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Resumen

El desaprovechamiento de los residuos solidos organicos, producidos por sectores domésticos e
industriales, generan una serie de problematicas ambientales tras la acumulacion de este tipo de materiales
en rellenos sanitarios y botadores a cielo abierto, ya que se generan agentes contaminantes de las fuentes
hidricas y de la atmésfera, como lo son los lixiviados y los gases de efecto invernadero. Por tal motivo,
se han planteado una serie de estrategias que permitan transformar los residuos organicos en un producto
aprovechable, como el compostaje. Este proceso naturalmente involucra largos periodos de tiempo, por
lo cual no se logran emplear todos los desechos dispuestos, generando una acumulacién de estos y por
tanto, la generacion de agentes téxicos. De modo que, se ha planteado la adicién de bioinoculantes al
compostaje, los cuales mediante la producciéon de enzimas, son capaces de degradar de una forma mas
eficiente las diferentes estructuras de la materia organica, como las proteinas, los lipidos y la biomasa
lignocelulésica (lignina, celulosa y hemicelulosa), llegando asi a reducir el tiempo de operacién de este

tratamiento.

Ante la situacién planteada, en el presente estudio se evalué el efecto de la inoculacién de Talaromyces
saynlitensis HC1 y los aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y 14P, sobre el proceso de compostaje de residuos
de plaza de mercado, cascarilla de arroz, gallinaza y porquinaza. Determinando, durante los 45 dias que
se llevo a cabo el proceso, la temperatura, pH, produccién de COy, y la actividad enzimatica (celulolitica,
amilolitica y proteolitica). A partir de esto, se evidencié un comportamiento similar respecto a la
temperatura del control y el tratamiento, la cual comenz6 con 45 £ 0,1 °C, y fue disminuyendo a las
mismas condiciones del ambiente hasta finalizar el proceso. En cuanto al pH, se obtuvieron los mismos
datos para los dos montajes, iniciando con un valor de 7 y finalizando con pH de 8. Por otro lado, en la
prueba de respirometria, se observd una produccién total para el tratamiento y el control de 0,35 mg
CO»/g. Ademis, se determiné la caracterizacion fisicoquimica y la composicion de la fraccién mineral
del producto obtenido al finalizar el proceso, obteniendo resultados semejantes entre los dos procesos

para cada uno de los parametros evaluados.

Con relacion a la actividad enzimitica, se evidencié el mismo comportamiento para los montajes
evaluados, en la produccién de amilasas, celulasas y proteasas. Obteniendo respectivamente, un maximo

de actividad al inicio del proceso con 257 UA, a los 12 dias generando 17 UC y a los 22 con 1425 UP.

Por tal motivo, se determiné que la adicion del bioinoculante (Talaromyces sayulitensis HC1 y Bacillus sp.
8AP1 y 14P), no generd un efecto sobre la degradacion de residuos organicos en el sistema de cajones,
ya que el comportamiento fue el mismo con relacién al control, en cada uno de los parimetros

fisicoquimicos y biologicos evaluados.
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1. Introduccién

Segtn el Banco Internacional de Reconstruccién y Fomento (IBRD), anualmente se producen 2,01
toneladas de residuos municipales, de las cuales aproximadamente el 50% se encuentran constituidos por
residuos organicos a nivel mundial [1]. En Colombia se presenta una situacion similar, ya que en el afio
2018 se generaron 11,3 millones de toneladas de residuos sélidos 2], de los cuales el 55 % representaron
aquellos de caracter organico |3]. De esta fracciéon de residuos, se aprovecharon el 27 % por medio de
diferentes tratamientos como el compostaje, elaboracién de biocombustibles, incineracién con
produccién de energia, entre otros métodos; mientras que el resto, se llevé para su disposicion final a los

rellenos sanitarios, botaderos a cielo abierto y celdas de contingencia [4, 5].

El desaprovechamiento de este tipo residuos, involucra una reduccién en la vida util de estos espacios de
disposicién final, por el hecho de depositar una alta cantidad de residuos organicos. De igual forma,
implica un aumento en la produccion de lixiviados y gases de efecto invernadero, los cuales son agentes
capaces de afectar el aire y las fuentes hidricas subterraneas [5]. Estos factores ambientales son de vital
importancia, puesto que, en el caso de ser alterados por las emisiones pueden llegar a ser un potencial
riesgo para la salud humana, tanto a nivel respiratorio por la liberacién de dichos gases, como a nivel

alimenticio por la potabilidad del agua [6].

Una de las alternativas planteadas para solucionar estos problemas ambientales es el proceso de
compostaje, el cual permite transformar los residuos organicos en un producto aprovechable, conocido
como compost. Sin embargo, cabe mencionar, que una de las principales problematicas de este
tratamiento, es el tiempo de transformacion de los residuos organicos, el cual es de aproximadamente 45
a 90 dias segun el tipo de montaje empleado [7]. De modo que, no pueden ser tratados simultaneamente
todos los residuos organicos producidos, siendo entonces depositados en los rellenos sanitarios. Otro
inconveniente que presenta el proceso de compostaje, es la acumulacién de desechos en los lugares donde
se llevan a cabo estos tratamientos, generando de igual forma en los rellenos sanitarios, una serie de
problemas ambientales como lo son la produccién de lixiviados y la liberacion de gases de efecto

invernadero [8].

La inoculacion de microorganismos en el proceso de compostaje, tales como Talaromyces sayulitensis HC1
y cepas del género Bacillus, puede ser una alternativa para mejorar el tratamiento de residuos organicos.
Puesto que, la actividad enzimatica de estos microorganismos, permitirfa degradar de una forma mads
eficiente las diferentes estructuras de la materia organica, como el almidon, las proteinas, los lipidos y la
biomasa lignocelulésica (lignina, celulosa y hemicelulosa), y por tanto, habria una reduccién en el tiempo

de operaciéon de este tratamiento. Asimismo, al aumentar la concentracién de microorganismos,
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incrementarfa la degradacion de los residuos solidos organicos, permitiendo la disponibilidad de una

mayor cantidad de nutrientes para el suelo y por tanto, pata las plantas.

En este orden de ideas, al requerir un menor tiempo de compostaje, se lograria evitar la acumulacién de
residuos, de modo que, se reducirfa el tiempo de produccién de lixiviados y se disminuiria la
concentracion de gases de efecto invernadero producidos, que como se mencioné anteriormente, tienen
un efecto negativo en la salud y el medio ambiente. De igual forma, al ser mas rapido el tiempo de
operacion, permititia aprovechar una mayor cantidad de residuos organicos, lo cual reducirfa la cantidad
de desechos llevados a disposicién final y por tanto, se podria aumentar la vida atil de los rellenos

sanitarios.

Teniendo en cuenta lo anterior, los sectores agricolas de Fémeque, Cundinamarca, requieren de una
optimizacién en el sistema de compostaje, para poder transformar los residuos organicos producidos en
un menor tiempo, evitando la acumulacion de este tipo de materiales, y por tanto la produccién de agentes
contaminantes. Por tal motivo, en el presente proyecto de investigacion, se evaluard el efecto del
bioinoculante compuesto por Talaromyces sayulitensis HC1 y dos cepas de Bacillus sp. 8AP1Y 14P sobre los

residuos solidos organicos, en un sistema de cajones durante 45 dias de tratamiento.

2. Marco teorico

2.1.  Marco conceptual

Como bien se menciond anteriormente, los residuos que son producidos diariamente, se encuentran
constituidos por diferentes tipos de materiales, siendo la materia organica uno de los desechos mas
representativos del total de residuos generados [1]. Este tipo de residuos, pueden ser tanto de origen
vegetal o animal, los cuales se caracterizan por ser susceptibles a ser transformados por medio de

diferentes procesos de descomposicion [9).

Los residuos organicos se pueden clasificar segun el sector donde son producidos, de modo que se
pueden generar este tipo desechos a partir de tres fuentes: domiciliario, industrial, y agricola. En primer
lugar, los residuos producidos en las viviendas, son aquellos compuestos principalmente por restos de
alimentos y desechos de jardin. Por otro lado, estan los residuos organicos producidos por las industrias
y el sector agricola, siendo este ultimo, un sector que produce un alto contenido de este tipo de desechos,
puesto que suelen estar compuestos por los residuos de las cosechas y plazas de mercado [10]. Es asi

como, estas tres fuentes de produccién de desechos organicos generan anualmente en Colombia cerca
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de 178 millones de toneladas, motivo por el cual se han establecido diferentes alternativas con el fin de

tratar y aprovechar este tipo de recursos [11].

