos de simple
concentracién (tercera serie de tubos).
Posteriormente las 3 series de tubos fueron llevados
alaincubadoraa372Cdurante 24 a48h.

A las 24 h se realiz6 la primera lectura
registrando el numero de tubos positivos que
mostraron presencia de gas en la campanita de
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Durham. Se volvié a incubar los tubos negativos
(Prueba presuntiva). Luego de 48 h de realizar la
lectura y calcular el nimero presuntivo de
coliformes totales en 100 mL de lactosa verde
brillante bilis, se incubd a 37 2C por cada 24 a 48 h
para la confirmacion de coliformes totales. De los
tubos positivos de la prueba presuntiva, se sembré
con ansa en caldo Escherichia Coli (EC) y se incub6 a
44,59 C por 24 a 48 h en bafio maria para la
confirmacién de coliformes fecales en 100 mL de
muestra (Prueba confirmatoria).

Serealizé una colonia tipica en agar nutritivo
y se incub6 por 24 h a 372C. A estas colonias se les
practicé pruebas bioquimicas confirmatorias
denominadas IMVIC (indol, rojo metilo, Voges
Proskauer, citrato). -Indol: se tomd la colonia con
ansa en punta y se coloco6 en un tubo con medio SIM
por puncién y se llevo ala incubadora a 37 C por 24
h. A las 24 h se coloco el reactivo de Ehrlich y se
realiz6 lalectura. -Rojo metilo: se tomd la colonia con
ansa en puntay se colocé en tubos con caldo RM-VP,
posteriormente se llevo a la incubadora a 37 2C por
48 h. Alas 48 h sele agrego el reactivo indicador de
pH rojo metilo y se realizdo la lectura. -Voges
Proskauer: se tom¢ la colonia con ansa en punta y se
colocé en tubos con caldo RMVP y se incubo a 37 2C
por 48 h. Posteriormente a ese tiempo se agregé el
reactivo VP de Barritt y se realizd la lectura. -Citrato:
se tomo la colonia con ansa en punta y se inoculd en
un tubo con citrato en pico flauta, por puncién y
estria en la superficie. Se incub6 a 37 °Cpor 24 hy se
realizo la lectura. -TSI (Tres azucares, SH2, Hierro):
se tomo6 con ansa en punta la colonia y se inoculé por
punciény estria en un tubo con TSI. Se incubd por 24
h a 37 °C y se realiz6 la lectura. -LIA (lisina
descarboxilasa): se tomdé con ansa en punta la
colonia y se inocul6 por puncién y estria en un tubo
con LIA en pico de flautay se incub6 a 37 2C por 24 h.
Serealizd lalectura (Prueba completa).

Es importante destacar que parala mediciéon
de los parametros bacterioldgicos, fue empleada la
tabla del Numero Mas Probable (NMP), en la cual se
indico el NMP de microorganismos presentes en 100
ml de las muestras obtenidas. Los resultados fueron
interpretados como positivos, aquellos tubos en
donde se observd turbidez (crecimiento) y
produccién de gas después de un periodo de
incubacién de 24 a 48 horas. Fueron considerados
negativos aquellos tubos en los que no se observd
turbidez o produccion de gas. Para la determinacion
de significancia se utiliz6 Infostat version estudiantil
(Figura1).
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Figura 1: Indice del numero mas probable de microorganismos (NMP) de coliformes de 100 ml del agua
original para varias combinaciones de resultados positivos y negativos usando 5 tubos con voliumenes de

10,1y 0,1 ml
N° de tubos positivos y diluciones NMP/ N° de tubos positivos y diluciones NMP/
10 ml 1 ml 0,1 ml 100ml 10 ml 1 ml 0,1 ml 100ml
0 0 0 0 4 2 1 26
0 0 1 2 4 3 0 27
0 1 0 2 4 3 1 33
0 2 0 4 4 4 0 34
1 0 0 2 5 0 0 23
1 0 1 4 5 0 1 31
1 1 0 4 5 0 2 43
1 1 1 6 5 1 0 33
1 2 0 6 5 1 1 46
2 0 0 5 5 1 2 63
2 0 1 7 5 2 0 49
2 1 0 7 5 2 1 70
2 1 11 9 5 2 2 94
2 2 0 9 5 3 0 79
2 3 0 12 5 3 1 110
3 0 0 8 5 3 2 140
3 0 1 11 5 3 3 180
3 1 0 11 5 4 0 130
3 1 1 14 5 4 1 170
3 2 0 14 5 4 2 220
3 2 1 17 5 4 3 280
3 3 0 17 5 4 4 350
4 0 0 13 5 5 0 240
4 0 1 17 5 5 1 350
4 1 0 17 5 5 2 540
4 1 1 21 5 5 3 920
4 1 2 26 5 5 4 1600
4 2 0 22 5 5 5 2400

RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio de temperatura ambiental
desde la carga del biodigestor al dia de la primera
obtenciéon de muestra fue de 21.52 C, 23.82C en la
segunda y 30,4°C el dltimo dia de la recoleccién de
muestras.

La Tabla 1 muestra las confirmatorias de
indice de NMP coliformes fecales y totales en 100 ml;
observdndose que en las tres muestras
correspondientes al agua de bebida de los cerdos (A)
la presencia de colonias de coliformes totales y
fecales resultaron negativas, sin embargo en las tres
muestras correspondientes a purines de cerdos (B) y
bi6él (C) la presencia fue positiva, expresando el
maximo valor posible de la tabla, NMP: >2400
NMP/100 ml de muestras.
Tabla 1. Confirmatorias de indice de nimero mas

probable de microorganismos (NMP) de coliformes fecales
y totales en 100 ml del agua de bebida, afluente y efluente.

Identificacion NMP/100ml
A 01 0
A 02 0
A 03 0
B 01 >2400
B 02 >2400
B 03 >2400
Cc 01 >2400
C 02 >2400
C 03 >2400

A: agua de bebida; B: purines; C: biol
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Fuente: Arcos et al. 2005

Las colonias de coliformes fecales y totales
aisladas de las muestras positivas fueron identificadas
por medio de las pruebas bioquimicas INVIC, TSI y LIA.
Las especies encontradas tanto en los purines como en el
biol fueron: Proteus spp, Escherichia coli, Klebsiella,
Citrobacter freundii. Los resultados mostraron la ausencia
de colonias en el agua de bebida (A), indicando que el agua
no presentd contaminacidn bacteriana reciente, pues su
presencia constituirfa un indicador de degradacion de los
cuerpos de agua y generaria infecciones oportunistas en
el tracto respiratorio superior e inferior; ademas de
bacteremia, infecciones de piel y tejidos blandos,
enfermedad diarreica aguda y otras enfermedades
severas en el ser humano (13).

En la Tabla 2, se muestra la identificacién de
indice de NMP de coliformes totales y fecalesen 100 mL de
aguadebebida (A), afluente (B) y efluente (C) de porcino.

Teniendo en cuenta estos resultados, no se
encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre
las muestras obtenidas antes de ingresar al biodigestor
(B) con las obtenidas luego del proceso anaerébico (C)
(p>0,05), manteniéndose la maxima carga bacteriana, por
lo tanto segun las directrices de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) sobre calidad microbiolégica de aguas
residuales para irrigacion no se recomienda la utilizaciéon
de dichos efluentes, (Ver Tabla 1) que establece un
maximo de 1000 coliformes fecales en 100 ml de muestra
para irrigacién en cultivos probablemente de consumo
crudo, cultivos industriales, forrajes, pastosy arboles (1).
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Tabla 2. Identificacion de indice de nimero mas probable de microorganismos (NMP) de coliformes
totales y fecales en 100 ml del agua de bebida, afluente y efluente.

Identificacion | Caracteristicas culturales Aislamiento
A01 NHC -
A 02 NHC -
A 03 NHC -
B 01 NFL, FL Proteus spp; E. coli
B 02 FL, LFL, NFL E. Coli, Klebsiella, Citrobacter Freundii
B 03 LFL, FL Klebsiella, E. coli
C 01 NFL, FL Proteus spp, E. coli
C 02 LFL, FL Klebsiella, E. coli
C 03 LFL, FL Klebsiella, E. coli

A: agua de bebida, B: afluente (Purin); C: efluente (Biol); NHC: No hubo crecimiento; NFL: No fermentadora de lactosa;

FL: fermentadora de lactosa; LFL: Leve fermentadora de lactosa.

