UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CAMPUS IV

ﬂVﬂISﬂBAII}I‘ﬂ
'\ﬁ.‘\
c
S
DE CHIAP?S

AUTONOMA

BIBLIOTECA CENTRAL UNIVERSITARIA
CARACTERIZACIO) 2L AS CONDICIONES

DE OPERACION§ i'ﬂ_ BIO]

" PRESENTR™
MARIA ANGELA OLIVA LLAVEN

| 1‘“ DIRECTOR DE TESIS
E MC. SAMUEL ENCISO SAENZ
-

Tapachula de Cérdova y Ordéiiez, Chiapas; México.
Mayo del 2003



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS =
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

T2,
Y ri,

AvaISYIAIND
BE CHIAPAS

N

DI RECCION
UN. A. CH. / CAMPUS IV

OFICIO N° DFCQ/CIP 05/2003

TAPACHULA, CHIAPAS
01 DE ABRIL DE 2003
C. MARIA ANGELA OLIVALLAVEN .- "~
PASANTE DE LA MAESTRIA EN BIOTE_QNOLOG(A
PRESENTE

De acuerdo a la respuesta q emmemn los smodales que revusaron suTesns titulada:

“CARACTERIZ.ACION DE. LAS cammclnues pE OPERACION DE UN
BIOREACTOR PILOTG PARA EL TRATAMIENTO DE’ GERBAZA" me es grato informarie
que se |le autoriza la lmpresuSn de Ia mzsma

Asf también ; ":do para su Examen de Grade queda lntegrado de la siguiente

manera: o T e T T
M. en C. SAMUEL ENGISO SAENZ 4 " PRESIDENTE
DR. MIGUEL SALVADOR FIGHEROA. . "% SECRETARIO
M. en C. LUCIA MA. CRISTINA'VENTURA CANSECO o VOCAL
M en C. EVARISTO JULIO BALLINAS DIAZ . o SUPLENTE
DRA. MARIA DE LOURDES ADRIANO-ANAYA =+ . 7 SUPLENTE
ATENTAMENTE
5@3 “POR LA CONCIENGIA DE LA NECESIDAD DE SERVIR"
H 2

-

B REGDI l]ll MTRO. MARCO ANTONIO JIMENO ZAVALA
yumm DIR OR

c. p. Servicios Escolares
. G, p. Archivo
G. G. p. Minutario
MAJZ/ajrv

CARRETERA A PUERTO MADERO Km. 2 CP. 30700 TEL. 6-25-15-55 FAX 6-26-24-81 TAPACHULA CHIAPAS



AGRADECIMIENTOS

Al SIBEJ-CONACYT, por haber apoyado econémicamente la realizacién de] presente
trabajo, mediante el proyecto de investigacién denominado “Optimizacién de la produccién

de cerdaza para rumiantes”, registrado bajo el nimero 19990505006.

Al Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez, por las facilidades otorgadas para la
realizacion del presente trabajo.

Al Dr. Miguel Salvador Figueroa Coordinador de Investigacion y Posgrado del Campus
IV, de la U.N.A.CH., por el apoyo brindado para la realizacién del presente trabajo.

A la Dra. Maria de Lourdes Adriano Anaya (UNACH), gracias por las sugerencias para

la realizacién del presente trabajo.

Al M. en C. Samuel Enciso Saenz (ITTG), por su direccion y asesoria para el desarrollo

de la investigacion.

A la M. en C. Lucia Maria Cristina Ventura Canseco (ITTG), por su asesoria para el

desarrollo del presente trabajo.

Al M. en C. Evaristo Julio Ballinas Diaz (ITTG), por su colaboracion para el desarrollo

del presente trabajo.

Al M. en C. David Velasco Rufz, por su apoyo, orientacion y asesoria para el desarrollo

del presente trabajo.

A mis profesores de la Maestria por su ensefianza.



INDICE GENERAL

CONTENIDO PAGINA
Indice de Figuras i
Indice de Cuadros ii
Resumen iii
1. Introduccion 1
2. Antecedentes 4
3. Objetivos 12
4. Materiales y Métodos 13
4.1 Materias primas 13
4.2 Mezcla a fermentar 14
4.3 In6culo 14
4.4 Andlisis fisicoquimico 15
4.5 Andlisis microbiolégico 15
4.6 Construccién y operacion del fermentador 16
4.7 Disefio experimental 16
4.7.1. Variables 16
4.8 Analisis estadistico 18
5. Resultados y Discusién 19
5.1 Caracterizacion de los componentes de la mezcla a fermentar 19
5.1.1. Anélisis quimico proximal de las excretas de cerdo 23
5.1.2. Anélisis microbiolégico de las excretas de cerdo 23
5.1.2.1. Escherichia coli 23
5.1.2.2. Shigella y Salmonelia 23
5.1.2.3. Enterobacterias 23
5.1.3. Analisis quitnico proximal de las materias primas usadas para preparar
la mezcla a fermentar 24
5.1.3.1. Andlisis quimico proximal dei rastrojo de sorgo 25
5.1.3.2. Anilisis quimico proximal de la mezcla a fermentar
5.2. Efecto de las variables de operacién del biorreactor 25
5.3. Anidlisis quimico proximal de la mezcla fermentada 30
5.4. Anélisis microbiolGgico de la mezcla fermentada 32
6. Conclusiones 36
7. Bibliografia 37




8. Anexos

8.1. Cambios del pH y temperatura de los tratamientos
8.1.1. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 1
8.1.2, Cambios del pH y temperatura del tratamiento 2
8.1.3. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 3
8.1.4. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 4
8.1.5. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 5
8.1.6. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 6
8.1.7. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 7
8.1.8. Cambios del pH y temperatura del tratamiento 8
8.2. Detalles del fermentador utilizado para la fermentacién de la cerdaza

45
46
47
48
49
50
51
53




LISTA DE CUADROS

PAGINA
Cuadro 1. Factores y niveles usados para implementar el disefio 16
experimental
Cuadro 2. Disefio de los tratamientos de las unidades experimentales 17
Cuadro 3. Anélisis quimico proximal de las excretas de cerdo 19
Cuadro 4. Anélisis quimico proximal del rastrojo de sorgo 24
Cuadro 5. Andlisis quimico proximal de la mezcla a fermentar 25
Cuadro 6. Anélisis de resultados por el método de Yates 28
Cuadro 7. Andlisis quimico proximal de la mezcla fermentada 31

Cuadro 8. Comparaciones en parejas del anélisis quimico proximal 32




LISTA DE FIGURAS

PAGINA

Figura 1. Tiempo al cual la cerdaza alcanza un pH de 4.0 en los diferentes
tratamientos

27

Figura 2. Cajas petri conteniendo diferentes medios de cultivo inoculadas a
diferentes tiempos

Figura 3. Cajas pefri conteniendo diferentes medios de cultivo inoculadas
al inicio de la fermentacién

Figura 4. Cajas petri conteniendo diferentes medios de cultivo inoculadas
con la mezcla fermentada cuando alcanz6 un pH de 4.0

Figura 5. Cajas petri conteniendo diferentes medios de cultivo inoculadas
con la mezcla fermentada cuando alcanzd un pH de 4.1

Figura 6. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 1

Figura 7. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 2
Figura 8. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 3
Figura 9. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 4
Figura 10. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 5
Figura 11. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 6
Figura 12. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 7