En tal sentido, ante la alta produccién de residuos organicos en Colombia, se ha planteado una estrategia
capaz de otorgarle un valor agregado a estos materiales, dentro del marco de la economfia circular. Segun
el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, la economia circular permite establecer un flujo de
materiales, con el propdsito de extender la vida util de los residuos por medio de alternativas tecnolégicas,
evitando asi, el modelo de produccién y consumo lineal, en el cual los productos son elaborados,
utilizados y desechados |9]. Con el fin de lograr una transicién del modelo econémico lineal, hacia la
economia circular de sostenibilidad ambiental, el gobierno desarrollé un marco normativo, en el cual se
destaca la Politica Nacional para la Gestién Integral de Residuos Sélidos (PGIRS). Esta se establecié en
el documento CONPES 3874, en el que se plantean diversos principios, con el proposito de gestionar el
tratamiento y aprovechamiento de biomasa residual [12]. Una de las iniciativas planteadas dentro de esta
politica, es el modelo de valoraciéon de residuos, el cual contempla al compostaje como una alternativa

para transformar biomasa residual.

El compostaje es un proceso aerdbico controlado, en el cual la materia organica es transformada en lo
que se conoce como compost, que es una matriz estable y organica, con disponibilidad de nutrientes, que
posteriormente, puede setr empleada como fertilizante para el suelo [10]. La descomposicion de residuos
organicos, es mediada por la actividad enzimatica de sucesivas poblaciones microbianas, que combinan
actividades mesofilicas y termofilicas, empleando los desechos como fuente de carbono y nitrégeno. De
tal forma que, al cabo de 4 a 6 meses de compostaje, se obtenga como producto de valor agregado, abono
o humus de caracteristicas definidas, que permita mejorar la productividad y estabilidad del suelo en el

sector agricola [13].

Para llevar a cabo la descomposicion de residuos organicos, y obtener un producto estable como
resultado; la biomasa se transforma a medida que transcurren las diferentes etapas del proceso, las cuales
estan relacionadas con el metabolismo de los microorganismos inoculados [7]. Como primera etapa, el
proceso de compostaje empieza por la degradacion de materia organica, la cual cuenta con un alto
porcentaje de compuestos facilmente asimilables, tales como aztcares y proteinas. Esta etapa,
corresponde a la fase mesofilica del tratamiento, en la que solo en un par de dias de proceso, la
temperatura aumenta gradualmente de 10 °C a 40 °C, como consecuencia de la energia térmica generada
por el metabolismo de los microorganismos, tales como Aspergillus spp., Penicillium spp., Lactobacillus spp.

y Acetobacter spp. Asi pues, la actividad enzimatica a partir de hongos y bacterias mesofilicas, empieza a
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elevar la temperatura de la pila de compostaje, hasta el punto de inhabilitar el crecimiento de estos

microorganismos [7].

Ante el aumento de la temperatura, los microorganismos adaptados a estas condiciones, reemplazan a los
hongos y bacterias mesofilicas. De modo que, el proceso de compostaje entra en una fase termofilica
(40 °C a 70 °C), la cual tiene un tiempo de duracién aproximado entre 1 a 4 semanas, que inclusive puede
llegar a prolongarse, dependiendo del tamafio del compostaje y la composicion de la biomasa residual
empleada [14|. Esta etapa del proceso, es llevada a cabo por microorganismos capaces de degradar
compuestos mas complejos, tales como: celulosa, lignina y dcidos grasos, siendo Bacillus y Actinomycetes las
bacterias termofilicas que se encuentran mayoritatiamente en esta fase del compostaje. Cabe mencionar,
que si bien los hongos no se encuentran dentro del rango de temperatura de la fase termofilica, algunos
son termotolerantes y cuentan con la capacidad de degradar compuestos con un alto contenido de
celulosa y lignina, los cuales contintian el proceso, elevando la temperatura de la materia prima hasta los
70°C o mas. La temperatura que alcanza el compostaje en esta etapa, es esencial para la obtencién de un
producto estable al final del proceso, puesto que es suficiente para destruir patbgenos y compuestos

fitotéxicos que pudiesen estar presentes en la materia prima.

Una vez terminada la fase termofilica, la temperatura del compostaje empieza a disminuir gradualmente,
producto de la limitaciéon de sustratos organicos. En esta etapa mesofilica o de enfriamiento, empiezan a
recolonizar microorganismos que si bien también son mesofilicos (rango 6ptimo de 10 °C a 40 °C),
poseen una actividad metabolica distinta respecto a aquellos involucrados en la fase de calentamiento
[15]. Por tal motivo, las bacterias capaces de degradar celulosa y hongos con actividad lignocelulolitica
como Aspergillus, empiezan a colonizar el compost y a transformar los compuestos organicos complejos
residuales [7]. De modo que, hay una reduccién en el proceso de descomposicién, y por tanto, un
enfriamiento de la materia organica hasta alcanzar una temperatura ambiente, para que posteriormente,

finalice el proceso de compostaje con su ultima etapa.

La fase maduracion del compostaje, corresponde a la transformacion de algunos compuestos organicos
complejos en coloides himicos, por medio de la actividad enzimatica de microorganismos nitrificantes y
el metabolismo de consumidores de segundo y tercer nivel, tales como protozoos y artrépodos [13]. Los
que finalmente, generan un producto estable con caracteristicas definidas (humus), el cual es aplicado

como abono del suelo en el sector agricola [16].

Las anteriores afirmaciones sugieren, que la efectividad del proceso de compostaje y la calidad del

producto, se encuentran estrechamente relacionados. Por lo que es necesario tener en cuenta parametros
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tanto fisicos como quimicos que requieren de un adecuado control durante el tratamiento de los residuos

Organicos.

El balance nutricional, es una de las medidas mas importantes del control de produccién, puesto que los
microorganismos siendo los principales actores durante este proceso, requieren carbono, nitrégeno,
tésforo y potasio como nutrientes primarios. Por lo cual, es de gran importancia la relacién C:N de la
biomasa empleada como materia prima, cuya proporcién éptima para el compostaje se considera
alrededor de 30:1. Puesto que en caso tal de tener una relacién inferior a este valor, si bien permiten una
descomposicion rapida, existe la posibilidad de que el exceso de nitrégeno no puede ser asimilado, y por
tanto, se pierda en la atmédsfera como amoniaco. Por otra parte, si la relacién C:N es superior a la ideal,
la insuficiencia de nitrégeno reduce el metabolismo de los microorganismos, y por consiguiente, aumenta

el tiempo de duracion del tratamiento de compostaje [15].

Asimismo, el compostaje al ser un proceso aerobio, requiere de una aeracioén apropiada que suministre el
oxigeno suficiente para los microorganismos, de tal manera que estos sean capaces de oxidar la materia
organica, y liberar CO2 como producto metabédlico. Cuando el suministro de oxigeno no es suficiente, el
crecimiento de microorganismos aerébicos es limitado, lo que resulta en una descomposiciéon mas lenta.
Otro factor importante es la humedad del proceso de compostaje, puesto que este debe mantener un
contenido de humedad entre el 50 al 60 %. En caso tal de tener un contenido de humedad inferior al
20 %, la pila estara demasiado seca como para llevar a cabo los procesos biologicos, y si llegase a ser
superior al 70 %, se lixiviarfan los nutrientes y patégenos. Por otro lado, el compostaje aerdbico cuenta
con un pH que puede variar entre 5,5 y 8,5, el cual desciende al inicio del proceso, a causa de la produccién
de acidos organicos, facilitando el crecimiento de hongos degradadores de celulosa y lignina. Para que
finalmente, llegue a ser ligeramente basico por la producciéon de metano y diéxido de carbono, obteniendo

abono con un pH entre 6 y 8 [15].

Lo anteriormente expuesto, permite evidenciar la importancia de las medidas de control tanto fisicas
como quimicas, que se deben tener en cuenta durante el proceso de compostaje. Pero cabe mencionar,
que la variable bioldgica es la mas importante a tener en cuenta para la transformacion de los residuos
organicos, ya que los microorganismos adicionados al proceso en forma de bioinoculantes descomponen
la materia organica, llegando no solo a acelerar el proceso de compostaje, sino también, a mejorar las

caracteristicas finales del abono [17].