Teniendo en cuenta estos resultados, no se
encontrd diferencia significativa entre las muestras
tomadas antes de ingresar al biodigestor (B) con las
tomadas luego del proceso anaerdbico (C) (p>0,05),
manteniéndose la maxima carga bacteriana, por lo tanto
segun las directrices de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) sobre calidad microbiolégica de aguas
residuales para irrigacién no se recomienda la utilizacion
de dichos efluentes, (Ver tabla 1) que establece un
méaximo de 1000 coliformes fecales en 100 ml de muestra
para irrigacidn en cultivos probablemente de consumo
crudo, cultivos industriales, forrajes, pastosy arboles (1).

En contra partida, las normas nacionales dictadas
por la Secretaria del Ambiente dependiendo de la
utilizacion que se le dé al agua, establece (para irrigacion
de hortalizas o plantas fructiferas que se manejan en el
suelo y que son consumidas crudas, sin remoci6n de las
cascaras o pelicula) un limite de 200 coliformes fecales
por 100 mL en 80% de por lo menos 5 muestras
mensuales. Parairrigacién de hortalizas que se consumen
cocidas y plantas fructiferas con remocién de cascara y
para la utilizacién en la cria natural y/o intensiva
(acuicultura) de especies destinadas para la alimentacion
humana no debera exceder el limite de 1000 coliformes
por 100 mL en 80% o mas de por lo menos 5 muestras
mensuales. Sin embargo para la irrigacidn arbdrea, jardin
y forrajeras establece hasta 4000 coliformes por 100 mL
en 80% de las muestras. La Secretaria del Ambiente en su
articulado establece que los efluentes de cualquier fuente
poluidora solamente podran ser lanzados directa o
indirectamente a los cuerpos de aguas si presenta
coliformes totaleshasta4000 NPM /100 ml(14).

Es importante destacar que la temperatura
ambiental registrada durante la realizacién del trabajo, se
presenté por debajo de los valores minimos para la
digestion de los efluentes tratados, como asi también la
media sombra del biodigestor que impedia la penetraciéon
directa de los rayos solares. Las bajas temperaturas no
permiten un buen desarrollo de los microorganismos
metanogénicos y por lo tanto se necesita mayor tiempo
paraladigestiéon y depuracién.
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En referencia a la reduccién de enterobacterias
existentes en los efluentes cloacales del ganado porcino,
un estudio realizado en la Granja Didactica Experimental
de la Facultad de Ciencias Veterinarias — U.N.A. en el afo
2013 determino que posterior al tratamiento anaerébico
existi6 reduccién de enterobacterias, para ello se
obtuvieron tres muestras antes y tres muestras después
del tratamiento anaerébico con el fin de evaluar la
reduccion de enterobacterias en los efluentes cloacales, se
analiz6 la presencia de coliformes fecales y totales por la
técnica del NMP, se realizaron las pruebas bioquimicas al
crecimiento de las colonias identificandose a la E. Coli,
Enterobactery Klebsiella antes del tratamiento y posterior
al tratamiento solo se identific6 Enterobacter y Klebsiella,
elimindndose por completolaE. coli (15).

CONCLUSION

La totalidad de las muestras correspondientes a
agua de bebida de los cerdos arrojaron resultados
negativos, sin embargo los purines asi como el biol
arrojaron valores positivos siendo NMP >2400. Se pudo
constatar a través de las pruebas bioquimicas la presencia
de coliformes de las especies Proteus spp, Escherichia coli,
Klebsiella, Citrobacter freundii. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos y las normativas internacionales
respecto alas normativas de la Secretaria del Ambiente, se
sugiere actualizar la resolucion 222/02, por la cual se
establece el padrén de las aguas en el territorio nacional,
asi mismo a los organismos competentes controlar la
utilizacién de biol como fertilizante, como también para
su vertido directo en cuerpos hidricos. A su vez se sugiere
dar continuidad a los trabajos de investigacion similares
considerando las condiciones climaticas, principalmente
loreferente atemperaturaambiental.
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