Figura 13. Cambios del pH y la temperatura obtenidos en el tratamiento 8

34

45

46

47

48

49

50

31




RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar las condiciones de operacién de un reactor tubular no
convencional para eliminar la carga microbiana nociva de las excretas de cerdo. Se utilizd
un disefio factorial completo con tres factores, dos niveles y tres repeticiones para evaluar
la influencia de la agitacién, hermeticidad y aislamiento del biorreactor. El contenido inicial
de E. coli, Salmonella- Shigella y Enterobacterias en las excretas de cerdo fue de 10.5 X
10%,2.5 X 10° y 8.4 X 10° UFC/g de cerdaza, respectivamente. Al final de la fermentacién,
cuando las unidades experimentales alcanzaron un pH de 4.0 ya no se detectaron estos
microorganismos. El andlisis quimico proximal efectuado al inicio y al final de la
fermentacién demostrd que el proceso permitié cambios cuantitativos en los diferentes
componentes. El cambio més relevante fue la proteina cruda de 11.7% a 15%. Las
condiciones de operacion més adecuadas del biorreactor fueron: tanque abierto, no-aislado
y agitado, con estas condiciones, el tiempo al cual se alcanzé el valor de pH de 4.0 fue de

16 horas.



ABSTRACT

The objective of this work was determined the operation conditions of no-conventional
tubular reactor for remove the harmful microbial contents of the swine waste. For
evaluating the influence of agitation, hermetical and isolation of bioreactor, a complete
factorial design with three factors, two levels and three repetitions was used. The initial
content of E. coli, Salmonella, Shigella and enteric bacilli was 10.5 X 10%,2.5 X 10°y 8.4
X 10° UFC/g of swine waste, respectively. At fermentation end, when the experimental
units reach a pH 4.0, these microorganisms were not detected. The proximal chemical
analysis carry out at begin and finish the fermentation demonstrated that process allow
quantitative changes in the different components,. More relevant change was raw protein
from 11.7% at 15%. The operation conditions more adequate for the bioreactor were: open

tank, non-isolated and stirred. With these conditions, the fermentation mixture reached a

pH 4.0 in a time of 16 houss.




1. INTRODUCCION

En el estado de Chiapas, se tienen registradas 160 granjas porcicolas y se calcula que
existen otro tanto no registradas que generan aproximadamente 1,200 empleos directos y
5,800 indirectos. Adicionalmente existe la porcicultura de subsistencia, también llamada de
traspatio, la cual se practica en las zonas suburbanas de las ciudades y en el medio rural. En
materia de produccién la piara semi y tecnificada es de 8,000 vientres que aportan el 20 por

ciento de las carnes producidas en el estado (Camus y Bonifaz, 2001).

La porcicultura enfrenta muchos problemas de distinta indole, entre los que
destacan; Bajos precios en pie y en carne, escasos canales de comercializacién, altos
precios de los insumos para el alimento, bajos controles para la sanidad animal, y falta de
alternativas para cumplir los limites méximos permisibles de contaminantes basicos en las

descargas (Bazan, 2001).

La Norma Oficial Mexicana (NOM-001ECOL-1996) establece un méximo permisible
para grasas y aceites, s6lidos suspendidos totales, Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs),
nitrégeno total, fésforo total, pH y coliformes fecales. En el caso de este iltimo factor, la

descarga no debe superar un valor de 1000 como niimero més probable (NMP) por cada 100

mililitros.

Los principales contaminantes de las granjas de cerdos son las excretas (heces y orina),

apua, alimento desperdiciado, suelo y otras particulas presentes en los corrales de los



animales. Las excretas son materiales complejos, el aporte contaminante de estas excretas
depende de la etapa en que se encuentre el cerdo. Las tasas de excrecién de heces y orina
estdn relacionados con la edad del animal, su madurez fisiolégica, la cantidad y calidad del
alimento ingerido, el volumen de agua consumida, el clima y otros factores menos
importantes (Azebedo y Stout 1974). Adicionalmente a los desechos digestivos, los animales
excretan algunos forrajes no digeridos y las excretas pueden mezclarse con materiales
extrafios presentes en el ambiente (Adriano, 1995). Las deyecciones se pueden cuantificar en
términos de cantidades excretadas por dia y por peso vivo del cerdo (Smith, 1986). Taigandes
et al., (1996) con base en ocho diferentes fuentes, establecieron tasas diarias de excrecién de
6.17 Kg de heces y orina por cada 100 Kg de peso vivo, para diferentes poblaciones

animales en una granja de ciclo completo.

Normalmente la disposicién de los desechos se hace confindndolas a fosas o dejandolas
al aire libre provocando lixiviacién a los mantos acuiferos y problemas de-olores. También se
aplican al suelo para que sirva como abono organico, sin embargo, este uso provoca pérdidas
de amonio que puede ser de hasta un 81 %. La volatilizacién del amonio incrementa la Huvia
4cida y en Europa se ha reportado que es la principal causa de la acidificacién de los suelos
(Dendooven et al., 1998a). Para reducir la volatilizacion del amonio se han inyectado al suelo
los desechos semi-solidos, esto aunque reduce las pérdidas de amonio en mds del 50 %,
incrementa las tasas de desnitrificacién y las pérdidas de oxido de nitrégeno, se crean zonas
anaerdbicas calientes en el suelo y se inhibe la difusién de oxigeno ala vez que se incrementa
el consumo de oxigeno debido al aumento en la actividad microbiana provocada por la

presencia de mayor materia orgénica (Dendooven et al., 1998b).



Las excretas contienen nutrimentos que los cultivos pueden utilizar, pero también
poseen altas concentraciones de coliformes fecales que producen enfermedades infecciosas,
por lo que es necesario darles un tratamiento que elimine estos agentes infecciosos antes de
utilizarlos en los cultivos (Soria et al., 2001). En la biodigestién las bacterias lacticas,
utilizan los nutrimentos contenidos en las excretas, disminuyendo la carga orgénica a la vez
que se eliminan los coliformes fecales debido a la disminucién del pH que se presenta como
consecuencia de la produccion de dcido lactico (McCaskey y Anthony 1979). Se ha reportado
que para eliminar los coliformes se necesité de 50 dias en el caso de las excretas liquidas
(Soria et al., 2001) y de 4.5 dfas para las excretas solidas (Iftiguez et al., 1989). Sin embargo,
debido a que la produccion de desechos en una granja se presenta de manera semi-continua
(la limpieza de las granjas se hace generalmente cada 12 horas), una limitante importante
para la aplicacion de cualquier proceso de tratamiento es el tiempo de fermentacién, por lo
que es necesario optimizar el proceso, con la finalidad de disminuir el tiempo de en el cual

se eliminen los coliformes presentes en las excretas.



2. ANTECEDENTES

Los tratamientos que pueden usarse para convertir las excretas en ingredientes de forrajes y
mejorar sus propiedades de manejo, se dividen en fisicos, quimicos y bioldgicos. Los
tratamientos fisicos incluyen separaciones liquido / sélido y deshidratacién para lograr un
producto que pueda almacenarse (Diggs et al., 1965). Tradicionalmente, las excretas se han
secado ya sea de manera natural al aire libre o utilizando aire calentado a propésito.
Alternativamente, Ifiiguez et al., (1990 b) demostraron que a las excretas se les puede
disminuir el contenido de humedad al mezclarla con esquilmos agricolas para poder ser

fermentada.

