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RESUMEN

La digestion anaerdbica constituye una herramienta biotecnoldgica clave para
el aprovechamiento energético y la gestién sostenible de residuos pecuarios,
generando biogas y biofertilizantes que reducen las emisiones de gases de efecto
invernadero. Este estudio tuvo como objetivo analizar las comunidades microbianas
presentes en la biodigestion anaerdbica de deyecciones bovinas mediante
secuenciacion metagendmica, evaluando su potencial para la biorremediacién de
suelos contaminados. La investigacién se desarrollé durante 60 dias en el rancho
Hermanos JBZ cantén El Empalme, Ecuador, utilizando un biodigestor metélico a
escala piloto de 200 L, alimentado con una mezcla estiércol:agua en proporcién 1:1
y operado bajo condiciones mesofilicas controladas (30-38 °C). Se realizaron tres
muestreos del biol (dias 0, 30 y 60) para el anélisis de diversidad bacteriana, aplicando
protocolos de extracciéon de ADN basados en columnas, amplificaciéon del gen 16S
rRNA (regiones V3-V4, primers 341F/805R) y secuenciacién mediante plataforma
lllumina. Los datos fueron procesados bioinforméaticamente para la anotacion
taxondmica y la determinacion de abundancia relativa de géneros. Los resultados
revelaron una sucesion microbiana tipica de los procesos anaerdbicos: predominio
inicial de bacterias fermentativas como Bacteroides (4.11%) y Lysinibacillus,
seguidas por Treponema (8.97%) y arqueas metanogénicas (Methanocorpusculum,
Methanosarcina, Methanobrevibacter) en la fase final. Estas comunidades
demostraron funciones complementarias en la degradacién de materia orgénica,
produccién de metano, estabilizaciéon del carbono y potencial inmovilizacién de
metales. Si bien no se evaludé experimentalmente la aplicacién del digestato, la
integracion de los datos metagendmicos con literatura reciente sustenta su valor
como bioenmienda microbiana. En conjunto, los resultados aportaron evidencia
cientifica sobre la utilidad de los consorcios microbianos de biodigestores como
agentes de restauracion de suelos, fortaleciendo los principios de la bioeconomia
circular y los objetivos de desarrollo sostenible 7, 12y 13.

Palabras clave: bacterias, biodigestores, digestato, metanogénesis
SUMMARY

Anaerobic digestion is a key biotechnological tool for energy recovery and the
sustainable management of livestock waste, generating biogas and biofertilizers
that reduce greenhouse gas emissions. The objective of this study was to
analyze the microbial communities present during the anaerobic biodigestion of cattle
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manure through metagenomic sequencing, evaluating their potential for the
bioremediation of contaminated soils. The research was conducted over 60 days
at the Hermanos JBZ ranch in El Empalme, Ecuador, using a 200 L pilot-scale
metal biodigester fed with a 1:1 mixture of manure and water and operated under
controlled mesophilic conditions (30-38 °C). Three biol samples were collected
(days 0, 30, and 60) for bacterial diversity analysis, applying column-based DNA
extraction protocols, amplification of the 16S rRNA gene (V3-V4 regions, primers
341F/805R), and sequencing using the Illumina platform. The data were processed
using bioinformatic tools for taxonomic annotation and determination of the relative
abundance of genera. The results revealed a microbial succession typical of anaerobic
processes, with an initial predominance of fermentative bacteria such as Bacteroides
(4.11%) and Lysinibacillus, followed by Treponema (8.97%) and methanogenic
archaea (Methanocorpusculum, Methanosarcina, Methanobrevibacter) in the final
phase. These communities demonstrated complementary functions in organic
matter degradation, methane production, carbon stabilization, and potential metal
immobilization. Although the application of digestate was not experimentally
evaluated, the integration of metagenomic data with recent literature supports its
value as a microbial bioamendment. Overall, the results provide scientific evidence
on the usefulness of microbial consortia from biodigesters as soil restoration agents,
reinforcing the principles of the circular bioeconomy and Sustainable Development
Goals 7,12, and 13.

Index words: bacteria, biodigesters, digestate, methanogenesis.
INTRODUCCION

La digestidén anaerdbica constituye una de las estrategias biotecnoldgicas maés eficientes para el manejo
sostenible de residuos orgénicos, especialmente aquellos generados por la actividad pecuaria. Este proceso,
impulsado por comunidades microbianas complejas de bacterias y arqueas, transforma la materia orgénica
en biogés y biofertilizantes, reduciendo las emisiones de gases de efecto invernadero (GEl) y mitigando los
impactos ambientales asociados al manejo inadecuado de estiércoles. El metano (CH,) posee un potencial de
calentamiento global 28 veces superior al del diéxido de carbono (CO,), por lo que su control es una prioridad
ambiental (IPCC, 2021; Grossi, Goglio, Vitali, y Williams, 2019).

En América Latina, la ganaderia es una fuente importante de emisiones de metano y de contaminacién por
residuos pecuarios, pero también representa una oportunidad para la generacién de energia renovable mediante
biodigestores (Kadam et al., 2024; Sevillano, Pesantes, Pefia, Martinez y Goémez, 2021). Los productos derivados
del proceso, como el biol y el digestato, son ricos en nutrientes y microorganismos que pueden contribuir a la
recuperacion de suelos degradados (Pastorelli et al., 2024).

