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Resumen

El purin de cerdo es un residuo ganadero utili-
zado como abono bioldgico por su alto contenido
en nitrégeno. La actividad microbiana que se
desarrolla en el mismo genera serios problemas
derivados de las emisiones de gases y malos olo-
res. El presente trabajo disefia una metodologia
de investigacion en un laboratorio de ensefianza
media con alumnos de bachillerato para ob-
servar los microorganismos encargados de la
actividad ureasica responsable de la liberacion
de amoniaco. También se discute la necesidad
de comprender el complejo metabolismo bacte-
riano presente en una balsa de depésito de este
residuo, como herramienta para poder desarrollar
—en el futuro- un protocolo que intente reducir las
emisiones de compuestos responsables de los
malos olores.
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Abstract

The pig slurry is a cattle residue used as a biolo-
gical fertilizer since it provides a high quantity of
nitrogen. The microbial activity we can find here
generates serious problems derived from the
gas emission and bad smells. The present study
designs a methodology of investigation in a labo-
ratory of compulsory secondary education with
A-level students, to diagnose the microorganisms
guilty of the urease activity responsible for the re-
lease of ammonia. It is also discussed the need
to understand the complex bacterial metabolism
present in a raft-warehouse of this residue, as a
tool to be able to develop -in the future- a protocol
that attempts to reduce the emission of odour-
causing compounds.
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Introduccidn y justificacién del problema

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente relativos
al ano 2015 (MAPAMA, 2015), en Espafa existen mas de 28 millones de cabezas de
ganado porcino; datos en términos relativos que posicionan nuestro pais en el tercer
puesto en la Comunidad Econémica Europea (CEE), por delante de paises como
Alemania, y superada a su vez por Dinamarca y Bélgica (Marquer, Rabade y Forti, 2014).
Esta importante actividad ganadera intensiva (Figura 1) genera desagradables problemas
medioambientales para las poblaciones colindantes a las granjas porcinas industriales,
tales como la acumulacion de los excrementos en zonas cercanas a las explotaciones, los
olores desagradables tras la putrefaccion de las heces fecales y la contaminacion de los
acuiferos por nitratos como consecuencia de las filtraciones indeseables (Gémez, 2014).
Ademas, las practicas agricolas, aprovechando la gran cantidad de materia organica y
de nitrégeno que poseen las heces de estos animales (Burton y Turner, 2003), sdlidas o
liquidas (el llamado purin de cerdo), acentuan aun mas el problema.

Algunas investigaciones han derivado sus esfuerzos a combatir el hedor que generan los
desechos porcinos. Sutton, Kephart, Verstegen, Canh y Hobbs (1999) analizaron la dieta que se
les ofrecia a una camada de estos animales y la repercusion en la eliminacion de compuestos
olorosos. De su estudio determinaron la relacién detallada de alimentos necesarios en la
ingesta para reducir las emisiones de gases desagradables y las consiguientes mejoras
en el ambiente de las zonas préximas a las granjas. No obstante, no pudieron eliminar una
importante concentracion de sustancias indeseables, tales como las que recoge la Tabla 1.

Entre los compuestos quimicos liberados por los vertidos llaman la atencion por su alta
concentracion: el fenol, el acido acético, el acido butanoico, el acido propanoico y el
sulfuro de hidrégeno. Los principales efectos secundarios que se han detectado tras la
inhalacion de estas sustancias, y que bien recogen sus fichas técnicas (Tabla 2), son:
el dolor de garganta, la tos y la dificultad respiratoria. Con esto no se quiere alarmar a la
sociedad, pero si que se tomen las medidas oportunas para aliviar los efectos descritos
por la acumulacién y falta de tratamiento de este tipo de materiales fecales.

Tabla 1. Concentracion (mg/m?®) de ciertos compuestos organicos que generan olores desagradables,
detectados en los alrededores de granjas porcinas tras la acumulacion de las heces en balsas o
amontonadas en las inmediaciones (segun Hobbs, Misselbrook y Pain. 1997).