Los tratamientos quimicos, que son los menos usados, incluyen el mezclado con

bactericidas biodegradables y el uso de solventes para extraer proteinas,

Los tratamientos biol6gicos se pueden dividir en anaerdbicos y aerdbicos. En los
procesos microaerofilicos, se puede promover la fermentacion homoléctica o heteroldctica
en funcion de la proporcion de 4cido lactico producido. Los procesos aerdbicos, tipo
composteo promueven la mineralizacién de la materia orgénica y se ha utilizado para
producir abono ya sea como producto final o0 como materia prima para producir

vermicomposta (Knight et al., 1977).



En el proceso microaerofilico es necesario que se promueva el crecimiento de
bacterias lacticas, para lo cual se deben presentar en condiciones dptimas los siguientes

factores:

a).- Temperatura, Las bacterias mesofilas completan su ciclo biolégico entre 15 y 40

°C y las bacterias termofilas entre 35 y 60 °C.

b).- Hermetismo. Para que el proceso de fermentacién se lleve a cabo en forma

eficiente, el biorreactor debe estar herméticamente cerrado.

c).- Presidn. Se ha considerado como 6ptima la presion de 0.0058 atm dentro del

biorreactor.

d).- Tiempo de retencién. Tiene un papel importante en la composicién quimica del

producto obtenido.

e).- Relacién carbono/mitrégeno. Para la biodigestion de las excretas liquidas de

cerdo, se ha reportado que una relacién éptima C/N es de 30:1.

f).- Porcentaje de sélidos. El porcentaje ptimo de s6lidos en la mezcla a digerir es

de7a9.



Con la finalidad de incrementar la produccién de 4cido lactico y de esta manera
disminuir el pH. Lacey et al., (1980) reportaron que la adicién de glucosa provoco una
disminucion en el pH de la mezcla. Se éncontré que cuando se adicion6é mayor cantidad de
glucosa, se detectaron menores valores de pH debido a que se incrementd la produccién de
dcidos organicos. El valor mds bajo de pH fue de 5.6 y se encontr6 a las 48 horas de

fermentacion, cuando se le adiciond 11.0 g/l de glucosa. Cuando no se adicion6 glucosa el

valor final de pH fue de 6.4.

También para obtener valores bajos de pH a menores tiempos de fermentacién de
las excretas de cerdo, se ha buscado mezclar a las excretas con fuentes de carbohidratos de
facil disponibilidad y costos accesibles. Por ejemplo maiz molido, Naugle et al., (1980),
usaron una jarra de 1 L como recipiente para la fermentacién. La jarra se llené a % de su
capacidad, se tap6 y se coloco en una camara con control de temperatura, El pH inicial de
las mezclas varid de 7.1 a 6.1, esto se debid a que el pH del mafz molido es de alrededor de
6.5, estos valores son importantes porque el pH final de la mezcla se encontrd que fue
influenciado por el pH inicial. También oiras condiciones experimentales influyeron en los
valores de pH obtenidos. Se encontré que el 10 porciento de excretas en la mezcla fue la
proporcién Optima, mayores porcentajes provocaron que el pH disminuyera muy
lentamente, alcanzando un valor de 4.6 pero después de una semana de proceso. La
temperatura también fue una pardmetro importante, a 39 °C el pH disminuyé hasta 4.6 en

dos dias, sin embargo a 21 °C se alcanzd este mismo valor pero a los siete dias. Otro factor



importante fue el contenido de humedad de la mezcia a fermentar, a 50% de humedad se
logré un pH de 4.4 después de 2 dias de fermentacién a 39 °C.

Con la finalidad de implementar lun proceso semicontinuo, Weiner (1980) report6 la
adicién de excretas diluidas y maiz molido a un biorreactor conteniendo excretas y
bacterias lacticas. El experimento consistidé en evaluar el nimero de bacterias lacticas, el
nimero de bacterias coliforines fecales y el pH a diferentes tiempos de alimentacion (48, 72
y 96 horas). El estudio se realizé completando varios ciclos para cada tiempo. Se encontrd
que hubo diferencias entre los tiempos de alimentacién y entre los ciclos de cada tiempo.
Por ejemplo con la alimentacién efectuada a cada 48 horas, a los 9 ciclos las bacterias
lacticas fueron las que predominaron. Durante los ciclos las bacterias coliformes fecales
disminuyeron en mimero desde Ios niveles iniciales de 10° por gramo de muestra seca
hasta ser cero al final del ciclo ntimero cuatro. Las levaduras incrementaron en nimero a
través de los ciclos y €l pH de la mezcla disminuy a través de los ciclos y en el cuarto
ciclo, se obtuvo pH més bajo del proceso que fue de 4.16. Cuando el esquema de
alimentacidn se cambié a intervalos de 72 horas, las bacterias licticas también alcanzaron
y mantuvieron niveles mds altos que con la alimentacién a 48 y 98 horas y las bacterias
coliformes fecales se mantuvieron en niveles bajos en el ciclo 2 y 3, pero el nimero de
estas bacterias se increment6 posteriormente en los siguientes ciclos. En los ciclos 2 y 3 el
pH se mantuvo alrededor de 4, pero en los ciclos posteriores se elevd hasta alcanzar un
valor de 7.24. El comportamiento fue similar cuando la alimentacién se realizé a cada 96
horas. De estos estudios se concluye que los 4cidos (principalmente 4cido l4ctico),

producidos por las bacterias lcticas contribuyeron significativamente 2 disminuir el



nimero de bacterias coliformes fecales. Sin embargo otros autores (Gilliland y Speck,
1977; Hamdan y Mikolajeik, 1974), reportaron que las bacterias licticas también inhibieron
el crecimiento de otros organismos y qu;: esta inhibicién estuvo asociada con la produccién
de 4cido lactico pero también con la sintesis de 4cidos grasos de cadena corta, perdxidos y
antibidticos. Los datos sugieren que aunque es ¢l 4cido lactico el responsable principal de la
muerte de las bacterias coliformes fecales, el 4cido por si solo no puede efectuar la
eliminacién completa de estos organismos sobre todo cuando las bacterias se presentan en
mimeros excesivos. Al parecer la eliminacién de las bacterias coliformes fecales estd
relacionada con la presencia de substancias inhibitorias del crecimiento, presentes en la
mezcla fermentativa y que son solubles en acetona-metanol. Los datos sugieren la
necesidad de experimentar para determinar la naturaleza y origen de estas substancias
inhibidoras del crecimiento y para determinar las condiciones que favorezean su
produccién con-la finalidad de llevar a cabo procesos fermentativos que eliminen
eficazmente las bacterias coliformes fecales de las excretas porcinas.
.

Con respecto a los tipos de biorreactores usados, los mds comunes son los tubulares

que foncionan con flujo pistén. Floyd y Hawkes (1986), reportaron la operacidn de un

digestor tubular a escala laboratorio para tratar desechos de granjas porcicolas.

Los digestores de flujo pistén son reactores alargados en los cuales los desechos se
mueven por un proceso de desplazamiento a medida que los desechos son digeridos.
Funcionan sin agitacién debido a que no requieren partes moéviles o gasto de energia para

lograr el mezclado, y su construccién es barata (Hills y Walker, 1982). Estos digestores se



producen comercialmente para iratar excretas animales en los ranchos de los EU y al
parecer operan exitosamente a excepcién de gue sufren problemas de taponamientos que
muchas veces bloquean el digestor (Martm et al., 1983). Los taponamientos ocurren cuando
las particulas sélidas se acumulan en la interfase gas / liquido y dicha interfase puede ser

minimizada si el digestor se inclina (Karim, et al., 1993).