Los avances en metagendmica han permitido caracterizar con mayor precisién las comunidades microbianas
que intervienen en la digestion anaerdbica, revelando géneros funcionales como Clostridium, Bacteroides,
Treponema y arqueas metanogénicas de los géneros Methanosarcina, Methanospirillum y Methanocorpusculum,
los cuales participan en las fases de hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Harirchi et al., 2024).

Ademés de su rol en la produccion de biogés, estos microorganismos poseen potencial biotecnoldgico
para la biorremediacién de suelos. Clostridium puede reducir hierro, manganeso y ciertos metales pesados,
favoreciendo la inmovilizacién de contaminantes; Bacteroides y Treponema degradan compuestos organicos
complejos, y las arqueas metanogénicas contribuyen al reciclaje del carbono y la estabilizacion del suelo (Pande,
Pandey, Sati, Bhatt y Samant, 2022; Ayilara y Babalola, 2023).

En este sentido, el andlisis metagendmico no solo optimiza la eficiencia de los biodigestores, sino que también
proporciona informacién valiosa sobre las posibles aplicaciones edéficas de las comunidades identificadas,
alinedndose con los principios de la economia circular y los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS 7, 12 y
13). Bajo este marco, la presente investigacién propone un anélisis integral de la biodigestién anaerdbica
de deyecciones bovinas, enfatizando la caracterizacién metagenémica de las comunidades microbianas y su
potencial aplicacién en la biorremediacion de suelos contaminados.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacién del Area de Estudio

La presente investigacion se realizé durante 60 dias en el drea de ganaderia del rancho “Hermanos JBZ”,
ubicado en el cantén El Empalme, provincia del Guayas. Geogréficamente, se localiza en la zona 17 sur, con
coordenadas UTM WGS 1984: X = 636976.04 yY = 9890500.11 (Figura 1).

Caracterizacion de la Generaciéon de Deyecciones bovinas del Rancho "Hermanos JBZ" del Cantén El
Empalme, Provincia del Guayas

Para la caracterizacién de las heces producidas por los bovinos en la ganaderia del rancho “Hermanos JBZ", se
implementd como base el método de observacién directa, el cual fue respaldado con un registro documentado
y fotografiado. Se utilizé un formato para registrar y cuantificar diariamente durante un mes el peso de las
deyecciones bovinas, tal como lo sugieren Aremanda, Debretsion, Tesfalem y Menghisteab, (2023), quienes
mencionan que este proceso es esencial para la planificacién y gestién de su manejo y aprovechamiento.

Para la toma del peso de las deyecciones, se procedié a recolectar diariamente los desechos generados en el
drea de ordefio, en el cual estaban 17 vacas simultdneamente en un periodo de 1 hora, posterior a la recoleccion,
se procedid al pesado total de las deyecciones generadas en el dia, esto con la ayuda de una balanza digital,
durante 28 dias consecutivos.

Construccion del Biodigestor

Un biodigestor a escala piloto es un tanque cerrado de tamafio pequefio, en el cual se deposita materia
orgénica mezclada con agua, con la finalidad de descomponerla en ausencia de oxigeno para generar biogés y
biol como producto final (Mejia y Peralta, 2019"). Para la elaboracién y construccién del biodigestor a escala piloto
se tomaron en cuenta los siguientes criterios:
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Figura 1. Localizacion del area de estudio.
Ubicacién geografica del rancho Hermanos JBZ.
Figure 1. Location of the study area. Geographic
location of the Hermanos JBZ ranch.

"Mejia, G., & Peralta, J. (2019). Produccién de biogas mediante biodigestor a escala piloto con residuos semi-sélidos (excreta y rumen) del camal de Calceta, Bolivar.
Tesis para obtener el grado de Ingeniero en Medio Ambiente. Ecuador. Disponible en https://repositorio.espam.edu.ec/bitstream/42000/1000/1/TTMA46.pdf
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- Adaptacion de un tanque metélico

- Instalaciéon de llave de paso en la campana de almacenamiento del biodigestor
- Instalacién de manubrio para darle movimiento a la materia orgénica interna

- Instalaciéon de llave de paso en la parte inferior del biodigestor

- Instalaciéon de llaves de paso para salida del biogas

- Instalacién de termohigrometro digital

Llenado del Biodigestor

Lasdeyeccionesbovinasfueronrecolectadasen gavetas plasticasyfueron pesadasen unabalanza previamente
calibrada y encerada, para posteriormente ser colocadas en el biodigestor, de tal manera que se cumpla la
relacién 1:1 (deyecciones + agua) (Cuadro 1), el biodigestor tuvo una distribucién del 75% destinado para el
material orgéanico y el 25% restante seréd destinado para el almacenamiento del biogés producido (Lara, 20162),
posteriormente, cuando el biodigestor estuvo en funcionamiento, se tomaron estos valores como base para
realizar los célculos de volumen del sustrato, densidad de las deyecciones y estimacion del espacio disponible
para produccién de biogas, conforme a las ecuaciones presentadas en el apartado metodoldgico.

Determinacién de la Cantidad de Sustrato

Para calcular la cantidad de sustrato, se considerd que el 75% de la capacidad del tanque estuvo ocupada
por el sustrato, mientras que el 25% restante estaba destinada al biogas. Luego, se procedid a realizar el célculo
utilizando la ecuacién 1 como referencia.
Vs =Cc*0.75 (M
Donde Vs corresponde al volumen del sustrato (L) y Cc a la capacidad del recipiente (L).