Es por esta razon, que la adicién de acelerantes bildgicos al proceso de compostaje, es una alternativa a

este tratamiento que se ha ido aplicando en diversos agroecosistemas. Con la finalidad de lograr una
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reduccion en el tiempo de formacién y maduracion del compost, y por tanto, evitar la acumulacién de
residuos organicos capaces de generar agentes contaminantes [6]. Estos bioinoculantes, pueden llegar a
estar constituidos por bacterias tales como Bacillus spp. y Streptomyces spp., y hongos como lo son _Aspergillus
spp. v Penicillium spp., a los cuales se les ha evaluado la produccién enzimas capaces de degradar
compuestos complejos como celulosa, lignocelulosa, xilano, quitina, polisacaridos en general y proteinas

[18].

2.2. Antecedentes

La implementacién del uso de bioinoculantes en el proceso de compostaje, ha demostrado en diversos
estudios un efecto positivo en este tratamiento, llegando a reducir el tiempo de degradaciéon de los
residuos organicos [8,19]. De igual forma, segin un estudio realizado por Tortarolo et al., la adicién de
determinados microorganismos al compost, genera un aumento significativo en la temperatura durante

la fase termofilica, asegurando una destruccion eficaz de posibles patégenos, y por tanto, una mejor

calidad del producto [20].

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha determinado la capacidad de bacterias y hongos, para generar
enzimas capaces de degradar material organico. Como bien se demostré en un estudio de Bekele y
colaboradores, en el cual observaron la capacidad de transformar la celulosa, a partir de hongos aislados
de la podredumbre de la acacia y de las aguas residuales industriales, tales como Penicillinm sp., Alternaria
sp. y Aspergillus terrus. De modo que, concluyeron la posible bioprospeccién de las cepas aisladas, para la
degradacion de biopolimeros producidos en diferentes industrias [21]. Ademas, esta capacidad de los
hongos para producir celulasas, se evidencié en un estudio en el que evaluaron a Aspergillus oryzae para
producir este tipo de enzimas, con el propésito de transformar mediante el proceso de compostaje, al

jacinto de agua en abono organico [22].

De igual forma, en la investigacién de Pedraza y colaboradores, la cepa fangica Talaromyces sayulitensis HC1
(anteriormente Penicillium sp. HC1), aislada de suelos rizosféricos de cultivos de arroz en el departamento
de Tolima, Colombia, ha demostrado tener la capacidad para producir enzimas celuloliticas y xilanoliticas,
siendo estas capaces de degradar compuestos complejos presentes en la biomasa residual [23]. Por otro
lado, las cepas del género Bacillus presentan actividad proteolitica y amilolitica, motivo por el cual esta
bacteria es cominmente empleada en los procesos de compostaje [24]. Asimismo, se realizé un estudio
en el cual determinaron que varias cepas de B. Jicheniformis, contaron con la capacidad de utilizar varias
fuentes de carbono, tales como: xilano, celobiosa, manosa y carboximetilcelulosa, de modo que, este

género puede producir enzimas idéneas para degradar compuestos organicos complejos [25].
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Es por esta razén, que se ha empleado a Talaromyces sayulitensis HC1 y a cepas del género Bacillus, como
bioinoculantes capaces de degradar residuos organicos. Uno de estos tratamientos, se formulé como una
alternativa capaz de degradar eficazmente la mortalidad porcicola, la cual es un agente contaminante
cuando es dispuesta tradicionalmente (incineracién, quema y entierro). Este estudio consistid, en la
formulacion de un bioinoculante compuesto por dos aislamientos de Bacillus sp. (SAP y 14AP) y un hongo
del género Talaromyces HC1, sobre el proceso de compostaje de mortalidad porcicola, en una finca
registrada ante el ICA en Antioquia. En el cual, se compararon los resultados del comportamiento de la
temperatura en diferentes tratamientos, evidenciando una disminucién en el tiempo de maduracién de la
materia organica [26]. De forma similar, se evalu6 la coinoculacion de Bacillus sp. (8AP1 y 14P) y
Talaromyces sayulitensis HC1, en una granja de mortalidad porcicola ubicada en el municipio de Ebéjico,
Antioquia. En el que posterior a la fase termofilica del proceso, la temperatura del tratamiento empezé a

disminuir antes del control [27].

Al comparar estos estudios, se puede evidenciar que la inoculacién de Bacillus sp. y Talaromyces sayulitensis
HC1, tiene un efecto positivo sobre el proceso de compostaje de mortalidad porcicola. Esto como
resultado de la produccién de enzimas, las cuales aceleran el metabolismo microbiano, llegando a
aumentar la temperatura de la materia organica, y por tanto, reduciendo el tiempo de maduracién del
compost. Pero cabe destacar, que si bien la adicién del bioinoculante presenté un resultado deseado en
el compostaje de mortandad de cerdos, se desconoce respecto a: ¢Cudl es el efecto de la inoculacién de
Talaromyces saynlitensis HC1 'y Bacillus sp 8AP1 y 14P sobre residuos sélidos organicos recolectados en

granjas agricolas y en plazas de mercado?

3. Objetivos

3.1.  Objetivo general:
Evaluar el efecto de la inoculacién de Talaromyces sayulitensis HC1 y los aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y

14P, sobre el proceso de compostaje de residuos sélidos organicos.

3.2.  Objetivos especificos:
e Evaluar la actividad celulolitica, amilolitica y proteolitica de cada uno de los montajes.
e Evaluar el pH, la temperatura y la produccién de COzdurante el proceso de compostaje.

e  Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y la fraccién mineral del producto final.
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4. Metodologia

4.1. Microorganismos

Para la preparacién del bioinoculante, se utilizé a Talaromyces sayulitensis HC1 y a los dos aislamientos
bacterianos de Bacillus sp. (8AP1 y 14P), provenientes del banco de cepas del Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana. Los cuales se encontraban conservados en

glicerol al 20 % (v/v) con una temperatura de -20 °C.

4.2.  Seleccion de la materia prima
Para el montaje de los cajones de compostaje, se recolecté como materia prima, residuos solidos
organicos constituidos por cascarilla de arroz, gallinaza, porquinaza y residuos de plaza, obtenidos en el

municipio de Fémeque, Cundinamarca.

4.3. Produccion del bioinoculante

4.3.1. Cultivo bacteriano

Preinéculo

En esta primera etapa, se reactivaron en agar almidén (fécula de maiz, Maizena® 1,2 % (p/v), cloruro de
calcio 0,5 g/L, sulfato de amonio 1 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L, triptosa 2,5 g/L, fosfato dibasico
de sodio 0,5 g/Ly agar 15 g/L) (Anexo 11.1) las cepas proteoliticas y amiloliticas de Bacillus, provenientes
del cepario del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana. Pasadas las

72 horas de incubacion a 55 °C, se realizé para cada cepa una suspension en solucion salina al 0,85 %

(p/v), ajustando la turbidez a 108 Cel/mL [28].

Cultivo

Una vez se obtuvieron las dos suspensiones bacterianas a la misma concentracion celular, se adicionaron
en proporciones iguales a un Erlenmeyer de 250 mL con caldo combinado (fécula de mafz, Maizena®
12 g/L, leche descremada 12 g/L, glucosa 1 g/L, sulfato de amonio 1 g/L, extracto de levadura 2 g/1,
cloruro de calcio 0,5 g/L, fosfato de sodio monobidsico 0,5 g/L y fosfato de sodio dibasico 0,5 g/L)
(Anexo 11.1). Este se incubd durante 21 horas a 55 °C y 150 rpm. Pasado este tiempo, se tomé una
muestra del bioinoculante para realizar un recuento en placa para evaluar la viabilidad de la cepa, una
coloracion de Gram para establecer la pureza del microorganismo, y se determin la actividad proteolitica

mediante la técnica del acido tricloroacético (TCA) y la amilolitica con la técnica de DNS [29].
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4.3.2. Produccién cepa fungica

Preinéculo

Como primera medida, se reactivé la cepa fangica de Talaromyces saynlitensis HC1, por medio de la siembra
en agar PDA (infusién de papa 200 g/L, glucosa 20 g/L, agar-agar 15 g/L) (Anexo 11.1), incubando a
28 °C durante 8 dfas. Una vez pasado este tiempo, se realizé un recuento de conidios en camara de

Neubauet, y se ajusté con solucion salina con el propésito de ajustar la concentracion a 10° conidios/mL

[26].

Cultivo

Posteriormente, se recuperaron los conidios producidos por Talaromyces sayulitensis HC1 de las placas de
agar, mediante una solucién de agua y Tween 80 al 0,1 % (v/v) y con la ayuda de una pipeta estéril para
desprender por remocion fisica los conidios. Una vez hecho esto, se transfiri6 la solucion de conidios a
un tubo falcon de 50 mL, se realizé un recuento de conidios en camara de Neubauer, y finalmente se con
solucion salina se ajusto la concentracién a 1,5 x 107 conidios/mL. De igual forma se estableci6 la pureza

del cultivo con una tincién de azul de lactofenol [26].