Se han hecho trabajos para disefiar digestores de flujo pistén de tipo inclinado que
utilizan excretas de cerdo con bajo contenido de s6lidos (1% de sdlidos totales) (Hawkes et
al., 1981). Aunque se refieren comiinmente corﬁo digestores de flujo pistén, es poco
probable que ocuria ¢l verdadero flujo pistén debido a que la materia se mueve
secuencialmente a través del reactor, por lo que es mds apropiado referirse como
“biorreactores tubulares”. Fanfoni et al., 1978, no encontraron diferencias entre los patrones
del movimiento de las fracciones liquidas y sélidas, ambas fracciones mostraron un flujo
pistén altamente disperso. Hawkes et al,, 1981, realizaron un estudio comparativo del
funcionamiento de los biorreactores tubulares con los biorreactores convencionales de
tanque agitado y encontraron que los resultados justifican el disefio de los biorreactores

tubulares para usarse en el tratamiento de excretas animales.

Cabe mencionar que ¢l trabajo que reporta la fermentacién en la cual se logra la
eliminaciéon de las bacterias coliformes fecales en menor tiempo es el que utiliza un
biorreactor tubular rotatorio cilindrico a escala piloto con una capacidad de 341 m’.
Ifiguez (1989), logré disminuir el pH hasta 4.2. En este estudio, los sélidos recuperados de

las excretas de cerdo se combinaron con sorgo molido utilizando la proporcién 55:45

10



respectivamente y se fermentaron. Periddicamente, se hicieron mediciones de pH vy de
coliformes fecales como controles de calidad del producto fermentade. Después de un
tiempo de retencién total de 4.5 dias ;cn el fermentador de tres cémaras, los coliformes
fecales murieron y el producto fermentado tuvo un pH de 4.0 Los contenidos de las tres
camaras tuvieron un pH de 4.2, 4.0 y 4.0, respectivamente. Los sdlidos recuperados
tuvieron un pH de 6.5 antes de la fermentacién. El producto obtenido presenté una

consistencia manejable y no tuvo olores fecales,

11



3.- OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Determinar las condiciones de operacion de un reactor tubular no convencional que permita

eliminar la carga microbiana nociva de las excretas de cerdo en menor tiempo.

3.2. PARTICULARES

3.2.2, Caracterizacion microbioldgica de las excretas de cerdo.

3.2.3. Caracterizacion fisico - quimica de las excretas de cerdo, las materias primas y el

producto de la fermentacion.

3.2.3.- Determinar el pH y la temperatura a diferentes tiempos de la mezcla a fermentar

bajo diferentes condiciones de operacion.

12



4. MATERIALES Y METODOS:

4.1, Materias primas

Los s6lidos de excretas de cerdo se obtuvieron en la granja “MUNDET” ubicada en el
municipio de Suchiapa, Chiapas que se encuentra ubicado en las siguientes coordenadas
geograficas: 16°38° N, 93°06° W. Este municipio estd situado en la regién central del
Estado. La granja tiene 300 cerdos en promedio. Los cerdos tienen entre 25 y 105 Kg de
peso y se mantienen con dietas basadas en sorgo y complemento vitaminico. Se eligid esta
granja debido a que las instalaciones, la prevencién de enfermedades y la alimentacién
tienen un grado de tecnificacién por encima del promedio de las granjas que se encuentran
en Chiapas. Otra razon es que el niimero de cerdos de la granja es el adecuado para hacer el

estudio porque el volumen de excretas generadas abastece para la capacidad del

fermentador piloto.

La recoleccion de las excretas se hizo directamente de los encierros, antes de aplicar
agua con la finalidad de no incrementar la humedad. Las excretas se mezclaron con

rastrojo de sorgo en una proporcién de 59:26 para obtener el contenido de humedad

deseado.

La melaza como fuente principal del carbono, con una densidad de 1.4 g/ml, se
obtuve de la Unidn Ganadera Local (Suchiapa) y proviene del Ingenio Azucarero “La Fé”,

ubicado en el municipio de Venustiano Carranza, Chiapas.

13



En base a investigaciones realizadas por Hrubant et al., (1978), y Sutton et al.,
(1987) se eligid rastrojo de sorgo (y/o rastrojo de maiz) como sustrato sélido para facilitar
la fermentaci6n y fue proporcionado po'r el mismo propietario de la granja “Mundet”. Este
rastrojo fue molido usando un molino de martillos y se hidraté con agna (1.4 L de agua por
1 Kg de rastrojo molido). El suero de leche fue adquirido de la misma pranja cuidando de
que fuera obtenido del mismo dia. Las ventajas de utilizar estas materias primas son la

disponibilidad y los bajos costos.

4.2. Mezcla a fermentar

Se realiz6 de la signiente manera: melaza, cerdaza y rastrojo de sorgo mezclados en la

signiente proporcion en peso: 15: 59: 26 (Vazquez, 2002).

4.3. Inéculo
Se empleo el protocolo descrito por Vazguez (2002), que consistié en tres etapas:

Etapa 1: se pesaron 10 g de cerdaza. A esta cerdaza se le adicion6 90 mL del medio
de cultivo que se describe posteriormente y se dejé incubando a temperatura ambiente
durante 27 horas.

Etapa 2: se utilizaron 80 mL del inéculo obtenido en la etapa 1, adicionandole 504
mL del medio de cultivo més 216 g de la mezcla a fermentar y se dejé incubando a
temperatura ambiente durante 27 horas.

Etapa 3: se usaron 2160 ml. del medio de cultivo, 5040 g de la mezcla a fermentar y

se le adicioné 800 mL del in6culo obtenido en la segunda etapa.
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El medio de cultivo se prepar6 en base al medio no selectivo para el cultivo de
bacterias del rumen (Church, 1974) adicionando 5.00 g de aziicar; 0.50 g de almidén de
yuca; 7.00 g de sal mineral; 200,00 mL de suero de leche; y agua destilada para ajustar a

un volumen total de 1 L.

4. 4. Andlisis fisicoquimicos
Las pruebas que se efectuaron a las materias primas y al producto de la fermentacién

fueron: humedad, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda, cenizas y extracto libre de

nitrégeno (AOAC, 1981).

4.5. Andlisis microbiol6gico

A 20 gramos del producto fermentado se le adicionaron 180 ml de agua (1:10),
mezcldndola en un agitador Waring por 5 min. El filtrado se us6é para los anilisis
microbioldgicos. El conteo en placa de las bacterias totales y el conteo de los coliformes
totales se estimaron en el filtrado obtenido en las determinaciones anteriores usando los

siguientes medios de cultivo: agar - azul de metileno-eosina, agar-Shigella y Salmonela y

agar-McConkey.

4.6. Construccioén y operacion del fermentador
En base a investigaciones realizadas por Iiiiguez et al. 1989, se construyé un fermentador
piloto de PVC de 68.58 cm de largo y 15.24 ¢cm de didmetro, con cuatro deflectores de 3

cm de ancho colocados a un dngulo de 60° a lo largo del reactor y tapas localizadas en los
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extremos que permiten el paso de la mezcla excretas-rastrojo a través del fermentador. La
mezcla a fermentar, ocup6 2/3 del volumen nominal del fermentador.