Determinacién de la Densidad del Estiércol Bovino

Para el célculo del volumen del estiércol contenido en el tanque se tomé como referencia la ecuacién 2y 3
establecidas por Ayala, Jijon y Chacha (2022).

V = (rir?/4) *h (2)

Donde V corresponde al volumen del estiércol (m3), rt al valor de pi (3.1416), r al radio del balde (m)y h ala
altura (m).

Una vez calculado el volumen del estiércol se procedié a aplicar la ecuacion 2, la cual corresponde al célculo
de la densidad del estiércol, misma que contiene como variables la masa del estiércol y el volumen:

Cuadro 1. Relacion estiércol: agua.
Table 1. Manure:water ratio.

N° Tipo de deyeccién Agua

1 Bovino fresco 1:1

2 Bovino seco 1:2

3 Porcino 1:2

4 Aves 1:1

5 Equino 1:2

6 Desechos humanos 1:1

7 Desechos vegetales 1:0,5-1:2

2 Lara, M. (2016). Disefio de un biodigestor para la produccién de biogas generado por las excretas de ganado vacuno, en el criadero jersey chugllin. Tesis para
obtener el grado de Ingeniero en Biotecnologia. Riobamba, Ecuador. Disponible en http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/6261/1/236T0242.pdf
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M
p=7 (3)

Donde p corresponde a la densidad (kg m3), M a la masa del estiércol (kg) y V al volumen (m3).

Identificacién de la Diversidad Bacteriana en el Proceso de Biodigestion Anaerébica Mediante Analisis
Metagendémico

Para el anélisis metagendmico, se tomd como referencia la metodologia utilizada por Wang et al. (2019), a
la cual se le atribuyeron cambios en dependencia del andlisis de interés de esta investigacion, para lo cual el
andlisis de secuenciacién genética incluyé: Amplificacién del gen 16S del ARN ribosomal regiones V3 - V4; 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG a 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC. Se tomaron tres muestras en diferentes tiempos
de biodigestién anaerdbica (dia 0, dia 30, dia 60) tomando como referencia los siguientes criterios técnicos:
Obtenciéon de muestras. Para la obtencion de muestras se utilizd un kit especializado para muestras de biol, se
tomaron las muestras del biol directamente de la llave de paso previamente colocada en el biodigestor, y fueron
colocadas en tubos Falcon de 15 ml, posterior a aquello se procedié a sellar los tubos con cinta ParaFilm para
después ser colocado en un cooler, el cual contenia bloques de hielo seco en su interior para conservar una
temperatura de 2 a 8 °Cy asi tener calidad en la muestra.

Extraccion de material genético. Se utilizé el método de extraccidén basado en columnas de silice, empleando el
kit Qiagen DNeasy PowerSoil®, siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del ADN se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (90 V, 30 min) y la cuantificacién se realizé por fluorometria utilizando
un fluorimetro Qubit™ 4.0 con el kit Qubit dsDNA HS Assay, bajo condiciones controladas de temperatura
(22-25 °C) y calibracién previa del equipo.

Index PCR. Con el material genético cualificado se procedié a la amplificacion de la regién de interés que se
especifica con anterioridad, la unién de adaptadores a ambos lados de este o estos fragmentos generados,
mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa o PCR. Después de cada proceso de amplificacion
se realizé una limpieza de los fragmentos deseados mediante el método basado en perlas (DeAngelis, Wang
y Hawkins, 1995). La evaluacién de la calidad y la cantidad de las librerias (fragmentos de ADN amplificados e
indexados) preparados para la secuenciacién preparadas se realizd mediante electroforesis en gel y cuantificacion
fluorométrica respectivamente.

La Figura 2 muestra el flujo de procesamiento bioinformaético aplicado a los datos metagenémicos obtenidos
mediante secuenciacion lllumina en formato paired-end (FASTQ). Inicialmente, se ejecutd un control de calidad
para eliminar lecturas con puntuaciones deficientes y artefactos de secuenciacién; posteriormente, se aplicd
el proceso de eliminacién de ruido (denoising) para corregir errores asociados a la amplificacién por PCR.

Input: lllumina
paired-end reads
(FASTQ)

l

Control de calidad

I

Eliminacion de ruido
(Denoising)

Agrupacién de
secuencias por ASV
(Clustering)

|
| 1

Anotacién
taxonémica FleEre
Abundancia relativa Arbol filogenético
Dendograma
UPGMA

Figura 2.Flujo de trabajo de analisis metagenémico.
Figure 2. Metagenomic analysis workflow.
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Las secuencias depuradas fueron agrupadas como variantes de secuencia de amplicén (ASV) mediante algoritmos
de clustering, lo que permitié una resolucién taxonémica precisa. A partir de esta etapa, se desarrollaron dos
vertientes analiticas principales: la anotacién taxonémica, mediante bases de datos especializadas, que facilité el
célculo de la abundancia relativa de los géneros dominantes, y el anélisis filogenético, mediante la construccion
de éarboles filogenéticos y la elaboracién de un dendrograma tipo UPGMA, con el fin de evaluar la similitud
genética entre las comunidades microbianas presentes en los diferentes tiempos de muestreo.