4.4. Montaje de cajones para el compostaje

Para el proceso de compostaje de residuos organicos, se emplearon 6 contenedores de madera de 20 cm
de largo x 20 cm de ancho x 40 cm de alto, los cuales permitieron conservar la humedad y la temperatura
del proceso. Adicionalmente, los cajones contaron con perforaciones de lem de didmetro en la parte
inferior, con el propésito de recolectar los lixiviados generados durante el proceso. De modo que, estos
contenedores se ubicaron en recipientes de aluminio de 30 cm x 50 cm, que permitieron recolectar los
lixiviados, y asi, evitar que se contamine la pila de compostaje [30]. Adicionalmente, por cada cajon se

adicion6 1 tubo de PVC perforado, esto con el fin de proveer aire al proceso (Anexo 11.2).

En los 6 contenedores, se llevaron a cabo 2 tratamientos por triplicado durante 45 dfas (Tabla 1), de los
cuales uno correspondio al control absoluto, es decir que a este no se le agregd ningtin bioinoculante. En
el segundo tratamiento, se coinoculé la suspension de conidios Talaromyces sayulitensis HC1 y el cultivo
celular bacteriano de los aislamientos de Bacillus sp. (8AP1 y 14P). Este montaje se llevé a cabo durante
45 dfas, tiempo en el cual se reinocularon los microorganismos a los 21 dfas y ademas, se realizaron

volteos a las pilas de compostaje cada 2 semanas.
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Tabla 1. Tratamientos realizados en los cajones de compost

Inéculo
Tratamiento
Talaromyces saynlitensis HC1 Bacillus sp. (8AP1 y 14P)
1 - _
2 + +

A cada uno de los 6 contenedores, se agregd 8 Kg materiales organicos por cada cajon, los cuales contaban
con residuos de plaza de mercado 68,3 % (p/p), porquinaza y gallinaza 19,5 % (p/p) y cascarilla de arroz
12,2 % (p/p). Es preciso sefialar, que se adicioné agua para mantener la humedad de las pilas de
compostaje, realizando la prueba del guante, verificando que no se desmorone la mezcla en el caso de

estar seca, o se filtre agua al estar en exceso humeda [31].

4.5. Inoculacion

Los bioinoculantes microbianos, contaron con una concentraciéon de 3,1 x 108 células/mL para los
aislamientos de Bacillus sp. y de 1,07 x 107 conidios/mL patra T. sayulitensis HC1 en el caso del segundo
montaje. Estos bioinoculantes, se adicionaron a las pilas de residuos organicos antes de ser agregados a

los cajones de madera, y se dosificaron segtn la férmula: 1 L/tonelada de residuos diluido 1/5 [32].

4.6. Muestreo

Para medir de las caracteristicas del compostaje, se emplearon unas pinzas metalicas mediante las cuales
se tomaron 25 g correspondientes a una muestra representativa de cada cajon, es decir que, por cada pila
se recolectaron muestras en 5 puntos distintos y luego se mezclaron como un unico muestreo
caracteristico. Esto con el propésito de medir tanto para el control como para el tratamiento, el pH y la

actividad enzimatica (celulolitica, amilolitica y proteolitica) cada 7 dias durante los 45 dias del proceso.

4.7.  Evaluacion de temperatura 'y pH

La temperatura del compost se evalu6 diariamente por los 45 dias, empleando un termémetro de punzon
que permiti6 llegar al interior de la pila de compost, midiendo este parametro en 5 puntos distintos de
cada cajon para obtener un dato representativo. En cuanto al pH, este se medié con un pH-metro,

realizando una pasta a partir de la mezcla de 5 g de residuo y 10 mL de agua destilada.
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4.8. Evaluacion de la actividad enzimatica

4.8.1. Celulasas

En primer lugar, para obtener los extractos enzimaticos de cada uno de los tratamientos, se tomaron
10 ¢ de muestra representativa, los cuales se les agregd 20 ml de buffer fosfato (NaHPO4*2H,O
35,61g/L y NaH,PO,#2H,0 31,21g/L) 0.1M a pH 7. Estas muestras posteriormente se llevaron a agitar
a 5000 rpm durante 20 minutos, recuperando la solucién con Buffer en otro tubo, y luego se llevo a
centrifugar a 6000 rpm durante 15 minutos para obtener el sobrenadante correspondiente al extracto

enzimatico [23]. Esto se realiz6 por triplicado con cada una de las réplicas del control y el tratamiento.

Para la reaccién enzimatica, se mezclé 1 mL del extracto diluido, junto con ImL de la soluciéon de
carboximetilcelulosa (CMC) 1% (p/v) y se incubd durante 60 minutos a 55 °C en un bafio termostatado.
Respecto al blanco, este se prepar6é con 1 mL de buffer fosfato y 1 mL de CMC. Pasado el tiempo, se
detuvo la reaccién con hielo por 5 minutos y se centrifugd cada muestra durante 10 minutos a 6000 rpm.
Al sobrenadante recuperado, se le adicionaron 0,25 ml. de DNS, llevando a ebullicién cada tubo por 5
minutos, y posteriormente se detuvo la reaccién con hielo. Una vez hecho esto, se agregaron 2,5 mL de
agua destilada y se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. As{ pues, se determinaron los
azucares reductores comparando con una curva patron de glucosa y se calcularon las unidades celuloliticas
(Anexo 11.3). Una unidad celulolitica corresponde a la cantidad de enzima capaz de liberar 1umol de

glucosa por minuto por litro bajo las condiciones de reaccién [33].

4.8.2. Amilasas

Los extractos enzimaticos para amilasas, se obtuvieron a partir del mismo procedimiento anteriormente

mencionado de celulasas.

Para la reaccién enzimatica, se mezclé 1 mL del extracto diluido, junto con 1 mL de la solucién de
almidén al 1 % (p/v) y se incub6 durante 60 minutos a 55 °C en un bafio termostatado. Respecto al
blanco, este se preparé con 1 mL de buffer fosfato y 1 mL de sustrato (almidén). Pasado este tiempo, se
detuvo la reacciéon con hielo por 5 minutos y se centrifugd cada muestra durante 10 minutos a 6000 rpm
para separar el almidén no hidrolizado. Este sobrenadante, se transfirié a 0,25 mL de DNS, y se llev6 a
ebullir cada uno de los tubos de reaccién por 5 minutos, y posteriormente se detuvo la reaccién por
inmersién en hielo. Una vez hecho esto, se adicionaron 2,5 mL de agua destilada y se ley6 la absorbancia
a una longitud de onda de 540 nm. De este modo, se determinaron los azucares reductores comparando

con una curva patrén de glucosa y se calcularon las unidades amiloliticas (Anexo 11.3). Una unidad
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amilolitica corresponde a la cantidad de enzima capaz de liberar Tumol de azicares reductores (glucosa)

por minuto por litro bajo las condiciones de reaccién [33].

4.8.3. Proteasas

Para la obtencién del extracto crudo, por cada tratamiento se tomaron 10 g de una muestra compuesta y
se suspendieron en 20 mL de buffer Tris-HCI 50 mM pHS8. Esta solucion se llevé a agitar a 5000 rpm
durante 20 minutos, recuperando el sobrenadante el cual se centrifugé a 6000 rpm por 15 minutos [23].

Esto se realizé por triplicado con cada una de las réplicas del control y el tratamiento.

La evaluacién de la actividad proteolitica, se realizé mediante la mezcla de 50 uLL de extracto crudo con
80 ulL de azocaseina, la cual se incub6 45 °C durante 60 minutos. Respecto al blanco, este se prepard con
1 mL de buffer Tris-HCI y 1 mL de sustrato (azocaseina). Para detener la reaccion, se sumergieron los
tubos en hielo durante 10 minutos y se agregd 400 pL. de 4cido tricloroacético 15% (p/v). Una vez hecho
esto, se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 10000 rpm, para luego adicionar 600 pL. de NaOH
(1 N) para estabilizar la reaccion y finalmente, se evalué la absorbancia de las muestras a 440 nm [34].
Una unidad proteolitica, es la cantidad de enzima necesaria para producir un aumento en absorbancia de

0,01 por minuto bajos condiciones normales de ensayo [35].