El fermentador funcioné sobre 1:uedas ancladas a flechas impulsoras en paralelo (se
emplearon tres juegos de poleas con su respectiva banda para ajustar a la velocidad

deseada). La potencia de la flecha la proporcioné vn motor de velocidad variable 1/8 hp

(Anexo 2).

4. 7. Disefio experimental

4.7.1. Variables

Para analizar el efecto de las variables de operacion del biorreactor, se utilizd un disefio
factorial completo con tres factores a dos miveles (2°) utilizando los siguientes factores:
condiciones de aislamiento térmico, velocidad de agitacién y condiciones de hermeticidad.

En el Cuadro 1 se presentan los factores analizados asi como sus correspondientes niveles.

Cuadro 1. Factores y niveles del disefio experimental

Factor A Factor B Factor C
Agitacion Condiciones de hermeticidad Aislamiento
(+) agitado {(+) cerrado {(+) aislado
(-) no agitado (-) abierto (-) no aislado
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4. 7. 2. Disefio de tratamientos: En el Cuadro 2 se presenta la descripcion de los diferentes

tratamientos implementados para analizar el efecto de los factores y niveles de acuerdo al

disefio experimental factorial completo.

Cuadro 2. Disefio de tratamientos de las unidades experimentales

Tratamiento Notacioén Descripcion
1 --- No agitado, abierto y no aislado
2 +ow - Agitado, abierto y no aislado
3 -+ - No agitado, cerrado y no aislado
4 + + - Agitado, cerrado y no aislado
5 - - -+ No agitado, abierto y aislado
6 + - + Agitado, abierto y aislado
7 -+ + No agitado, cerrado y aislado
8 + + + Agitado, cerrado y aislado

Nota: El nimero de tratamientos fueron 8 con tres repeticiones, por lo que se generaron 24

unidades experimentales,

4.,7.3. Variables

Las variables fueron: pH; temperatura; anélisis quimico proximal y analisis microbiolagico

(cualitativo) del producto final.
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4.8. Anélisis estadistico

Para comparar los diferentes tratamientos de fermentacion, se realizd un ANAVA
utilizando el método de Yates (Box et al) Para efectuar la comparacién de los pardmetros
del andlisis quimico proximal antes y después de Ia fermentacién, se efectuaron pruebas
de hipdtesis de comparaciones apareadas utilizando la estadistica de prueba ¢ de Student

con n-1 grados de libertad v oo = 0.05 (Wayne 1992). En este caso la hip6tesis nula y

alternativa fueron las siguientes:
Ho:pg 20

Hpypg< 0
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacién de los componentes de la mezcla a fermentar:
En el Cuadro 3 se muestran los resultados del analisis quimico proximal efectuado a

las excretas de cerdo coleciadas en la granja “Mundet”.

Cuadro 3. Andlisis quimico proximal de las excretas de cerdo

PARAMETRO % Base seca -

Humedad 68.92 +1.425
Cenizas 1245 + 0.490
Extracto etéreo 0.45 +0.020
Fibra cruda _ 10.63 +0.300
Proteina cruda 20.60 +0.595
Extracto libre de nitrogeno 55.87 +0.380
Materia seca 31.08 +0.820

En el Cuadro 3 se puede observar que para cenizas los reportes son muy
divergentes, por ejemplo Ifliguez et al., en 1989 obtuvieron (9.3 %), Hilliard et al., (1979)
obtuvieron dos valores 10.0% y 28.0% mientras que Kornegay et al., (1977) reportaron
15.3 %. La justificacién de las divergencias es que éste y los demds pardmetros estin

determinados en gran medida por la dieta y la edad de los cerdos que generaron las
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excretas. Especificamente las cenizas dependen en gran medida de los minerales incluidos

en la alimentacién.

Con respecto al extracto etéreo, los reportes indican valores muy por encima
de los obtenidos en el presente trabajo (Cuadro 3). Hilliard et al., (1979) reportan valores de
2.0 y 9.0% y Kornegay et al., (1977) obtuvo un valor de 8.0%. El resultado inferior se
puede explicar en funcién de que la granja Mundet de la cual se obtuvieron las muestras

utiliza alimento con poca cantidad de grasa.

La fibra cruda obtenida (Cuadro 3) se encuentra dentro de los valores reportados.

7.0 % y 23.0% (Hilliard et al., 1979); 14.8% (Kornegay et al., 1977) y 15.0% (Smith y
Weeler, 1979).

Los valores promedio de la proteina cruda obtenido (Cuadro 3) es muy cercano a lo
reportado por Kornegay et al., (1977) 23.5 %, Hilliard et al., (1979) 24.0% y Sutton et al.,
(1988) 25.7 %.

El valor obtenido de extracto libre de nitrégeno fue alto en comparacién con el valor
reportado por Kornegay et al., (1977) que fue 38.3%. Debido a que este pardmetro se
calcula considerando la suma de todos los valores de los demds pardmetros, su valor refleja
de manera global la influencia de la raza, edad y régimen alimenticio de los cerdos. Las
excretas se obtuvieron de cerdos en crecimiento, etapa en la cual tienen el mayor porcentaje

de asimilacion de nutrientes. En la granja “Mundet”, los cerdos son alimentados con dietas
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de alto contenido de carbohidratos y posiblemente por esta razén, el extracto libre de
nitrégeno de las excretas fue alto. Esta consideracién deberd retomarse en la discusién de
los resultados de la fermentacion, debido a que la cerdaza forma parte de la mezcla que

finalmente sirve como fuente de nutrientes de las bacterias fermentativas.

Pearse (1979) discutié que el contenido de nutrientes y la calidad de las excretas
cambiaron en funcién de (a) la composicién y la naturaleza fisica de la dieta de los
animales donadores, (b) el nivel de alimentacion, y (c) la raza y .edad de los grupos de
cerdos. También puntualizé que el valor nutricional de las excretas es afectado por varios
factores de mangjo tales como la adicién de material distinto a las excretas, el almacenaje y
el tratamiento antes de la utilizacidn. De estos factores, la cantidad de energia disponible es
de importancia critica y estd directamente relacionada con la cantidad de los carbohidratos
vegetales sin digerir, Smith et al.,, (1980), asi como Pearse (1979) enfatizaron que no
solamente la cantidad de fibra sino también su naturaleza son los factores que afectan su
biodegradabilidad. Los cerdos tienen una limitada capacidad para digerir la fibra dietética
y utilizan ciertos componentes de la pared celular mejor que ofros componentes (Keys et
al., 1969). La fibra presente en las excretas de los cerdos se origina a partir de una variedad
de ingredientes de los alimentos y debido a que las fibras de diferentes fuentes tienen
diferentes propiedades, se espera que influya en las caracteristicas nutricionales de las
excretas. Los reportes que evidencian la gran variabilidad en la composicién y en el valor
nutricional de las excretas de cerdo confirman la argumentacién anterior (Orr, (1973);
Kornegay et al., (1977); Hilliard et al., (1979)). En el trabajo reportado por Stanogias et al.,

(1980) se encontrd que el tipo y el nivel de la fibra en las dietas de los cerdos en
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crecimiento tuvieron una gran influencia sobre la composicién de Jas excretas. Por ejemplo,
los contenidos de proteina cruda vari6 en el rango de 3.3 hasta 20.4 %, la fibra cruda varié
en e] rango de 10.7 hasta 48.1, 1 el extracto libre de nitrégeno varié desde 9.1 hasta 74.2 %

y otros componentes tuvieron una variacién similar,

En el trabajo de Stanogias et al., (1980) se menciona que las proporciones de los
componentes de la fibra, particularmente celulosa y hemicelulosa fueron suficientes para
proporcionar diferentes cantidades de energia para la proliferacién de los microorganismos.
Debido a la limitada capacidad de los cerdos para digerir los componentes de la pared
celular, las dietas que contienen niveles considerables de estas fracciones podria esperarse
que generen heces con altas concentraciones de energia para los microorganismos
celuloliticos. Sin embargo, la facilidad con que los microorganismés digieran la pared
celular depende no solamente de las proporciones relativas de los diferentes componentes
sino también de la naturaleza de las asociaciones de la celulosa y hemicelulosa con otros

componentes de la pared celular tales como lignina, cutina, taninos y minerales (Van Soest,
1975).