Analisis de Datos

El procesamiento y andlisis de los datos metagendmicos se efectué mediante herramientas bioinformaéticas
para la anotacién taxondmica y la visualizacidn de la estructura microbiana en las diferentes etapas del proceso
de biodigestién anaerdbica. Las secuencias obtenidas fueron depuradas mediante filtrado de calidad aplicando
un umbral Phred > Q30, se eliminaron secuencias quiméricas mediante el algoritmo DADA2, se normalizaron
empleando rarefaccién para homogeneizar la profundidad de lectura entre muestras y se clasificaron
taxonémicamente utilizando la base de datos SILVAv138 con un nivel de similitud = 97%, lo que permitié garantizar
la fiabilidad en la asignacién taxonémica. Posteriormente, se calcularon los valores de abundancia relativa de
cada taxodn, los cuales se representaron graficamente para evaluar la distribucién de los géneros bacterianos
predominantes en los tres tiempos de muestreo (dias 0, 30 y 60). La comparacién de la composicidn bacteriana
entre las muestras se realizé mediante un dendrograma UPGMA basado en la distancia UniFrac no ponderada, con
el fin de determinar la similitud filogenética entre las comunidades microbianas. Este anélisis permitié identificar
agrupamientos segun la evolucién temporal del proceso, evidenciando la cercania entre las comunidades de
los dias 30 y 60 respecto a la muestra inicial. Asimismo, se elabord una representacion gréafica de la dindmica
temporal de los géneros bacterianos dominantes, con el propdsito de visualizar los cambios sucesionales en
la comunidad microbiana a lo largo del proceso de biodigestion. Estas visualizaciones se realizaron utilizando
software estadistico especializado QIIME 2 versién 2023.2 (QIIME 2 Development Team, 2023), RStudio, paquete
phyloseq (McMurdie y Holme, 2013) y se interpretaron en funcién de las fases metabdlicas del sistema (hidrdlisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis), permitiendo correlacionar la abundancia de los principales
géneros bacterianos y arqueas con las transformaciones bioldgicas observadas durante el proceso.

Para el analisis bioinformético se utilizaron QIIME2 como plataforma principal de procesamiento, la base
de datos SILVA para la asignacién taxondémica, FastQC para la evaluacién inicial de calidad, Trimmomatic y
DADA? para el filtrado y eliminacién de ruido, respectivamente, complementandose los anélisis estadisticos y
visualizaciones con RStudio (paquetes phyloseq, vegan y ggplot2).

La secuenciaciéon produjo 55 377,136 716y 113 421 lecturas crudas para los dias 0 (BJL_001), 30 (BJL_002)
y 60 (BJL_003), respectivamente; de ellas, entre el 76.03% y el 85.16% fueron retenidas tras el filtrado de calidad
(Phred = 20), y entre el 56,29 % y el 65,05 % correspondieron a secuencias no quiméricas, garantizando asi una
profundidad adecuada para el anélisis metagendmico.

Implicaciones Biotecnolégicas y Potencial Biorremediador de las Comunidades Bacterianas Identificadas

Una vez identificados los géneros microbianos dominantes mediante el anélisis metagendmico (bacterias y
arqueas), se procedid a realizar una revisién sistematica de literatura cientifica reciente, con el fin de interpretar
sus posibles funciones ecolégicas y biotecnoldgicas, especialmente en procesos de biorremediacién de suelosy
tratamiento biolégico de materia organica.

Esta revisién se efectud a partir de bases de datos indexadas Scopus, Web of Science y ScienceDirect,
empleando combinaciones de palabras clave con base a los resultados obtenidos del anélisis metagendmico.
Los articulos seleccionados permitieron establecer una correspondencia funcional entre los microorganismos
detectados en el biodigestor y los reportados en la literatura como agentes de degradacion de materia orgénica,
reduccién de contaminantes, y estabilizacion microbiolégica del suelo. Este andlisis bibliografico tuvo caracter
interpretativo y complementario, sin implicar experimentacion directa sobre suelos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la Generaciéon de Deyecciones Bovinas del Rancho “Hermano JBZ"” del Cantén El
Empalme, Provincia del Guayas

En el Cuadro 2, se muestran las deyecciones producidas por 17 vacas en la sala de ordefio del rancho, en un
periodo de 1 hora de permanencia durante 28 dias consecutivos, la cual reflejé un valor promedio de 22.12 +
6.30 kg dia”; lo que representaria 1.30 kg por vaca en una hora, en total 31.2 kg de estiércol al dia por bovino.
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Cuadro 2. Registro de recoleccién diaria de estiércol bovino (kg).
Table 2. Daily cattle manure collection record (kg).

Sem. Lun. Mar. Miér. Jue. Vie. Séab. Dom. Total Prom. D.E.
Kg

1 34.06 16.14 22.60 31.68 16.66 25.08 15.20 161.42 23.06 7.64

2 20.64 18.44 30.14 16.30 26.66 15.50 28.70 138.38 19.77 6.07

3 20.44 18.45 34.11 20.56 22.12 17.63 16.36 149.67 21.38 5.94

4 15.65 34.12 22.50 23.80 25.74 22.32 25.85 169.98 24.28 5.52

Total 619.45 22.12 6.30

Por lo tanto, la produccién de estiércol total del rancho, con 63 bovinos en todas las edades fisioldgicas es de
1965.6 kg dia'y la produccién de estiércol diaria en el rancho Hermanos “JBZ" fue de 22.12 kg por las 17 vacas en
la sala de ordefio en un periodo de 1 hora, lo que significa que, cada vaca excreta 1.30 kg en ese periodoy en un
total diario representaria un 31.2 kg, valor similar al que detalla Pérez-Bravo, Bautista-Vargas, Herndndez-Sanchez,
y Enrique-Padilla (2017) el cual menciona que, un bovino adulto genera 20 - 30 kg dia”, pudiendo elevarse hasta
45 kg; esto depende de la disponibilidad de alimento y etapa fisioldgica del bovino (Speksnijder et al., 2022).