4.9. Evaluacion de la produccion de CO,

Empleando la técnica de respirometria, se ubicaron cada 4 a 7 dfas 3 frascos de vidrio en la parte superior
de cada cajén, con 20 mL de hidréxido de sodio 0,3 N, los cuales se taparon con un frasco de mayor
tamafio, funcionando as{ como una trampa de CO». Pasado el tiempo establecido, se titulé el NaOH con
acido clorhidrico 0.3 N, 0.1 mL de fenolftaleina y 1 mL de cloruro de bario 1 M [36]. De modo que, los
gramos de CO; producidos en cada tratamiento, se determinaron a partir de la cantidad de NaOH que

no reaccionaron con el acido, es decir, que reaccionaron con el COz, siguiendo entonces la Ecuacion 1:

PM CO
mg CO, = (g NaOHlniciales — g NaOHReaccién) X WOHZXZ x 1000 )

Donde:
e o NaOH ppiciales : Gramos de NaOH que se obtuvieron de la concentracion inicial del hidréxido
de sodio en las trampas.
e o NaOH Reaccion : Gramos de NaOH que se obtuvieron de la relacién entre las moles del acido

clorhidrico que se emple6 en la titulacion y las moles de NaOH que reaccionaron.
e PM COz: Peso molecular del didxido de carbono
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e PM NaOH: Peso molecular del hidroxido de sodio

4.10. Analisis de caracteristicas fisicoquimicas

Para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y la composicién de la fraccion mineral del producto
obtenido al final del proceso, se mezclaron las 3 réplicas del control y se recolecté en total 500 g para
obtener una muestra representativa, realizando este mismo procedimiento con las réplicas del
tratamiento. Estas muestras, se llevaron al laboratorio especializado en el analisis de productos del sector
agricola AGRILAB, para evaluar las propiedades fisicoquimicas tales como: Humedad, pH,
conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catiénico, densidad, cenizas, relacién C/N, carbono
organico total, nitrégeno organico, y la presencia de elementos como el fésforo, magnesio, potasio, calcio,

azufre, hierro, manganeso, cobre, zinc, boro, sodio y silicio [29].

5. Anilisis estadistico

Para determinar si existen o no diferencias estadisticas entre el control y el tratamiento a través del tiempo,
se realiz6 una prueba no pareada t de Student con un nivel de significancia del 0,05 siempre y cuando se
cumpliesen los supuestos de normalidad y de varianzas iguales. Para esto, se emple6 el programa

estadistico GraphPad Prism Versién 9.2.0.

6. Resultados

6.1. Evaluacion de la efectividad del bioinoculante

6.1.1. Temperatura

Ao largo del proceso de compostaje de los residuos sélidos organicos, se present6é un comportamiento
semejante entre la temperatura del tratamiento y del control (Figura 1). En primer lugar, se evidencia en
la Figura 1A que ambos montajes iniciaron con una temperatura de 45 + 0,1 °C, la cual fue disminuyendo
hasta los 22 °C a los 6 dias del montaje, manteniéndose entre el rango de 23 °C y 27 °C hasta el dia 12.
Momento en el cual, se realiz6 el primer volteo a cada una de las pilas de compost, observando un
aumento de la temperatura que para el caso del tratamiento fue de 32,7 °C y para el control de 30,1 °C,
presentando asi, diferencia significativa (P=0,003) en este punto del tratamiento. Pasado este tiempo,
nuevamente disminuyé la temperatura hasta los 22 °C para los dos procesos, pero a los 21 dias esta
incremento a 27 °C, en el momento en el que se realizé la reinoculacion en las pilas correspondientes al

tratamiento.
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A partit de este punto, tanto para el tratamiento como para el control, se evidencié el mismo
comportamiento de la temperatura, variando entre los 15 °C y los 25 °C hasta la finalizacién del proceso,
esto a pesar de haberse realizado otro volteo a los 34 dias. Por otro lado, al comparar el area bajo la curva
del tratamiento y del control (Figura 1B), se presenta un valor que es significativamente mayor (P=0,0483)
para el montaje con el bioinoculante, que si bien es pequefa la diferencia, el comportamiento de la

temperatura no fue semejante para los dos procesos.
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Figura 1. Medicion de la temperatura de los microcosmos. (A) Temperatura del control y el
tratamiento en funcién del tiempo de montaje del compost. (B) Comparacion del area bajo la curva de

los tratamientos.

6.1.2. pH
El pH evaluado durante los 45 dfas (Figura 2), evidencié un pH cercano a 7 al inicio del proceso, tanto

para el control como el tratamiento, llegando a acidificarse ligeramente el proceso hasta 6,7 en el dfa 12.
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A partir de esta fecha, se realiz6 el volteo de las pilas, evidenciando un pH de 9 a los 22 dias del proceso,
junto con la reinoculaciéon de los microorganismos en ese momento tratamiento. Para finalmente,
observar desde el dia 22 hasta el 45 una ligera disminucién de este parametro fisicoquimico, obteniendo
como dato final 8,5. Cabe destacar que, no se presentaron diferencias significativas entre los datos del
tratamiento y del control en ninguno de los tiempos de muestreo, por lo cual, el comportamiento del pH

es el mismo para los dos montajes.
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Figura 2. Medicion del pH en funcién del tiempo para el control y el tratamiento

6.1.3. Respirometria

La produccién de CO: evaluada mediante la prueba de respiromettfa, permitié evidenciar el
comportamiento de la tasa de respiracién microbiana, con el propdsito de determinar el consumo de la
materia organica facilmente degradable. Por lo cual, en el presente estudio se observé que tanto para el
control como para el tratamiento, la cantidad de mg de CO»/g acumulado fue la misma durante los 45
dias de compostaje, ya que no se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05) en ninguno de los
tiempos evaluados (Figura 3A). En lo que corresponde a la cinética de COp, esta inicia con 0,05 mg de
CO2/g a los 5 dias del proceso, posteriormente a partir del primer volteo en el dia 12, aumenta la
tendencia de acumulacién del gas hasta obtener en el dia 22 0,21 mg CO»/g. A pattir de este punto, se
presentd una disminucion en la produccién de COg, porque en los 23 dias restantes se acumul6 0,15 mg,
siendo esta una menor cantidad en comparacion con lo evidenciado al inicio del proceso (0,21 mg). Cabe
mencionar que, esta reduccion en la produccién del gas se presentd durante los procesos de reinoculacion

y volteo.

Por otro lado, se comparé el area bajo la curva del tratamiento y el control en funcién de los mg de

CO»/g/dia (Figura 3B), es decir, que se compaté entre los dos montajes la produccion total de CO,. Para
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lo cual se obtuvo el mismo valor, ya que no se evidenciaron diferencias significativas (P=0,1161) cuando

se realizé la prueba estadistica.

A - B
0.4~ VOI?.&J Relmc‘ulacujn VQ|.1.SCI 0.010~
SR . -
8 0.008
L =)
- 0.3 ..% I
8\1 I o 0.006[
O 0.2 (&)n L
g’ L £ 0.004
0.1 3 I
’ < 0.002}-
" l n 1 " 1 " 1 " J
0. 0 10 20 30 40 50 0.00 Tratamiento Control
Tiempo (dias)
- Control ---- Tratamiento

Figura 3. Evaluacion de la produccion de CO; en los microcosmos. (A) Produccién de mg de CO»/g
del control y el tratamiento durante el tiempo de montaje del compost. (B) Comparacién del area bajo

la curva para los tratamientos.

6.1.4. Aspecto del producto final

Al terminar el proceso de compostaje, se mezclaron las réplicas de cada uno de los procesos evaluados,
con el propésito de comparar el aspecto del producto final. Obteniendo tanto para el control como para
el tratamiento una apariencia semejante (Figura 4), en la que se evidenci6 el mismo sélido de color marrén
claro, una textura compacta y rigida con fragmentos de cascaras de fruta y huevo, y ademas se observé

una predominancia en la cantidad de cascarilla en relacién a los demas residuos.

Figura 4. Apariencia del compost. (A) Mezcla inicial. (B) Control y (C) Tratamiento a los 45 dias.
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6.1.5. Caracterizacion fisicoquimica y composicion mineral del producto final

El analisis realizado a partir de las muestras finales del control y el tratamiento, evidenci6 diferencias
(Tabla 2) tanto en las caracteristicas fisicoquimicas, asi como también en la composicion de la fraccién
mineral. En primer lugar, se presenté una humedad entre el 50 y 55 % para el control y el tratamiento,
respectivamente, siendo estos valores superiores a los recomendados por la Norma Técnica Colombiana
5167. Con relacién al pH, para los dos procesos se encontraba alrededor de 8,3, es decir que era
ligeramente basico. Otros parametros fisicoquimicos, como las cenizas, la conductividad eléctrica, las
pérdidas por volatizacién, la densidad real y el carbono organico oxidable, presentaron diferencias no
mayores al 5 % entre los montajes evaluados. Es preciso sefialar, que para estos dos procesos la retencién
de humedad sobrepasé el porcentaje que indica la norma, y ademas, la conductividad eléctrica para el

tratamiento no alcanzé el minimo requerido de 30 meq/100 g.