La cantidad de proteina cruda de las heces es un factor todavia mas importante que
la fibra porque las proteinas pueden ser usadas directamente por los microorganismos no-
celuloliticos tales como las bacterias 14cticas que son tan importantes en la fermentacién de
la cerdaza. Las proteinas son fuente de nitr6geno, carbono y energia directamente
metabolizable. Las excretas usadas en el presente estudio fueron de calidad nutricional

excelente debido a su alto contenido de proteina cruda. Sin embargo, debido a que estas
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excretas se mezclaron con otras materias primas tales como melaza y rastrojo de sorgo, la

composicion de la mezcla es la que se debe considerar para el andlisis nutricional.

5.1.2, Andlisis microbioldgico de las excretas de cerdo.

5.1.2.1. Escherichia coli. Los anilisis cualitativos evidenciaron la presencia de estos
microorganismos, debido a que las colonias mostraron un color verde metilico con centro
oscuro cuando las muestras se incubaron en medio EMB. En este mismo medio se
cuantificé que el nimero de bacterias correspondientes a E. coli fue de 10.5 X 10°

microorganismos/ g.

5.1.2.2. Shigella y Salmonella. Se demosird que estos microorganismos se
encontraban presentes en las excretas, ya que las colonias presentaron un color grisiceo
opaco y algunas también presentaban centro negro cuando las muestras se incubaron en el
medio SS. En este mismo medio se cuantificé que el mimero de bacterias correspondientes

a Shigella y Salmonella fue de 2.5 X 10° microorganismos/ g.

5.1.2.3. Enterobacterias. Se evidencio la presencia de estos microorganismos en las
excretas, ya que las colonias mostraron un color rosa intenso cuando las muestras se
incubaron en el medio McConkey. En este mismo medio se cuantificé que el ntmero de

enterobacterias fue de 8.4 X 10¢ microorganismos/ g.
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Los valores anteriores se pueden comparar con los reportados por Weiner (1980),
quien obtuvo valores de 3.5+ 4.4 x 10 ¢, microorganismos/g de peso seco de coliformes

| fecales en muestras de cerdaza los cuales no son tan diferentes.

5.1.3.~ Andlisis quimico proximal de las materias primas usadas para preparar la mezcla a
fermentar.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos del andlisis quimico proximal
efectuado al rastrojo de sorgo y en el Cuadro 5 se tienen los resultados del andlisis

efectuado a la mezcla a fermentar que contenia sorgo, excretas de cerdo, melaza,

Cuadro 4. Andlisis quimico proximal del rastrojo de sorgo.

PARAMETRO % base seca &

Humedad 80.82 +1.710
Cenizas 11.71 +0.580
Extracto etéreo 1.45 + 0.040
Fibra cruda 35.53 10470
Proteina cruda 8.63 +0.110
Extracto libre de nitrogeno 42.68 + 0.040
Materia seca 19.18 +0.710
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BIBLIOTECA CENTRAL INIVERSITARIA
Cuadro 3.~ Anilisis quimico proximal de la mezcla a fermentar.

PARAMETRO Y% base seca -

Humedad 78.79 +1.450
Cenizas 16.56 +0.048
Extracto etéreo 12.05 +0.060
Fibra cruda 8.32 +0.570
Proteina cruda 11.70 +0.220
Extracto libre de nitrdgeno 51.37 + 1.400
Materia seca 21.21 +0.650

5.2, Efecto de las variables de operacién del biorreactor.

En la Figura 1 se muestra el tiempo (horas) en que la mezcla fermentada alcanzé un pH de
4.0 en cada uno de los tratamientos probados de acuerdo al disefio experimental factorial
completo. Los resultados son el promedio de tres repeticiones. Se observa que los
tratamientos 2 y 6 es en donde se logré que el pH de 4.0 se alcanzara en el menor tiempo
posible (16 horas). En ambos tratamientos el biorreactor se trabajé abierto y con 0.6 rpm.
La diferencia fue que en el tratamiento 2 el biorreactor se recubrid para tratar de mantener
una temperatura constanté y en ¢l tratamiento 6 el biorreactor no fue aislado. En el anexo 1

se incluyen las Figuras con el comportamiento del pH y de la temperatura para cada

tratamiento efectuado.
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A través del andlisis de resultados mediante el método de Yates (Cuadro 6) se
encontrd que el factor que tuvo mayor i;lﬂuencia para que el pH disminuyera con rapidez
fue la hermeticidad, ya que al pasar de la condicion de abierto a cerrado se incrementa el
tiempo de fermentacidn; el otre factor que influyé fue la interaccién hermeticidad-
agitacion, ya que al pasar de agitado a no agitado se reduce el tiempo del proceso. Estos
resultados indican que la fermentacién requiere condiciones micro-aerofilicas mas que
condiciones anaerdbicas. El resultado es interesante debido a que la mayoria de los estudios

‘relativos al disefio de reactores para el tratamiento de la cerdaza se han enfocado a las
condiciones anaerébicas (Sweeten, 1980). La operacién del reactor de forma abierta
pertiiitid que se lograran condiciones micro-ae;oﬁ]icas. Estas condiciones posiblemente
permitieron que se produjera mayor concentracion de acidos organicos los cuales a su vez
provecaron la disminucién del pH a mayor velocidad que con las condiciones anaerébicas

(con el reactor cerrado).
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Tiempo (h)

Tratamiento

Fig 1.- Tiempo al cual la cerdaza alcanza un pH de 4.0 en los
diferentes tratamientos.
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Cuadro 6. Analisis de Resultados por el método de Yates

Tratamiento| A | B | C | Y |Interacciomes| 1 | 2 3 | Efecto| 3%8
1 - - (2| 1 36 |82 | 164 | - | -
2 + - - 16 A 46 | 82 -8 2 8
3 - + - 23 B 36 | -4 20 5 S0
4 + + - 23 AB 46 -4 8 2 8
5 - - T 20 C -4 10 0 0 0
6 + - + 16 AC 0 10 0 0 0
7 - # & 23 BC -4 4 0 0 0
8 + + o= 23 ABC 0 4 0 0 0

El apdlisis de varianza de los resultados demostré que ni Ia agitacién ni la
interaccion agitacion — hermeticidad fueron significativas (Fr=17.71 @ a = 0.05) mientras

que la hermeticidad fue altamente significativa (Fr=15.42 @ o = 0.01).