Construccion del Biodigestor

Se obtuvo un biodigestor a escala piloto compuesto por un tanque metélico hermético con capacidad de
200 litros, el cual presentd dimensiones de 89 cm de altura y 59 cm de didmetro. La estructura incorpord tres
llaves de paso: dos ubicadas en la parte superior para la conduccién y liberacién del biogés generado, y una
localizada en la zona inferior destinada a la extraccién del biol.

El sistema contaba con un orificio de acceso para la mezcla de materia orgénica y agua, fabricado durante la
construccién del tanque, y se equipd con un termohigrémetro que permitié registrar diariamente la humedad y
las temperaturas interna y externa del dispositivo. Ademas, se observé la adecuada integracion de un mecanismo
de agitacién central, compuesto por un manubrio con aspas orientadas hacia el interior y exterior del biodigestor,
el cual facilité la mezcla homogénea del sustrato durante la fase experimental.

Por ultimo, se instalé en la parte superior central del tanque, un manubrio con aspas en sentido interno y
externo del biodigestor, con el objetivo de agitar y mezclar la materia orgénica contenida en el biodigestor.

La Figura 3 presenta el modelo final del biodigestor construido, asi como los componentes funcionales
empleados durante su operacién.

Determinacién de la Cantidad de Sustrato

Para conocer la cantidad de sustrato a utilizar para el proceso de digestion anaerobia, se tomé en consideracion
la capacidad de almacenamiento del tanque, 200 litros, de la misma manera se tomé en consideracién que, el
75% de la capacidad del tanque debe ser utilizada para la materia orgénica y el 25% restante para el biogas,
como se expresa a continuacion:
Vs =Cc*0.75
Vs =200L*0.75=150L

Se requirieron 150 litros de materia orgénica para alimentar el biodigestor, esta cantidad se incorpord
equitativamente, afadiendo 75 litros de agua y 75 kg de estiércol, segun la relacién 1:1.
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Figura 3. Biodigestor a escala piloto.
Figure 3. Pilot-scale biodigester.

Determinacién de la Densidad del Estiércol Bovino

La cantidad de estiércol recolectada fue de 75 kg en estado fresco, se obtuvo mediante recoleccién manual
durante cuatro dias consecutivos, seleccionando la materia prima que no contenga tierra, maleza u otro tipo de
contaminante. El primer dia se recolectaron 16.22 kg, en el segundo dia 22.69 kg, en el tercer dia 17.34 kg; y en
el cuarto dia se recolecté 18.75 kg para completar los 75 kilogramos.

Para determinar las deyecciones del biodigestor, se utilizaron los datos previamente obtenidos, la masa de
75 kg de estiércol, y la altura que ocuparon los desechos (estiércol + agua residual) fue de 0.69 m. El célculo se
efectud de la siguiente manera:

75kg kg
p = 2 = 9894—3
% (0.2945m) « 0.69m m

La densidad del estiércol presente en el biodigestor a escala piloto, corresponde a 98.94 kg m=.
Diversidad Bacteriana en el Proceso de Biodigestion Anaerébica Mediante Analisis Metagenémico

Los resultados de la anotacion taxondmica de las bacterias presentes en la biodigestion anaerdbica se
presentan en valores de abundancia relativa por muestra (muestra BJL_001, dia 0 de biodigestién; BJL_002, dia
30 de biodigestion; BJL_003, dia 60 de biodigestion), considerando los diez taxones principales a nivel de género.

Abundancia relativa por géneros bactericidas. En el Cuadro 3 se presenta la abundancia relativa por
géneros bacterianos en la muestra inicial del proceso de biodigestién anaerdbica (dia 0). En esta etapa, la mayoria
de las bacterias detectadas no se encuentran clasificadas en una taxonomia especifica; sin embargo, el género
Bacteroides mostré una relevancia destacada con una abundancia relativa del 4.11%, ubicandose como el tercer
taxén dominante. Este grupo microbiano, comun en el tracto digestivo de los bovinos segin Molotla-Torres
(20223), resulta coherente con el origen de la muestra, ya que las heces fueron recolectadas inmediatamente
después de su excrecién. De acuerdo con Cai et al., (2016), Bacteroides desempefa un papel esencial durante la
fase acidogénica del proceso, al contribuir en la produccidn de 4cidos grasos volatiles (AGV), precursores clave
en la generacién de metano (CHa). Asimismo, se identificé la presencia de microorganismos del reino Archaea,
principales responsables de la produccién de metano, destacando los géneros Methanobrevibacter, Picrophilus
y Methanocorpusculum, con conteos de 85, 7 y 7 respectivamente, lo que confirma su papel como precursores
del biogas en el sistema de digestion anaerdbica.