Por otro lado, en cuanto a la composicién de la fraccién mineral, se evidenciaron valores semejantes entre
el control y el tratamiento respecto a la relacion C/N, al nitrégeno total, nitrégeno organico, fésforo,
potasio, azufre, cobre y sodio. Mientras que se presentaron diferencias superiores a 0,1 % para el
magnesio y el hierro, y a 0,5 % con relacién al silicio y el residuo insoluble en acido. De igual forma, para

el manganeso, zinc y boro, la divergencia de los datos paralos dos montajes fue alrededor de los 8 mg/Kg.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica y composicion de la fraccion mineral del producto obtenido en

los cajones de compostaje del control y el tratamiento.

Variable Unidad Control Tratamiento NTC 5167
Humedad % 50,6 54,5 <35°
pH Unidades pH 8,28 8,34 4-9
Conductividad eléctrica dS/m 13,1 15,9 Reportar
Retencién de humedad % 71,0 65,9 35-45
Cenizas % 171 15,6 <60~
Pérdidas por Volatizacion % 32,3 29,9 -
Capacidad de Intercambio Catiénico meq/100g 32,0 27,5 > 30
Densidad real (Base seca) g/cm? 0,581 0,572 < 0,6
Carbono Organico Oxidable Total % 11,2 10,2 <15
C/N Adimensional 12 11 <25
Nitrégeno total % 0,939 0,937 >1"
Nitrégeno organico % 0,939 0,937 > 1
Fosforo total % 1,46 1,33 > 1
Potasio total % 1,47 1,46 >1*
Calcio total % 5,52 4,98 -
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Magnesio total % 0,868 0,686 -

Azufre total % 0,295 0,287 -
Hierro total % 0,124 0,042 -
Manganeso total mg/Kg 252 143 -
Cobre total mg/Kg 87,8 88,1 -
Zinc total mg/Kg 242 259 -
Boro total mg/Kg 18,8 11,1 -
Sodio total % 0,197 0,199 -
Silicio (Soluble en HF) % 7,21 6,50 -
Residuo Insoluble en Acido % 7,25 6,65 <50

Nota: NTC: Norma Técnica Colombiana, * La suma de estos parametros debe ser 100, ™ Reportar si la riqueza total
de cada uno es mayora 1 %.

6.2. Evaluacion de la actividad enzimatica

6.2.1. Actividad celulolitica

La determinacién cuantitativa de la actividad enzimatica, se evalué mediante la comparaciéon de las
unidades enzimaticas (celulolitica, amilolitica y proteolitica) a través del tiempo de tratamiento de los
residuos solidos organicos. En primer lugar, la actividad celulolitica de los dos montajes evidencié un
aumento a partir del dia 5, alcanzando una actividad de 17 UC para el tratamiento y 13,6 UC para el
control a los 21 dfas (Figura 5A). En ese momento del proceso, se realizé el primer volteo y se observo
una disminucién de la actividad celulolitica tanto para el tratamiento como para el control. Esta tendencia
se mantuvo Unicamente en el compost con el bioinoculante, evidenciando una ausencia de la actividad
enzimatica a los 34 difas, mientras que el control incrementé a 11 UC. Presentando asi, diferencias
significativas (P=0,0280 y P=0,0467) entre el tratamiento y el control en esos dos tiempos del proceso.
De igual forma, se evidencia que a partir del dfa 34, momento en el cual se realiz6 otro volteo, la actividad
enzimatica de los dos montajes incrementa, obteniendo al final del proceso 16 UC para el control y
7,9 UC en el tratamiento. Pero cabe mencionar que, si bien se observan diferencias en el primer montaje
respecto a la actividad celulolitica evaluada en 45 dfas, al determinar el area bajo la curva entre el

tratamiento y el control, no se presentaron diferencias significativas entre estos dos (Figura 5B).
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Figura 5. Evaluacién de la actividad celulolitica. (A) Actividad celulolitica del control y el tratamiento

en funcién del tiempo. (B) Comparacién del area bajo la curva de los tratamientos.

6.2.2. Actividad amilolitica

Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de la cuantificaciéon de amilasas, permitieron evidenciar
un comienzo de la actividad enzimatica diferente entre el tratamiento y el control, con 257 UA y 144 UA
respectivamente (Figura 6A). A partir de este punto, la produccién de amilasas fue disminuyendo para
los dos montajes conforme fue pasando el tiempo de compostaje, siendo significativamente menor
(P=0,0180) la actividad amilolitica del tratamiento al dia 34 con 11,3 UA, en comparaciéon con las
41,7 UA del control. Es preciso mencionar que, al comparar el drea bajo la curva respecto a la
cuantificacién de amilasas (Figura 6B), no se observaron diferencias significativas (P=0,2274) entre el

tratamiento y el control.
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Figura 6. Evaluacién de la actividad amilolitica. (A) Actividad amilolitica del control y el tratamiento en

funcién del tiempo. (B) Comparacién del area bajo la curva de los tratamientos.
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6.2.3. Actividad proteolitica

En relacion con la actividad proteolitica del proceso de compostaje, se evidencié el mismo
comportamiento para el tratamiento y para el control (Figura 7A), puesto que en ninguno de los
muestreos realizados, se obtuvieron diferencias significativas (P=0,1975) entre los dos procesos. En
cuanto a la cuantificaciéon de proteasas durante los 45 dfas de tratamiento, se presenté una actividad al
inicio del montaje con 244 UP, manteniéndose posteriormente en un rango de 400 UP hasta el momento
que se realiza el primer volteo. En este instante, la produccién de enzimas comenzé a aumentar,
obteniendo un maximo de actividad a los 22 dias con 1425 UP, y luego se observé una disminucién
hasta el punto de no presentar actividad alguna al finalizar el proceso. As{ pues, al comparar el area bajo

la curva entre tratamiento y del control (Figura 7B), no se presenté ninguna diferencia significativa

(P=0,1975).
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Figura 7. Evaluacién de la actividad proteolitica. (A) Actividad proteolitica del control y el tratamiento

en funcién del tiempo. (B) Comparacion del area bajo la curva de los tratamientos.

7. Discusion

Con el proposito de comprobar la efectividad la coinoculacion de Talaromyces sayulitensis HC1 y los
aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y 14P, sobre los residuos solidos organicos adicionados a un sistema de
microcosmos, se evaluaron parametros fisicoquimicos asociados a la degradacion de la materia organica

y ademas, la actividad enzimatica del bioinoculante adicionado al sistema de compostaje.

Uno de los principales parametros que se evalud, para poder determinar la efectividad en la
transformacién de los residuos organicos, en relacién con las diferentes etapas del proceso, fue la
temperatura |37]. Dado que, esta variable fisicoquimica se encuentra asociada a la actividad metabdlica

de los microorganismos, en funcion de la variacién de nutrientes agregados al sistema de compostaje [38].
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Asf pues, la temperatura evaluada en los cajones de compostaje evidencié un arranque de 45 °C (Figura
1A), siendo este el punto que delimita la fase mesofilica de la termofilica [39]. Este comienzo del proceso,
fue causado por la gallinaza y la porquinaza que se adicionaron al inicio del tratamiento, debido a que
estos materiales se recolectaron en el momento en el que se estaban estabilizando, es decir que contaban
con una temperatura entre 45 °C y 60 °C [40,41]. Por lo tanto, la condicién térmica que se presentd al
inicio del montaje no estuvo relacionada con la actividad bioldgica del in6culo, puesto que el aumento de
la temperatura en procesos de compostaje se tiende a presentar entre los 2 y los 7 difas [15,42]. Asi como
se evidencid, en el estudio realizado por Jia y colaboradores (2021), en cual emplearon un inéculo
constituido por 7 cepas de hongos y 15 de bacterias para degradar materiales lignoceluldsicos, el momento
en el que evidenciaron a partir del dia 3 un cambio de la fase mesofilica a la termofilica [43]. De igual
forma, en otra investigacién en la que se composté bagazo de maguey con Aspergillus sp. y Trichoderma
barzianum, se presentd un aumento significativo de la temperatura en comparacion con la del ambiente, a

partir del dia 7 de tratamiento [44].