COMPUESTO CONCENTRACION (mg/m?)
Acido acético 25-10000
Acido propanoico 3-890
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Acido butanoico 4-3000
Acido 3-metil butanoico 5
Acido pentanoico 0,8-70
Fenol 22-4000
4-metil fenol 0,22-35
indol 0,6
3-metil indol 0,4-0,8
Metanotiol 0,5
Dimetil sulfuro 2-30
Dimetil disulfuro 2-14
Dimetil trisulfuro 73
Sulfuro de hidréogeno 0,1-180

Ademas de estas sustancias desagradables, derivadas de la degradacion anaerdbica de
proteinas y carbohidratos (Sutton et al., 1999), potencialmente tdxicas para la salud de
animales y personas, en la orina y excrementos de estos mamiferos se halla la urea, como
principal forma de eliminaciéon de nitrdgeno. Este compuesto procede del catabolismo
proteico, como subproducto de la degradacion de los grupos amino presentes en estas
macromoléculas (formadas por subunidades sencillas llamadas aminodcidos). Su
excrecion masiva se debe a que es la unica manera de liberar al exterior el nitrdgeno con
un sustancioso ahorro de agua, ya que el habitat natural de los animales terrestres carece
de esta molécula vital. A este grupo animal se denomina ureotélicos (Nelson y Cox, 2009).

Tabla 2. Efectos secundarios inmediatos de las principales sustancias volatiles que se generan tras
el vertido de heces de cerdo al medio ambiente.

Dolor de garganta. Sensacion de
quemazon. Tos. Vértigo. Dolor de
Fenol cabeza. Nauseas. Vomitos. Jadeo.
Dificultad respiratoria. Pérdida del
conocimiento

http://www.insht.es/InshtWeb/
Contenidos/Documentacion/
FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/0a100/
nspn0070.pdf

Dolor de garganta. Tos. Sensacién
de quemazén. Dolor de cabeza.
Vértigo. Jadeo. Dificultad
respiratoria.

http://sct.uab.cat/l-amb-controlat/
sites/sct.uab.cat.l-amb-controlat/files/
CHBCOOH.pdf

Acido acético
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» . http://www.insht.es/InshtWeb/
i Sensacion de quemazoén. Tos. . .
— Dificultad respiratoria. Jadeo. Dolor Contenidos/Documentacion/
butanoico de garganta ’ ' FichasTecnicas/FISQ/
’ Ficheros/1301a1400/nspn1334.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/
Acido Sensacion de quemazon, tos, Contenidos/Documentacion/
propanoico jadeo, dolor de garganta. FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/801a900/
nspn0806.pdf
Dolor de cabeza. Vértigo. Tos. http://www.insht.es/InshtWeb/
Sulfuro de Dolor de garganta. Nauseas. Contenidos/Documentacion/
hidrégeno Dificultad respiratoria. Pérdida del FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/101a200/
conocimiento. nspn0165.pdf

Fuente: Elaboracién por parte de los autores a partir de los datos mas importantes recogidos en la Tabla 1.

Figura 1. Explotacién intensiva de ganado porcino en el sureste de Espana. Dendtense las balsas
de lixiviados, sin aparente sistema de impedancia de las filtraciones del subsuelo, que almacenan el
purin y excrementos sélidos de los animales.
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La urea [CO(NH2)2] se utiliza en la agricultura como fertilizante, dada su gran accesibilidad
economica, elevada concentracion de nitrégeno (46% de N) y gran solubilidad en el
sistema suelo-agua-planta (FAO, 2002). No obstante, el sistema puede perder eficacia a
consecuencia de la pérdida de nitrégeno (en forma de amoniaco) gracias a la actividad
de la enzima ureasa (Dick y Tabatabai, 1993), con el consiguiente gasto econémico para
el agricultor.

La ureasa es una exoenzima (enzima con actividad fuera de la célula) que, en el caso del
suelo, estd asociada a semillas, microorganismos y pequefios invertebrados, catalizando
la reaccion hidrolitica de la urea dependiendo del pH del medio (Garcia, Hernandez,
Pascual, Moreno y Ros, 2000):

1) Cuando el pH del medio supera el valor de 6.3, la urea se descompone hasta liberar
los iones bicarbonato y amonio:

CO(NH,), + H* + 2 H,0 > 2 NH,* + HCO,

2) En medios con pH menor de 6.2, por el contrario, la urea se descompone hasta
liberar el cation amonio, diéxido de carbono y agua:

CO(NH,), + 2H* + 2 H,0 > 2 NH,* + CO, + H,0

El cation amonio (NH,*) liberado en la reaccion queda en equilibrio dinamico con el
amoniaco atmosférico, segun la siguiente reaccién quimica:

NH,*(adsorbido) <« NH,* + OH" (solucion del suelo) «—» NH, + H,O(solucion del suelo)
<—» NH,(atmosférico)

Es decir, con la hidrdlisis de la urea se genera un incremento del pH por la liberacion de
radicales hidroxilo a la solucion acuosa del suelo y el consiguiente consumo de protones.
Esto determina que el abuso de urea que se esta llevando a cabo en las técnicas de
abonado del suelo, genera una liberacion sustanciosa de amoniaco a la atmdsfera, con el
consiguiente olor desagradable. En algunos lugares de la geografia espafnola se suple el
consumo de urea de sintesis quimica por la urea presente en las heces de mamiferos para
la fertilizacion del suelo (Figura 2), agravandose aun mas el problema medioambiental
secundario con la liberacion de compuestos de desagradable olor y perjuicio para la salud.