 Molotla Torres, D. E. (2022). Evaluacién del efecto de lactoferrina bovina sobre la abundancia de bacterias de la microbiota implicadas con la homeostasis
intestinal en ratones BALB/c sometidos a estrés. Tesis de para obtener el grado de Maestro en Ciencias Farmacéuticas. Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco, Ciudad de México, México.
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Cuadro 3. Abundancia relativa en la muestra inicial (BJL_001) del proceso de biodigestion anaerébica.
Table 3. Relative abundance in the initial sample (BJL_001) of the anaerobic biodigestion process.

Taxonomia Abundancia relativa (%)
UCG-005 7.001
UCG-010 6.764
Bacteroides 4.113
Lysinibacillus 3.879
Rikenellaceae 3.841
Christensenellaceae 3.276
Alistipes 3.077
Prevotellaceae 2.191
Rombutsia 2.076
Clostridia 1.999

Por su parte, el género Lysinibacillus, con una abundancia relativa de 3.879%, ha demostrado capacidad
para degradar proteinas, lo cual resulta relevante en la fase de protedlisis, como indican Donoso-Bravo et al.
(2018), Asimismo, el género Rikenellaceae con una abundancia relativa de 3,840%, participa activamente en la
fermentacién de proteinas y carbohidratos, favoreciendo la formaciéon de acidos organicos durante el proceso de
biodigestion anaerdbica (Rusanowska et al. 2025).

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la muestra BJL_002 (dia 30 de biodigestién), donde el grupo
Bacteroidales registré la mayor abundancia relativa (8.969%). De acuerdo con Agustini, da Costa y Gutterres
(2020), la presencia de este grupo se correlaciona positivamente con la produccién de biogas, lo que resalta su
importancia en la biodigestion anaerdbica de residuos sélidos. También se observé el género Treponema, con
una abundancia relativa de 5.062%; segun Stolze et al. (2016), este microorganismo posee genes involucrados en
el metabolismo de carbohidratos y genera como productos finales hidrégeno (H:) y acidos grasos volatiles (AGVs),
compuestos esenciales para la actividad de las arqueas metanogénicas. Por su parte, el género Bacteroides alcanzé
una abundancia relativa de 5.023%, evidenciando un incremento conforme avanzé la biodigestion; tal como
sefalan Lim, Park, Tong y Yu (2020), este género esté estrechamente asociado con la produccion de AGVs, Ha y
CO: durante la fase de acidogénesis, contribuyendo de manera decisiva a las etapas previas a la metanogénesis.

Cuadro 4. Abundanciarelativa de lamuestra 2 (BJL_002) del proceso de biodigestion anaerébica.
Table 4. Relative abundance of sample 2 (BJL_002) from the anaerobic biodigestion process.

Taxonomia Abundancia relativa (%)
Bacteroidales 8.969
Treponema 5.063
Bacteroides 5.023
Ruminofilibacter 3.146
Ruminiclostridium 3.038
Christensenellaceae 2.905
BBMC-4 2431
Clandidatus_Moranbacteria 2.101
DEV114 1.906
Acetivibrio 1.897
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En el Cuadro 5 se presentan los valores de abundancia relativa correspondientes a la muestra BJL_003 (dia
60 de biodigestidn anaerdbica). En esta fase, el género Treponema registré la mayor abundancia relativa (8.97%),
consoliddndose como el taxdn dominante. La asignacién taxondmica se realizé mediante comparacién de
secuencias con la base de datos SILVA v138, utilizando un umbral de similitud = 97%, lo cual permitié identificar la
presencia de microorganismos pertenecientes al reino Archaea, entre los que destacaron Methanocorpusculum
(652 secuencias), seguido de Methanosarcina (377) y Methanobrevibacter (36), evidenciando su contribucién
directa a la produccién de metano en esta etapa del proceso. El incremento de Treponema sugiere una
intensificacion de la fase fermentativa y una mayor generaciéon de hidréogeno (Hz), didéxido de carbono (COx)
y acidos grasos volétiles (AGVs), compuestos fundamentales para la actividad de las arqueas metanogénicas
(Stolze et al., 2016). Asimismo, el género Rikenellaceae, detectado inicialmente en el dia 0, reaparecié con una
abundancia relativa de 5.06%, favoreciendo la descomposicién de biomasa rica en carbohidratos (Ahlberg-
Eliasson, Westerholm, Isaksson y Schniirer, 2021). Por su parte, Ruminofilobacter mostré un incremento respecto
al dia 30 (5.02%), resultado coherente con lo reportado por Giinel, ince, Uzun, Erdem y ince (2025), quienes
evidenciaron su elevada abundancia en reactores con altos sélidos totales, confirmando su participacion en la
degradacién de materia orgénica compleja durante la fase metanogénica avanzada.

En la Figura 4 se observa la distribucion de la abundancia relativa de géneros bacterianos en el proceso de
biodigestion anaerdbica en los tres periodos diferentes durante 60 dias, la cual muestra una variabilidad en las
bacterias presentes en el proceso. Las bacterias no clasificadas (otros) predominan entre los otros géneros, sin
embargo, los géneros como Treponema, Bacteroidales, Bacteroides y Rikenellaceae destacan por su presencia
dominante en las diferentes muestras, siendo los géneros Treponema y Bacteroidales, dominantes entre las
clasificadas en la muestra 4 y 5 respectivamente. Por otra parte, géneros como UCG-005 y Rombutsia, presentan
una baja abundancia relativa en las muestras.