La temperatura evaluada durante un proceso de compostaje, ha demostrado ser uno de los pardmetros
fisicoquimicos que se encuentra directamente relacionado con la actividad enzimatica de los
microorganismos [44|. Por tal motivo, las pilas de compostaje al haber empezado con 45 °C, siendo esta
una temperatura ideal en el proceso, permitié que la actividad amilolitica presentara su maximo valor
(Figura 6A). Dado que, se ha demostrado que las o-amilasas producidas por el género Bacillus sp.,
presentan una gran estabilidad en funcién de un amplio rango de temperatura (30 a 70 °C), y por tanto
una actividad favorable para hidrolizar el almidén. Concretamente, en un estudio purificaron y evaluaron
la actividad enzimatica de una o-amilasa generada a partir de Bacillus sp. BBM1, obteniendo una actividad
superior al 70 % entre los 30 y 60 °C [45]. De igual forma, en otra investigaciéon que buscaba producir
dicha enzima con B. cereus y B. licheniformis en fermentacion sélida, se evidencié un mayor rendimiento en
el dia 5 cuando se cultivaron a 45 °C [46]. De modo que, la cuantificacion de amilasas del tratamiento en
comparacién con el control al inicio del montaje, no pudo deberse a la actividad metabdlica del
bioinoculante, ya que los cajones de compostaje alcanzaron una temperatura de 45 °C tan solo al primer

dfa, tiempo que no es suficiente para producir este tipo de enzimas [40].

Con relacién a la cuantificacién de celulasas y proteasas al inicio del montaje, estas recién estaban
empezando a ser producidas, ya que casi no se present6 actividad de estas dos enzimas en ese momento
del proceso. En primer lugar, con relacion a la actividad celulolitica (Figura 5A), esta obtuvo tanto para
el control como el tratamiento valores inferiores a 5 UC, siendo estos muy cercanos a la ausencia de la
enzima. Esto pudo deberse, a la temperatura de 45 °C y el pH de 7 en el que se encontraban los cajones

de compostaje en el instante en el que fueron montados. Puesto que, en otros estudios se ha evidenciado
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que el mayor rendimiento que se obtuvo en la produccién de celulasas a partir de hongos, fue a 37 °C
con un pH 4cido [47]. Asi mismo, se ha reportado un maximo de actividad celulolitica cuando se realizé
el cultivo de diferentes hongos como Trichoderma sp., Aspergillus sp. y Rhizopus sp. a 28 °C con un pH
6ptimo para la produccién de enzimas de 6 [48]. Es decir, que al inicio del montaje no se presentaron las

condiciones 6ptimas de temperatura y pH para la produccion de celulasas.

Por otro lado, en cuanto a la evaluaciéon de proteasas en los primeros 5 dfas, se obtuvo la menor
produccién de esta enzima con relacion a los demas dfas de tratamiento (Figura 7A), lo cual pudo deberse
al igual que las celulasas, a las condiciones (temperatura y pH) en las que se encontraban los cajones en
ese instante del montaje. Puesto que se ha reportado que para los microorganismos capaces de degradar
proteinas, se requieren de temperaturas superiores a 45 °C con pH alcalinos, como bien se evidencié en
un estudio realizado por Suleiman y colaboradores (2020), en el que evaluaron el efecto de las condiciones
de cultivo de Geobacillus thermoglucosidasins para la produccién de proteasas, obtuvieron que las condiciones
optimas de temperatura eran entre 60 y 65 °C, y entre 7 a 8 de pH [49]. De igual forma, en otra
investigacion resumieron los parametros para la éptima produccion de proteasas alcalinas en diferentes
microorganismos, evidenciando que varias especies de Bacillus sp. y Psendomonas sp., llegan a producir
proteasas cuando se cultivan entre 37 y 60 °C con un pH alrededor de 9 [50]. De acuerdo con los
razonamientos que se han venido realizando, la produccién de proteasas en los dos procesos fue baja al
inicio del proceso, ya que no se presentaron las condiciones adecuadas para su sintesis. Ademas, se ha se
ha reportado que diferentes especies de Bacillus sp., producen este tipo de enzimas al finalizar la fase
exponencial del cultivo [51]. Momento en el cual no se encontraba el proceso, ya que recién se habian
montado las pilas de compostaje, por lo cual requerfan de mas tiempo para alcanzar esa fase de

crecimiento.

Una vez se transcurrieron 5 dias desde que se adicioné el bioinoculante (Talaromyces sayulitensis HC1 y
Bacillus sp. 8AP1 y 14P), la temperatura disminuy6 hasta alcanzar valores semejantes al ambiente (Figura
1A), lo cual quiere decir, que se disminuy6 la actividad metabdlica de los microorganismos en el sistema
[44]. Esto pudo deberse a diferentes factores, uno de estos es el tamafio de la particula, ya que se
recomienda fragmentar los residuos a compostar para que sea mayor el area de superficie, y por tanto la
degradacion de estos materiales por medio de los microorganismos sea mas rapida y eficiente [52].
Proceso que no se realiz6 en el presente estudio, debido a que no se contd con un sistema para moler los
residuos, en comparacién con los sistemas agroindustriales que si realizan esta actividad previa y que han
reportado una mayor velocidad en la degradacién de los residuos sélidos [52]. Cabe mencionar, que no
se puede adicionar a un sistema de compostaje particulas finas, puesto que puede llegar a compactar la

pila y por tanto restringiria el intercambio de gases, generando un proceso anaerobio [53].
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Otro de los factores, que probablemente influy6 en la disminucién de la temperatura de las pilas del
control y el tratamiento, pudo ser la humedad. Puesto que, este parametro fisicoquimico esta directamente
relacionado con la actividad metabdlica de los microorganismos, los cuales requieren de un contenido de
humedad adecuado para poder degradar los residuos organicos, lo que involucra reacciones exotérmicas
que llegan a aumentar la temperatura en la superficie de los materiales [54,55]. De este modo, las zonas
de alta temperatura se presentan mas cerca de la superficie, en comparaciéon cuando el contenido de
humedad es bajo. Es por esto que, la temperatura, humedad, y el tamafio de particula, son factores
importantes que permiten la difusiéon de oxigeno y la retenciéon de humedad en un nivel adecuado para

promover la actividad metabdlica de los microorganismos.

Sin embargo, como no se lograron mantener estos parametros, la temperatura de dos montajes disminuyé
alrededor de los 22 + 0,1 °C entre el dfa 6 y 10, y por tanto, se present6 una disminucién en la actividad
enzimatica, concretamente en la actividad amilolitica y proteolitica. Por lo que, como bien se menciond
anteriormente, los microorganismos requieren de una temperatura superior a 30 °C para producir ese
tipo de enzimas. Exceptuando a las celulasas, las cuales siguieron aumentando entre ese intervalo de
tiempo, debido que la temperatura era inferior a 39 °C, condicién de cultivo que favorece la actividad
celulolitica [56,57]. Pero, como esta actividad fue la misma para el control y el tratamiento, se infiere que
el bioinoculante no fue el responsable en producir este tipo de enzimas. Puesto que, en otro estudio
relacionado en el cual se empled a Talaromyces sayulitensis HC1 y dos aislamientos de Bacillus sp., la
cuantificacién de celulasas fue mayor en comparacién con el control [28]. Lo que quiere decir, que la
actividad celulolitica que se present6 en los cajones, estuvo relacionada con los microrganismos

provenientes de los residuos organicos y no con el bioinoculante.

Esto mismo se presentd con la cuantificacién de amilasas y proteasas, ya que al comparar el area bajo la
curva entre el control y el tratamiento, no se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05). De modo
que, los aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y 14P, que han demostrado tener la capacidad para producir
amilasas y proteasas respectivamente |27], no fueron los responsables de la actividad enzimatica evaluada
en los montajes. Este comportamiento pudo deberse a factores limitantes en la actividad metabdlica de
los microorganismos, como lo son la aireacién y la temperatura. Por un lado, se ha demostrado que los
niveles bajos de aireacion, reducen la utilizacién de sustratos y la formacién de biomasa, lo que involucra
una disminucion de la actividad enzimatica [58]. Concretamente, en una investigacion en la que se evalud
la produccién simultanea de o-amilasas y proteasas a partit de Bacillus subtilis, se determiné que el nivel
6ptimo en el que se obtenfan estas dos enzimas era de 0,6 L/L/min, y que a medida que se reducia la

aireacion al biorreactor, también lo hacfan las Unidades Amiloliticas (UA) y Proteoliticas (UP) [59]. Lo

33



que quiere decir, que posiblemente el sistema de cajones empleado en el presente estudio, no permitié
que ingresara una aireacién adecuada, y por tanto, no se pudo alcanzar la demanda de oxigeno requerido

por los microorganismos para la transformacién de los residuos [60].