Objetivos de la experiencia

El presente trabajo trata de exponer la experiencia llevada a cabo con un grupo de
alumnos de 12 de bachillerato de un instituto de Ensefianza Media, circunscrito a un
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area rural con intensa actividad agropecuaria. El objetivo fue demostrar en el laboratorio
del centro que una parte de los desagradables olores que se perciben diariamente son
debidos a la actividad ureasa bacteriana presente en las heces de mamiferos o sobre el
suelo de los cultivos. Ademas, con esta experiencia de laboratorio se pretendio fomentar el
trabajo cooperativo en la busqueda de bibliografia relevante y relacionada con el problema
propuesto, el aprendizaje significativo a partir de las ideas previas sobre el tema que
los discentes fueron definiendo, y la puesta en practica de todos aquellos conocimientos
procedimentales para desenvolverse en el laboratorio de Ensefianza Secundaria con los
materiales sencillos que dispone.

Figura 2. Aspecto de una explotacion agraria en el sureste de Espafa, previa a sembrado,
donde el suelo se ha suplementado con una fina capa de abono derivado del compost de purin
de cerdo. El olor que se podia sentir en la zona era muy desagradable. Foto tomada por los
autores en Diciembre de 2014.
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Descripcidon de la experiencia.
Diseno experimental. Metodologia

En un laboratorio de ensefianza media, dificilmente podemos poner de manifiesto y dar nombre
a los compuestos que se desprenden de una muestra de purin de cerdo, como los recogidos
en la Tabla 1. No obstante, con creatividad podemos poner de manifiesto algunas actividades
enzimaticas, como son el caso de la ureasa y la produccion de sulfuro de hidrogeno (HoS).
En este trabajo nos centraremos en la primera de ellas. La observacion de esta actividad
llevada a cabo por buena parte de las bacterias presentes en las heces de mamiferos (con
las limitaciones que subyacen) ha consistido en la elaboracion de un medio sélido de cultivo,
basado en una modificacion del propuesto por Christensen (1946) y, mas recientemente,
trabajado por Vuye y Pijck (1973).

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se vertieron 100 ml de agua del grifo, 1/10 de pastilla
de caldo de carne (suministrador de todos los oligoelementos y vitaminas necesarias
para el correcto desarrollo de microorganismos; no favorece el crecimiento microbiano
con la cantidad que se esta utilizando en la experiencia y con el tiempo de incubacion
empleado), 0.1 g de fosfato monopotasico (KH,PO,), 0.5 ml de indicador liquido de pH
universal y 1.2 g de agar-agar. El ajuste del pH hasta la neutralidad se llevd a cabo con
una disolucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 10%. EI medio de cultivo se calentd y se
mantuvo en ebullicidon durante un minuto.

Independientemente, y como consecuencia de la inestabilidad de la urea cuando se
somete a calor, en un tubo de ensayo se vertieron 2 g de urea y 5 ml de agua del grifo. Con
el objetivo de esterilizar este sistema, no disponiendo de complejos métodos de filtracion
en un sencillo laboratorio de Ensefianza Media como el que se dispone, se afiadié 1 ml
de hexano (C,H,,, potente disolvente de material graso, desestabilizador de membranas
celulares y otras estructuras externas de microorganismos y virus), agitandose todo el
tubo vigorosamente mediante la ayuda de un tapon. Tras dejar estacionario el sistema,
el hexano (menos denso que el resto de los componentes) se localiza en superficie;
siendo esto muy util para que, con la ayuda de una pipeta Pasteur, se recogiese este
sobrenadante y se depositase la disolucion de agua con urea, con el cuidado preciso
(guardando las medidas oportunas para evitar la contaminacion) en el matraz provisto de
medio de cultivo. Tras agitar finalmente el matraz, unos 25 ml de medio se vertieron en
placas de Petri de 90 mm de diametro (Figura 3 A-C). Como control de la experiencia se
llevd a cabo la preparacion de medio de cultivo para bacterias desprovisto de urea (ver
Tabla 2, Metodologia-Resumen).
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Figura 3. Iméagenes de la metodologia utilizada en esta experiencia. (A) Eliminacion de hexano del
tubo provisto con la disolucién de ura a esterilizar. (B) Vertido de la disolucién de urea en el medio
liquido de cultivo. (C) Vertido del medio de cultivo en placa. (D) Siembra de purin de cerdo sobre la
superficie de las placas de Petri provistas de medio solidificado.