Similitud entre Comunidades Bacterianas del Proceso de Biodigestion Anaerébica

En la Figura 5, se muestra un dendograma UPGMA basado en la distancia UniFrac no ponderada evidencia
la similitud filogenética entre las comunidades bacterianas presentes en los diferentes tiempos de biodigestion
anaerdbica (dias 0,30y 60). Se observa una clara separacién entre la muestra inicial (BJL_001, dia 0) y las muestras
correspondientes a los dias 30 (BJL_002) y 60 (BJL_003), lo cual indica un cambio sustancial en la estructura
microbiana a medida que avanza el proceso. La agrupacion cercana entre BJL_002 y BJL_003 refleja una
composicion bacteriana mas homogénea en las fases intermedia y final, asociada a la estabilizacién del sistema'y
al predominio de géneros adaptados a condiciones estrictamente anaerobias, como Treponema, Rikenellaceae y
arqueas metanogénicas (Methanocorpusculum, Methanosarcina).

La Figura 6 muestra la variacién temporal de los géneros bacterianos predominantes en los tres periodos de
muestreo (dias 0, 30 y 60), evidenciando la dindmica ecoldgica del sistema durante la biodigestién anaerdbica.

Cuadro 5. Abundanciarelativa de lamuestra 3 (BJL_003) del proceso de biodigestién anaerébica.
Table 5. Relative abundance of sample 3 (BJL_003) from the anaerobic biodigestion process.

Taxonomia Abundancia relativa (%)
Treponema 8.969
Rikenellaceae 5.063
Ruminofilobacter 5.023
Bacteroidales 3.146
BBMC-4 3.038
Christensenellaceae 2.905
DEV114 2431
Roseimarinus 2.101
Ruminiclostridium 1.906
Bacteroides 1.897
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Figura 4. Distribucién de la abundancia relativa de géneros bacterianos en el proceso de biodigestién
anaerdbica.

Figure 4. Distribution of the relative abundance of bacterial genera in the anaerobic biodigestion
process.

En la etapa inicial se observa el predominio de bacterias fermentativas como Bacteroides y Lysinibacillus,
implicadas en la degradacién primaria de compuestos orgénicos y la produccién de acidos grasos volatiles.
Hacia el dia 30, el incremento de Bacteroidales y la aparicién de Treponema indican la transicién hacia una fase
intermedia caracterizada por la intensificacion de la fermentacion y la formacién de intermediarios como H. y
CO:s. En el dia 60, la comunidad microbiana alcanza un estado de mayor estabilidad con la consolidacién de
Treponema, Rikenellaceae y Ruminofilobacter, géneros asociados a la degradacién de materia orgéanica compleja
y al soporte metabdlico para arqueas metanogénicas. Esta tendencia confirma una sucesién ecoldgica progresiva
desde comunidades fermentativas hacia consorcios metanogénicos maduros, en los cuales las interacciones
sinérgicas entre bacterias y arqueas optimizan la conversién del sustrato en biogas y la estabilizacién del carbono,
reflejando la eficiencia bioldégica del biodigestor durante el proceso completo.

Implicaciones Biotecnolégicas y Potencial Biorremediador de las Comunidades Bacterianas Identificadas
Elanalisis metagendmico realizado en el proceso de biodigestion anaerdbica revel6 comunidades microbianas

con potencial funcional significativo para la biorremediacion de suelos contaminados, particularmente a través
de procesos de fermentacidon, metanogénesis y transformacion de compuestos orgénicos. En la etapa inicial

BJL_003

BJL_002

8jL_001

Figura 5. Dendrograma UPGMA basado en la distancia UniFracno ponderada
de los grupos bacterianos del proceso de biodigestion anaerébica en
respuesta a los diferentes dias de biodigestion.

Figure 5. UPGMA dendrogram based on the unweighted UniFrac distance
of bacterial groups in the anaerobic biodigestion process in response to
different days of biodigestion.

https://www.terralatinoamericana.org.mx/ Paginal11



TERRA LATINOAMERICANA VOLUMEN 44, 2026. e2436

Articulo perteneciente al nimero especial "Avances en biotecnologia y bioinformética para el control biolégico y la biorremediacién de suelos”

Candidatus_Moranbacteria @ """"n::"'
Roseimarinus @ 5%
Clostridia { @ 10%
Rombustia { @ 7
Prevotellaceae | @
ysinibacitius { @ &
UCG-010
= UCG-005 < B
§ Alistipes { @ §
2 DEV114 [ ] o 2
. Ruminiclostridium @ © £
Christensenellaceae | @ @ @
Bacteroides { @ ()} [+ )
BBMC-4 @ @
Bacteroidales «» 2
Ruminofilobacter @
Rikenellaceae | @ O 3
Treponema &
Dia 0 Dia 30 Dia 60 ¢

Tiempo (Dias)

Figura 6. Dindmica bacteriana en el biodigestor en diferentes tiempos.
Figure 6. Bacterial dynamics in the biodigester at different times.