Asi mismo, el hecho de que no se evidenciara una mayor actividad celulolitica, amilolitica y proteolitica
del tratamiento con relaciéon al control, pudo deberse a la temperatura externa del invernadero en donde
se encontraban los cajones de compostaje. Dado que, se ha evaluado el efecto de la temperatura ambiente
sobre las pilas de compostaje, determinando que existe una relacién directamente proporcional entre
estos dos, es decir, que al disminuir la temperatura ambiente, también se reduce este parametro al interior
de las pilas [61]. Esto sucede, debido a que el metabolismo microbiano se ralentiza cuando la temperatura
se encuentra alrededor de los 10 °C, lo que conduce a una baja produccién de energfa térmica y por tanto,
una mayor dificultad en la transformacién de residuos [62]. En tal sentido, es probable que el
bioinoculante agregado al sistema, se viera afectado por la temperatura ambiente de Bogota en la época
en la que se realizé el montaje (14 °C con una minima de 8 °C) [63], y por tanto, no llegase a producir el
efecto deseado sobre los residuos. Resultado que no solo se evidencié con la actividad enzimatica, sino
también con el pH y la producciéon de COg, al presentar los mismos valores entre el control y el

tratamiento.

De igual forma, la ausencia de actividad del bioinoculante sobre los residuos organicos, pudo estar
relacionada con el in6éculo. Dado que, a pesar de que se mantuvo la misma proporcion con relacion a la
dosificacién, la cual se ha empleado en otros procesos de compostaje con los mismos microorganismos
[28,29,58], posiblemente esta puede llegar a no ser la adecuada para el sistema de cajones planteado, ya
que este disefio es a escala laboratorio y no se ha evaluado en otros estudios. Cabe mencionar, que la
concentracion del inéculo es otro factor a tener en cuenta, porque este puede llegar a no tener efecto
sobre los residuos, presentando el mismo comportamiento que el control cuando la concentraciéon es
inferior a 106 UFC/g [64]. Valor que también es el minimo requerido por la Norma Técnica Colombiana
(NTC) 5842, para la produccién de inoculantes biolégicos [65]. De modo que, es probable que no
existiese la concentracién suficiente de microorganismos viables y eficientes, que permitieran colonizar

rapidamente el sustrato para su posterior hidrolisis.

Con relacién a la caracterizacion fisicoquimica y la composicion de la fracciéon mineral del producto final
(Tabla 2), tanto del tratamiento como del control, se compard con la NTC 5167 la cual establece los
lineamientos para los productos organicos usados como abonos o fertilizantes [66]. Evidenciando que,
pardmetros como el % de humedad, super6 el maximo permitido por la mayor a la norma para los dos

montajes evaluados. Una posible razén, se relaciona con la temperatura del sistema, porque al no
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aumentar a mas de 45 °C, no es posible evaporar el agua presente en los cajones y por tanto, el % de
humedad se mantendra alto (> 35 %) [67]. Por otro lado, el pH aproximado de 8,3 que se presentd en
control y el tratamiento si cumplié con el rango establecido en la norma, presentandose este valor
ligeramente basico por la produccién de amonio, al descomponerse la biomasa lignocelulésica (lignina,
celulosa y hemicelulosa) [68]. En cuanto a la relacion C/N, conductividad eléctrica, densidad real, cenizas,
pérdidas por volatizacion, carbono organico oxidable, y la mayoria de los microelementos, cumplieron
con los maximos y minimos permitidos por la norma, presentando diferencias no mayores al 5 % entre
los montajes evaluados. Confirmando de esta forma, que los cambios en los parametros evaluados del
tratamiento fueron producto de la actividad metabdlica de los microorganismos propios de los residuos.
Cabe sefialar, que no se pudo determinar el proceso transformacién de los residuos, ya que no se realizé

la caracterizacion inicial de la mezcla de los materiales recolectados.

8. Conclusiones

La inoculacion de Talaromyces sayulitensis HC1 y los aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y 14P, sobre el
proceso de compostaje de residuos de plaza de mercado, cascarilla de arroz, gallinaza y porquinaza,
evidenci6 un comportamiento similar, entre el control y el tratamiento para los parametros fisicoquimicos
(Temperatura, pH y produccién de CO») y bioldgicos (Actividad celulolitica, amilolitica y proteolitica)

evaluados.

Con relacién ala temperatura, pH y produccion de COp, al no presentar diferencias en los datos obtenidos
durante los 45 dias en el control y el tratamiento, se valida que los cambios de estos parametros
fisicoquimicos, correspondieron a la actividad metabdlica de los microorganismos propios de los residuos
organicos antes de ser inoculados. Este mismo comportamiento, se evidencié con la actividad enzimatica,
ya que al cuantificar la produccion de enzimas (celulasas, amilasas y proteasas), se obtuvieron los mismos
resultados entre el control y el tratamiento. Asi mismo, la caracterizacion fisicoquimica y la composicién
de la fracciéon mineral del producto obtenido al finalizar el proceso, permitié evidenciar el mismo

comportamiento entre los dos procesos para cada uno de los parametros evaluados.

Por las consideraciones anteriormente mencionadas, se puede concluir que la inoculacion de Talaromyces
saynlitensis HC1 y los dos aislamientos de Bacillus sp. 8AP1 y 14P, no generd un efecto sobre la degradacion
de residuos sélidos organicos de granjas agticolas y plazas de mercado, en el sistema de cajones evaluado.
Debido a que el comportamiento fue el mismo con relacién al control, en cada uno de los parametros

fisicoquimicos y biolégicos evaluados.
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9. Recomendaciones

Una vez analizados los resultados obtenidos, se recomienda para futuras investigaciones, estandarizar una
dosificacién del bioinoculante (Talaromyces sayulitensis HC1 'y Bacillus sp. 8AP1 y 14P) para las diferentes
escalas, porque si bien se mantuvo la misma proporciéon a la empleada a nivel industrial, esta puede llegar

a ser diferente en una escala de laboratotio.

As{ mismo, se sugiere realizar el proceso de compostaje durante mas tiempo, con el propédsito de
evidenciar el comportamiento completo de las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas, desde la fase

mesofilica, hasta la maduracién de los residuos.

También, es recomendable moler los residuos organicos empleados en el sistema, de modo que se
obtenga un tamafio de particula adecuado, permitiendo asi, una mayor mejor difusién de oxigeno en los
cajones, un nivel de retencién de humedad adecuado, y una mayor area de contacto al material, para que

los microorganismos inoculados tengan una mayor actividad metabdlica en comparacién con el control.

Ademas, es importante determinar las catracteristicas fisicoquimicas y la composiciéon de la fraccion
mineral al inicio del proceso, con la finalidad de poder observar el comportamiento de estos parametros

con relacién al producto final para cada uno de los montajes evaluados.
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11.
11.1.

Anexos

Composicién de medios de cultivo
Agar almidon

- Maicena 1,2 % (p/v)

- Cloturo de calcio 0,5 g/L

- Sulfato de amonio 1 g/L

- Extracto de levadura 2,5 g/L

- Triptosa 2,5 g/L

- Fosfato dibésico de sodio 0,5 g/L.
- Agar15g/L

Agar PDA

- Infusién de papa 200 g/L
- Glucosa 20 g/L
- Agar-Agar 15 g/L

Caldo combinado

- Maicena 12 g/L

- Leche 12 g/L

- Glucosa 1 g/L

- Sulfato de amonio 1 g/L

- Extracto de levadura 2 g/L

- Cloruro de calcio 0,5 g/L

- Fosfato de sodio monobisico 0,5 g/L

- Fosfato de sodio dibasico 0,5 g/L

Caldo almidén

- Maicena 1,2 % (p/ V)

- Cloturo de calcio 0,5 g/L

- Sulfato de amonio 1 g/L

- Extracto de levadura 2,5 g/L

- Triptosa 2,5 g/L

- Fosfato dibasico de sodio 0,5 g/L
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11.2. Disefio y montaje de los cajones

T. sayulitensis - 1,07x107 conidios/g
Bacillus sp. - 3,1x108 UFC/g

40 cm

Control Tratamiento
Sin inoculante T. sayulitensis +
Bacillus sp. 8AP1 y 14P

Figura 8. Cajones de madera para el proceso de compostaje

11.3. Curva patrén de glucosa
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Figura 9. Curva patrén de glucosa (g/L) para la determinacion de la actividad celulolitica y amilolitica,

mediante la técnica de DNS.
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