Preparacion del inéculo, siembra y observacion
de los microorganismos

Se vertieron 2 gramos de purin y material fecal de cerdo en un vaso de precipitados
provisto de 50 ml de agua del grifo. Tras agitar vigorosamente hasta homogeneizar el
sistema, con la ayuda de un hisopo (de los que se utilizan en la higiene diaria) se recogié
un poco de material de la dispersion y se extendio por toda la superficie del medio sélido
de cultivo (Figura 3D). Las placas de Petri se incubaron a temperatura ambiente durante
3 dias, observando los cambios en la coloracion del medio y el desarrollo de colonias en
la superficie.

Para la observacion de los microorganismos responsables de la actividad bioldgica
estudiada, se obtuvo un poco de masa microbiana de la superficie con la ayuda de un
hisopo y se observd al microscopio dptico (Optika B290) provisto de objetivo 100x de
inmersion. La muestra no se tino, procediéndose a su contrastado mediante iluminacion
de campo oscuro por luz transmitida (Nachtigall 2004). Las imagenes de los cultivos
microbianos se obtuvieron mediante una camara digital (Scope) y posterior tratamiento
con el software informatico adjunto a la misma (Scope-Photo).
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Tabla 2. Metodologia-resumen utilizada en la experiencia de observacion de la actividad uresasa
microbiana.

1.- Elaboraciéon medio de cultivo en matraz Elenmeyer de 250 ml

» 100 ml de agua del grifo

+ 1/10 de pastilla de caldo de carne

+ 0.1 g de KH,PO,

* 0.5 ml de indicador de pH universal liquido

» 1.2 g de agar-agar

Ajustar el pH del medio hasta la neutralidad con unas gotas de NaOH (10%).
Calentar

2.- Preparacion de la disolucion estéril de urea en un tubo de ensayo.

» 2 gdeurea

* 5 ml de agua del grifo

* 1 ml de hexano

Agitar vigorosamente y dejar separar la fases.

Eliminar el sobrante de hexano con ayuda de una pipeta Pasteur.

3.- Dispensar la urea estéril sobre el medio de cultivo y agitar suavemente para homogeneizar.

4.- Vertido del medio en placas de Petri.

5.- Dejar solidificar el medio de cultivo e inocular con una muestra de materia fecal.

Resultados y discusion

La Figura 4 muestra el resultado de incubar las placas de Petri provistas de medio de
cultivo, a temperatura ambiente, durante 3 dias. Se puede comprobar un cambio de color,
con respecto al control, en las placas donde se ha sembrado un inéculo de la dispersion
de purin de cerdo en agua que presentaba urea a alta concentracion en su composicion
quimica. En la placa control, la concentracion utilizada de extracto de carne es tan reducida
que no permite el desarrollo microbiano en el tiempo ensayado en esta experiencia,
ofreciendo -uUnicamente- a los microorganismos alguna fuente de oligoelementos y
vitaminas necesarios para su desarrollo. Ademas, en la superficie, se puede comprobar el
aspecto y coloracion azulada que toman las colonias crecidas en este medio diferencial
ensayado. El resultado es consecuencia de la actividad ureasa que lleva a cabo la multitud
de bacterias presentes en la muestra de purin (Figura 5A). La urea es el Unico ingrediente
del medio de cultivo que puede utilizar el conjunto microbiano para la obtencién de materia
y energia. Su hidrdlisis da como resultado la emisién de los gases, dioxido de carbono
y amoniaco. Este Ultimo puede combinarse en las inmediaciones de las colonias con el
agua provista en el medio, tal y como especifica las siguientes reacciones quimicas:
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H,N-CO-NH, + H,O —» CO,+2NH, (4)
NH, + H,0 = NH,*+ OH  (5)
Los productos resultantes son el cation amonio y el i6n hidroxilo; este ultimo capaz de

virar el indicador de pH utilizado (azul de bromotimol) hacia una estructura molecular del
mismo que indica basicidad (Lépez 2000).