El efecto de la interaccién de los factores agitacién y hermeticidad, aunque no
significativos, se puede analizar con respecto a las condiciones que provocan dentro del
biorreactor en relacién con el intercambio gaseoso dentro de la mezcla. Las condiciones de
operacion a tanque abierto permitieron que existiera aireacion superficial a través de la

superficie libre, factor que también es importante en muchos procesos industriales que
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utilizan fermentadores de escurrimiento como principio de operacion, por ejemplo, en Ia

produccién de vinagre y en el tratamiento de desechos acuosos.

Se ha estudiado con detalle la transferencia de masa hacia adentro y hacia faera de
la pelicula de liquide (Bailey y Ollis, 1997) sin embargo, hace falta todavia mas
informacién cuando se trata de explicar lo que sucede cuando participan las células y es que
se deben de incluir los aspectos bioquimicos en el andlisis, Evidentemente, los factores que
hacen la diferencia entre una actividad aerdbica y una anaerdbica dependen de la
concentracién de oxigeno dentro de la mezcla a fermentar, del coeficiente de difusién de
oxigeno (que depende en gran parte de la viscosidad y densidad de la mezcla) y de la
velocidad de respiracion o de consurho del oxigeno por los microorganismos. De acuerdo a
las condiciones experimentales que se emplearon en el presente trabajo, muy
probablemente sea la concentracién de oxigeno el factor que controla el proceso de
tratamiento de la cerdaza ya que este depende de las condiciones de hermeticidad y de
agitacién del biorreactor. Refuerza alin mas el hecho de que se encontré que la interaccién
tanque no-hermético y agitacién a 0.6 rpm fue favorable para disminuir €l pH con més
celeridad, debido 2 que la agitacién permite que el oxigeno se distribuya de forma mé;s
bomogénea y por lo tanto gue el metabolismo microaerofilico sea dominante sobre el

anaerdbico.

Por otro lado, en las condiciones en que se oper6 el biorreactor y las caracteristicas
de viscosidad y contenido de sélidos de la mezcla a fermentar, o més probable es que se

bayan generado condiciones microaerofilicas (Bailey y Ollis, 1997).
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La disminucién del pH se debe probablemente a la produccién de &cidos orgénicos,
ya que, en trabajos previos, se ha reportado que es el 4cido Ié;ctico el que se produce en
mayor proporcion, En los microorganiémos el lactato se forma normalmente a partir del
piruvato, la reaccién también se produce en las células de los organismos superiores cuando
la cantidad de oxigeno disponible es limitada, como ocurre en el musculo durante la
actividad intensa (Stryer, 1995). Este conocimiento se aprovecha a nivel industrial para
maximizar la produccién de 4cido lictico manipulando la concentracién de oxigeno
disuelto el medio de fermentacion. Por ejemplo, en el estudio cinético para evaluar la
conversién de diferentes substratos a dcido lactico usando Lactobacillus bulgaricus, que es
una bacteria anaerébica facultativa, se determiné el efecto de la presencia del oxigeno
- sobre el crecimienio microbiano y la formacién de 4cido lictico. Se enconttd que el
mieroorganismo no crecid bajo condiciones aerdbicas, sin embargo bajo condiciones

microacrofilicas, se encontrd la mayor velocidad especifica de crecimiento (Burgos-Rubio,

2000).

5.3. Anélisis quimico proximal de la mezcla fermentada,

Los resultados del analisis quimico proximal de las mezclas fermentadas se muestran en el
cuadro 7. Al comparar los valores de los cuadros 5y 7 y realizando la prueba de hipétesis
de comparaciones apareadas con o = 0.05 en la cual se acepta Ia H, para Ilos pardmetros
de fibra cruda, protefna cruda y extracto etéreo; en los pardmetros de humedad, éxiracto
libre de nitrégeno, materia seca y cenizas se acepta la Hy (Cuadro 8). Higuez (1990)

enconird que después del proceso de fermentacién el contenido de protefna cruda se
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incrementé de 11.7%, al inicio de la fermentacién a 12.1 % (incremento del 3.4%),
mientras que en el presente trabajo se obtuvo un incremento de 28,2%. La diferencia
observada pudo deberse al empleo de un indculo més “rico” ya que en el presente trabajo el

suero de leche pudo haber aportado una microbiota rica en bacterias lacticas.
Con respecto a el extracto etéreo, los valores reportados por Ifliguez et al (1990) son
més bajos (3.13 %) que los obtenidos en este trabajo (13.91 %). Con respecto al contenido

de fibra cruda no se observaron diferencias significativas (7.3 % versus 7.06 %).

Cuadro 7. Anilisis quimico proximal de la mezcla fermentada.

Parametro % Base seca c
Humedad 78.27 +2.085
Cenizaé 15.32 +0.720
Extracto etéreo 13.91 +0.030
Fibra cruda ' 7.06 +0.040
Proteina cruda 15.00 +0.530
Extracto libre de nitrégeno 48.71 +1.400
Materia seca 21.73 +0.590
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Cuadro 8. Comparaciones en parejas del analisis quimico proximal (antes y después de la

fermentacion).
Pardmetro ¢ calculada ftabla con o = 0.05
Humedad 2.2500 2.9200
Cenizas 2.5876 2.9200
Extracto etéreo 3.5400 2.9200
Fibra cruda 8.0600 2.9200
Proteina cruda 11.3592 2.9200
Extracto libre de nitrogeno 1.1600 2.9200
Materia seca 2.2516 2.9200
GL=2

5.4. Analisis microbiologico de la mezcla fermentada

En la Figura 2 se presentan las fotografias de las cajas de Petri inoculadas con Ia mezcla
fermentada a diferentes tiempos. Se observd que al tiempo cero el niimero de colonias
pertenecientes a coliformes totales, Salmonella, y Shigella fueron incontables (Figura 3) sin
embargo, conforme la fermentacion avanza dicha concentracién disminuye y cuando el
proceso alcanzo valores de pH igual o inferior a 4.0 (Figura 4) no se detecto ninglin
microorganismo en los diferentes medios selectivos EMB, SS y McConkey. Estos

resultados difieren ligeramente con lo reportado por liiguez et al. (1990), ya que dichos
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autores no detectan los microorganismos mencionados anteriormente a pH de 4.2 (Figura

5).

Es importante el percatarse de la presencia de los microorganismos potencialmente
patégenos presentes en las excretas debido a que este pardmetro es un indicador de la
eficiencia del proceso fermentativo y porque asi lo exige la Norma Oficial Mexicana
(NOM-ECOL 001-1996), la cual determina un cero por ciento de coliformes totales para

productos con calidad de suplemento alimenticio.
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Figura 4.- Cajas Petri conteniendo diferentes medios de cultivo
inoculados al final de la fermentacion.

Figura 5.- Cajas Petri conteniendo diferentes medios de cultivo
inoculados a pH 4.1.
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6. CONCLUSIONES
Las excretas de cerdo empleadas en este estudio contienen microorganismos potencialmente

pat6genos a niveles de 10.5 X 105, 2.5 X 10% y 8.4 X 10° UFC/g de cerdaza, de E. coli

Salmonella - Shigella y Enterobacterias, respectivamente.

Al final de la fermentacién, cuando las unidades experimentales alcanzaron un pH de 4.0

no se detectaron bacterias coliformes totales, Salmonella, Shigella y E. coli.

El anélisis quimico proximal de la mezcla inicial y la mezcla fermentada demosir6 que el
proceso de fermentacién, bajo las condiciones de operacién experimentadas, permite
cambios cuantitativos en los diferentes componentes, siendo el cambio més relevante el de

proteina cruda que varié de 11.7% a 15%.