(dia 0), predomind el género Bacteroides (4.11%), mientras que en la fase final (dia 60) se observé una mayor
abundancia de Treponema (8.97%) y arqueas metanogénicas como Methanocorpusculum, Methanosarcina y
Methanobrevibacter. Esta transicion refleja una sucesién microbiana tipica de los biodigestores, donde las bacterias
fermentativas preparan el sustrato para las arqueas metanogénicas en la fase de estabilizacién (Giongo et al., 2020).

Las Bacteroides estéd implicado en la fermentacién de compuestos organicos complejos, generando acidos
grasos volétiles (AGV) e hidrégeno, que a su vez pueden alimentar rutas reductoras microbianas en el suelo,
favoreciendo la mineralizacién de materia orgénicay la disponibilidad de carbono intermedio para degradadores
secundarios; esta funcién fermentativa y el papel del digestato como portador de microbiota funcional estén
documentados en revisiones recientes sobre la diversidad y aplicaciones del microbioma del digestato
(Roopnarain, Akindolire, Rama y Ndaba, 2023).

Las Treponema observado con alta abundancia en la fase final participa en la fermentacién de carbohidratos
generando H:, que puede ser consumido por arqueas metanogénicas u otros microorganismos reductores
en condiciones andxicas del suelo, contribuyendo a la atenuacién de contaminantes orgéanicos; estos acoples
troficos y su relevancia en digestatos y suelos se discuten en sintesis sobre digestato-suelo (Van Midden, Harris,
Shaw, Sizmur y Pawlett, 2023).

Las arqueas metanogénicas, particularmente Methanocorpusculum y Methanosarcina, participan en los ciclos
finales de estabilizacion del carbono al transformar intermediarios en metano dentro del digestato; este “cierre”
parcial del ciclo del carbono reduce el carbono facilmente disponible que podria generar emisiones no deseadas
tras la aplicacion al suelo, y ademas el digestato puede modular la microbiota edéfica y aumentar su abundancia
o mantenerla estable dependiendo de su calidad y del contexto edéfico (Van Midden et al., 2023).

En suelos con metales traza, la enmienda con digestato puede favorecer la inmovilizacién o retencién
superficial de dichos metales mediante cambios de pH, CEC y condiciones redox, y esa inmovilidad puede
reforzarse con fitogestién mediante cultivos energéticos (ej., Panicum virgatum, Pennisetum alopecuroides),
reduciendo la migracién vertical de Pb, Zn y Cu (Bonet-Garcia et al., 2023).

En conjunto, los microorganismos identificados en la digestién anaerdbica respaldan, con evidencia cientifica
reciente, un potencial biotecnoldgico real para la restauracién bioldgica de suelos contaminados, actuando
como consorcios sinérgicos capaces de promover la fermentacién primaria, la provisién de intermediarios
metabdlicos, la estabilizacion del carbono y la inmovilizacion de metales. Estas funciones microbianas pueden
traducirse en mejoras en la calidad bioldgica y funcional del suelo, incrementando la diversidad microbiana, la
actividad enzimética y la capacidad de retencion de nutrientes cuando el digestato se aplica adecuadamente
como enmienda orgénica (Van Midden et al., 2023).

Por lo tanto, el aprovechamiento de estos consorcios microbianos derivados de la digestiéon anaerdbica
representa una estrategia biotecnoldgica sostenible que integra la gestion de residuos pecuarios con la
recuperacion de suelos degradados, en coherencia con los objetivos de la bioeconomia circulary la sostenibilidad
ambiental siempre que se ajusten dosis y condiciones edéficas al contexto del sitio (Roopnarain et al., 2023).
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CONCLUSIONES

La caracterizacién metagendmica de las comunidades microbianas en la biodigestién anaerdbica de
deyecciones bovinas permitié evidenciar la dindmica sucesional y funcional de los consorcios microbianos
responsables de la transformacién de materia orgénica y la produccién de biogas. En las primeras etapas del
proceso predominaron bacterias fermentativas como Bacteroides y Lysinibacillus, implicadas en la degradacion
de compuestos orgénicos complejos y la generacidén de acidos grasos volatiles, mientras que en las fases
intermedia y final se incrementaron los géneros Treponema, Rikenellaceae y arqueas metanogénicas como
Methanocorpusculum y Methanosarcina, evidenciando una transicion metabdlica hacia rutas de metanogénesis
y estabilizacién del carbono.

Los resultados confirman que el proceso de digestidon anaerdbica constituye un sistema bioldgico eficiente
y autorregulado, donde la cooperacién metabdlica entre bacterias y arqueas optimiza la conversién de residuos
pecuarios en bioenergia y biofertilizantes. Ademas, la composicién microbiana identificada sugiere un potencial
biorremediador relevante, dado que los géneros detectados presentan funciones asociadas a lainmovilizacion de
metales, la reduccién de contaminantes orgénicos y la regeneracién del microbiota del suelo cuando el digestato
se utiliza como enmienda orgénica.

En términos biotecnoldgicos, los hallazgos refuerzan la viabilidad del aprovechamiento integral del estiércol
bovino no solo como fuente de energia renovable, sino también como insumo para la recuperacion de suelos
degradados, en concordancia con los principios de la economia circular y los Objetivos de Desarrollo Sostenible 7,12
y 13. Se recomienda en futuras investigaciones evaluar experimentalmente el efecto del digestato en diferentes tipos
de suelos y concentraciones, a fin de validar su impacto real sobre la calidad edéfica y la disponibilidad de nutrientes.
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