Figura 4. Placas de medio de cultivo con aislamiento de bacterias provistas de actividad ureésica.
Denétese el cambio de color (azul-verde azulado) del medio de cultivo y de las colonias que susten-
ta cuando se compara con el control (verde). El cambio de coloracion en el indicador de pH se debe
a una modificacion en su estructura por la presencia de iones hidroxilo en el medio originados por la
combinacién del amin’iaco gas con el agua del cultivo (ver resultados y Discusion).

La Figura 5B muestra una imagen al microscopio optico de una de las colonias de la
superficie del medio, donde se pueden observar las morfologias microbianas (cocobacilos
y bacilos) responsables de la produccion de la actividad enzimatica estudiada en la presente
comunicacion. El purin es rico en nitrégeno, si bien una parte de mismo se halla en forma
amoniacal. Dentro de la masa de residuo, el amoniaco se halla en equilibrio entre su forma
soluble en agua (NH,*) y su forma gaseosa (NH,). La estructura gaseosa se volatiliza al
contacto de la superficie de este residuo con el aire que le circunda (Abaigar, Irafieta y
Pérez, 2005). Del trabajo de investigacion con el alumnado se destacan principalmente
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dos observaciones: (1) las bacterias son uno de los principales agentes responsables de
la liberacidn al medio de malos olores en ciertos ambitos agropecuarios y (2) que dichos
olores son consecuencia de un complejo metabolismo bacteriano llevado a cabo en las
balsas de depdsito y que es necesario comprender.

Con el objetivo de profundizar en la comprobacién de otros agentes microbianos
responsables de los malos olores en purines, se recomienda trabajar con alumnos la
metodologia de Lépez, Jiménez, Fabregat y Gutiérrez (2010) y Lépez y Boronat (2016
y 2017) en la produccion de sulfuro de hidrégeno. También se deberan guardar estrictas
normas de higiene al finalizar la experiencia con el lavado de las manos y el lavado
escrupuloso del material de laboratorio. Al finalizar la experiencia, y con la intencién de
eliminar de las placas de Petri provistas los cultivos microbianos, se vertera sobre las
mismas lejia concentrada.

Figura 5. Imagenes al microscopio ptico con iluminacién de campo oscuro. (A) Material particulado
indiferenciado con macrocristal de fosfato de calcio presente en una muestra de purin crudo de
cerdo (objetivo 40x). (B) Morfotipos dominantes de una de las colonias presentes en la superficie
del medio de cultivo disefiado en esta experiencia con acitividad enzimatica ureasa (objetivo 100x e
inmersién). Morfologia microbianas: (C) Cocobacilos; (B) Bacilos.

Conclusiones

La experiencia disefiada nos permite recrear la observacion de la actividad ureasa
bacteriana de una muestra de purin en un sencillo laboratorio, asi como sus posibles
implicaciones en los malos olores de la zonas proximas a las areas ganaderas. Con esta
actividad practica se pretende contribuir a un mejor conocimiento del mundo bacteriano,
profundizando en la discusion de la necesidad de conocer la fisiologia y metabolismo
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microbiano como herramienta bésica para reducir las emisiones de gases (algunas de las
cuales pueden repercutir negativamente en el efecto invernadero y en el calentamiento
global del planeta). Ademas, se fomenta el trabajo grupal, con la busqueda activa de
bibliografia relevante sobre un tema cotidiano al alumno, asi como promover la creatividad,
con el objetivo de comprobar una metodologia microbioldgica con herramientas sencillas
disponibles en un laboratorio de ensefianza media. El desarrollo de la experiencia de
laboratorio con alumnos de grupos académicos de ensefianza media permitio definir (1) la
precision constante de la orientacion docente para el correcto progreso de la actividad, (2)
la consideracion muy positiva por parte de los discentes de este tipo de trabajos practicos
en el laboratorio, (3) la importante motivacién lograda durante la realizacién y presentacion
en publico de la actividad y (4) el decidido trabajo cooperativo para lograr el objetivo final.

|
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Figura 6. Stand en la feria “Campus de la Ingenieria 20187 celebrado en el Complejo Universitario
situado en el Paseo de Alfonso Xlll de Cartagenaq, donde un grupo de alumnos defendieron ante
los asistentes las causas derivadas de los malos olores de los purines de cerdo.
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