De las variables estudiadas la que influyé de una manera decisiva a disminuir més
rapidamente el pH de la mezcla a fermentar fue la condicién de hermeticidad, ya que los

tiempos mdés pequefios se encontraron cuando el fermentador se operd en condici6n abierta.
Las condiciones de operacién méis adecuadas del biorreactor empleado en este estudio

fueron a tanque abierto, no-aislado y agitado, con esto el tiempo al cual se alcanz6 el valor

de pH igual a 4.0 fue de 16 horas.
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8. ANEXOS

8.1. Cambios de pH registrados en los diferentes tratamientos.

8.1.1. Tratamiento 1 (Tanque no agitddo abierto y no aislado).- En este tratamiento la
mezcla a fermentar tuvo un valor inicial de pH de 5.04 y conforme fue transcurriendo el
tiempo de fermentacion, este valor fue disminuyendo de tal manera que a las 20 horas se
registr6 el valor mas bajo de la fermentacion, que fue de 3.99. La temperatura presentd un
comportamiento variable con un valor inicial de 32 °C, a las 10 horas la mezcla a fermentar
present6 un valor de 36° C, manteniéndose en este valor hasta las 16 horas de fermentacion,
Después de este tiempo se registrd un valor de 35 °C, manteniéndose en este valor hasta el
final de la fermentacién (Figura 6).
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Figura 6. Cambios en el pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor no agitado, abierto y no aislado (tratamiento 1).




8.1.2. Tratamiento 2 ( agitado, abierto y no aislado0.6 tpm).- En la Figura 7 se observa que
la mezcla a fermentar presenté un pH inicial de 5.0. En las primeras 10 horas de
fermentacién se observd una disminucion gradual hasta llegar a un valor de 4.5. Después de
las 10 horas, la disminucién del pH fue més marcada con lo que a las 14 horas la mezcla
alcanzd un valor de 4.1. El pH siguié disminuyendo hasta alcanzar un pH de 4.0 a las 16
horas y un valor final de 3.8 a las 20 horas manteniéndose estable hasta las 23 horas. Con
respecio a la temperatura, se observé un comportamiento variable. Al inicio de la
fermentacion la temperatura fue de 32 °C. Este valor se incrementd hasta alcanzar 36 °C a
las 10 horas. Después de este tiempo y después de un periodo estable de dos horas, la
temperatura descendié a un valor de 34° C, manteniéndose estable durante 2 horas para
posteriormente aumentar a 36 °C y disminuir a un valor de 33 °C hacia el final de Ia
fermentacion.
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Figura 7. Cambios en el pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor agitado, abierto y no aislado (tratamiento 2).
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8.1.3. Tratamiento 3 (no agitado, cerrado y no aislado).- La Figura 8 muestra que la mezcla
a fermentar tuvo un valor de pH inicial de 5.09. La disminucion del pH fue muy répida
hasta alcanzar un valor de 4.30 a Ias. 12 horas. Después de este tiempo, el pH sigui6
disminuyendo pero a una velocidad menor que la que present6 al inicio de la fermentacion.
El valor final registrado fire de 4.02. El valor inicial de la temperatura fue de 32 ° C. Este
valor fue aumentando hasta alcanzar 35 °C a las 10 horas de la fermeniacién.
Posteriormente se observé un comportamiento fluctuante, pero en general hubo una

disminucidn y al final de la fermentaci6n la mezcla alcanzé un valor de 33 °C. (Figura 9).
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Figura 8. Cambios en el pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor no agitado, cerrado y no aislado (tratamiento 3).




8.1.4. Tratamiento 4 (agitado, cerrado y no aislado).- En la Figura 9 se observa que a
diferencia de los demds tratamientos, el pH se maniuvo praeticamente constante en las
primeras 10 horas de la fermentacion. Dlaspués de este tiempo hubo una disminucién rapida
hasta alcanzar un valor final de 4.0 a las 23 horas de la fermentacién. La temperatura se
elevd desde un valor de 32 °C hasta llegar a 37 °C a las 12 horas, manteniéndose en un
periodo estable hasta las 18 horas. Después de este tiempo, la temperatura descendi6 a un

valor de 35° C y este valor se mantuvo hacia el final de la fermentacién.
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Figura 9. Cambios en el pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor agitado, cerrado y no aislado (tratamiento 4).
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8.1.5. Tratamiento 5 (no agitado, abierto y aislado). En 1a Figura 10 se observa que el pH de
la mezcla a fermentar presenté un valor inicial de 5.04 para despuésdescender a 4.0 a las 20
horas de la fermentacion. Este valor se. mantuvo estable hacia el final de la fermentacién.,
La temperatura inicial fue de 32° C, este valor se elevo hasta 34 °C a las 10 horas de la
fermentacién manteniéndose constante hasta las 20 horas.

Después de este tiempo descendié a 33° C.
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Figura 10. Cambios en ei pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor no agitado, abierto y aislado 0.0 rpm (tratamiento 5).
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8.1.6. Tratamiento 6 ( agitado, abierto y aislado). En la figura 11 se observa que el pH
inicial de la mezcla a fermentar fue de 5.00 y posteriormente descendi6 a un pH de 4.00 a
las 16 horas, posteriormente siguié przasentando una disminucién hasta el final de la
fermentacién, obteniéndose un valor de 3.8 a las 23 horas. La temperatura inicial fue de
29° C , este valor se elevé hasta 31° C a las 10 horas de la fermentaci6n, posteriormente
descendi6 a 30° C este valor se mantuvo entre las 12 y 14 horas elevindose a las 16 horas a

31° C, manteniéndose constante hasta el final de 1a fermentacion.
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Figura 11. Cambios en ef pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor agitado, abierto y aislado (tratamiento 6).

49




8.1.7. Tratamiento 7 (no agitado, cerrado y aislado). En la Figura 12 se observa que el pH
desciende rdpidamente desde un valor inicial de 5.09 hasta alcanzar 3.9 a las 23 horas de la
fermentacion. En este tratamiento se ob‘serva que la temperatura inicialmente se elevé hasta
alcanzar un valor de 35° C a las 12 horas de la fermentacion, después de este tiel;npo el
valor descendié a un valor de 32 °C, manteniéndose constante hacia el final de la

fermentacion.
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Figura 12, Cambios en el pH vy la temperatura encontrados en el
biorreactor no agitado, cerrado y aislado (tratamiento 7).
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8.1.8. Tratamiento 8 (agitado, cerrado y aislado) La Figura 13 muestra que ¢l pH descendi6
de manera constante y gradual desde un valor inicial de 5.02 hasta 4.2 a las 23 horas de
fermentacién. Con respecto a la tempe;ratura, este tratamiento, que fue efectuado con el
biorreactor no enchaquetado y cerrado, las fluctuaciones de la temperatura fueron més
notorias que en los demds tratamientos. Desde un valor inicial de 32 °C alcanza un valor
méximo de 36 °C a las 12 horas de la fermentacién, posteriormente desciende a 31 °C,
periodo que corresponde a la noche en donde desciende la temperatura ambiental. Después

de este tiempo la temperatura se elevd para finalmente Hegar a los 34 °C.
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Figura 13. Cambios en el pH y la temperatura encontrados en el
biorreactor agitado, cerrado y aislado (tratamiento 8).
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8.2. Detalles del fermentador utilizado para la fermentacion de la
cerdaza.
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