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RESUMEN

TITULO: COMPOSTACION ACELERADA DE LA POLLINAZA MEDIANTE
MICROORGANISMOS AEROBIOS PARA SU UTILIZACION COMO ABONO ORGANICO .

AUTOR: NINO RIVERA, ANA BELLA™

PALABRAS CLAVES: Pollinaza, Compostaje, Abono Organico, Microorganismos aerobios,
Produccién Limpia.

DESCRIPCION:

Entre los abonos utilizados actualmente se destaca la pollinaza, cuya composicién en
macronutrientes mejora las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y se utiliza como
fertilizante en una amplia variedad de cultivos de tipo comercial. Con la realizacién del
presente proyecto se pretendié obtener un bioproducto comercializable constituido por un
selecto grupo de microorganismos aerobios (bacterias y hongos nativos) caracterizados por
su capacidad de elaborar sistemas enzimaticos efectivos en la degradacién acelerada de la
pollinaza y con mayores ventajas competitivas en el mercado de los abonos organicos.

Se realizé la caracterizacion fisico-quimica y microbiologica del sustrato, el aislamiento e
identificacion de los microorganismos aerobios en las etapas mesofilicas del compostaje, asi
mismo se efectué un estudio de las variables de mayor incidencia en la bioaumentacion de
las especies (aireacion, concentracion de sustrato, temperatura y agitacion) obteniéndose
unas condiciones apropiadas para su crecimiento, y posterior aplicacion a los residuos
organicos para finalmente realizar bioensayos de respuesta bioldégica con extractos acuosos
del Abono Organico y asi comprobar su eficacia en el porcentaje de germinacion,
crecimiento de la raiz y el tallo de la plantula de Tomate.

Entre los resultados obtenidos vale la pena destacar que se aislaron de la pollinaza 19
especies de bacterias pertenecientes a los ordenes Pseudomonadales, Enterobacteriales,
Burkholderiales, Bacillales y Actinomycetales, y 8 especies de hongos de los géneros
Aspergillus, Penicillium, Cunninghamella, Curvularia, Trichoderma, y Saccharomyces los
cuales presentaron una disminucion de un 30 % en el tiempo de compostaje y el logro de la
temperatura maxima de la etapa termofilica hasta de 72°C. En los ensayos de respuesta
bioldgica evaluados estadisticamente mediante analisis de varianza (ANOVA) el tratamiento
con pollinaza compostada presentd mayor porcentaje de germinacion (80%) y mayor
longitud de crecimiento de la plantula de tomate (Lycopersicon esculentum). Obteniéndose
asi un abono de organico de 6ptima calidad y sin patégenos.

" Proyecto de Grado.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, UIS, Directora: Mariela Carrefio Mcs



ABSTRACT

TITTLE: ACCELERATE COMPOSTING OF POULTRY MANURE BY MEANS OF
AEROBICS MICROORGANISMS TO BE USE IT AS ORGANIC FERTILIZER .

AUTHOR: NINO RIVERA, ANA BELLA”™

KEY WORDS: Poultry manure, Compost, Organic Fertilizer, Aerobics Microorganisms, Clear
Production.

DESCRIPTION:

Between fertilizers used nowadays is remarkable the poultry manure, whose micronutrient
composition improves the physic-chemistry features of the soil. It is used as a fertilizer in a
wide variety of cultivations. With the present project, we tried to obtain a marking bioproduct
constituted by a select group of aerobics microorganisms (bacteria and native mushrooms). It
is characterized by their capacity to elaborate enzymatic systems effective in the quick
degradation of the poultry manure and with more competitive advantages in the market of the
organic manure.

We carried out the physical-chemical and microbiological characterization of the substrate,
the isolation and identification of the aerobics microorganisms in the mesofilic stages of the
compost. Besides, we studied the variables of more incidence in the bioincreasing of the
species (air, substrate concentration, temperature and agitation) obtaining appropriate
conditions for its growth and subsequent application to the organic residuals. Finally, we
carried out biotest of biological answer with watery extracts of the organic manure so in this
way its effectiveness was checked in the germination percentage, growth of the root and the
stem of the Tomato plant.

We isolated remarkably from the poultry manure 19 bacteria species belonging to the orders
Pseudomonadales, Enterobacteriales, Burkholderiales, Bacillales and Actinomycetales. T
was found 8 species of mushrooms of the genus Aspergillus, Penicillium, Cunninghamella,
Curvularia, Trichoderma, and Saccharomyces. These species presented a decrease of 30%
in the time of compost and the maximum temperature of the termofilic stage until of 72°C. In
the tests of the biological answer evaluated statistically through the Analysis of Variance
(ANOVA). The treatment with composted poultry manure presented both higher germination
percentage (80%) and the length of growth from the tomato plant (Lycopersicon esculentum)
was bigger than the test of biological answer. We obtained organic manure of good quality
and without pathogen.

;Thesis Project.
Science Faculty, Biology School, UIS, Mariela Carrefio Mcs. Director



INTRODUCCION

Los residuos solidos como subproducto de la actividad avicola por su escala
de produccion, penetracion en el mercado y nivel tecnoldgico es el reglén de
mayor aporte en cuanto a volumen de residuos animales dentro de los que
se destacan la pollinaza y la gallinaza que por su inadecuado manejo causa
perjuicios sobre la salud humana, y se constituye en un problema de
contaminacién ambiental ocasionando serios impactos negativos al suelo por
infiltraciones de aguas residuales; al aire por emisiones de amoniaco y otros
olores ofensivos que atraen vectores; al agua superficial y subterranea por
descargas directas y por ultimo, el considerable impacto visual de estos
residuos apilados sin control alguno en las granjas.

Estos residuos generados contienen materia organica, nutrientes y energia
que bien podrian ser empleados en la producciéon de abono organico de
manera acelerada y controlada, disminuyendo el impacto ambiental negativo
generado; ademas de obtener beneficios econémicos por ahorros en tasas
retributivas, venta de productos procesados y cumplimiento del compromiso
social y ambiental.’

El sector avicola del pais, representa la industria mas dinamica de la
actividad agropecuaria y en la Costa Atlantica se posiciona con mejores
perspectivas para el futuro inmediato.? De acuerdo con la politica nacional
ambiental, la mayor exigencia se hace, en el manejo, tratamiento y
disposicion final de los residuos solidos generados por las empresas
avicolas enfatizando en la adopcion de procesos agroindustriales amigables
con el entorno y en el desarrollo del sector productivo en la region, a través
de la difusion y aplicacion de conceptos de ecoeficiencia, produccion mas
limpia y tecnologias ambientales.

La elaboracion de los abonos organicos ocupa un lugar muy importante en la
agricultura actual, ya que contribuye al mejoramiento de las estructuras y
fertilizacion del suelo, ademas con la utilizacion de estos se puede reducir el

' TUCKER, Robert. Guia para el control y la prevencion de la contaminacion industrial,
2Sec’tor Criadero de Aves, Subsector Productores Avicolas. Santiago de Chile. 1998 p.11
Ibid., p.8.



uso de insumos externos y aumentar la eficiencia de los recursos de la
comunidad protegiendo al mismo tiempo la salud humana y el ambiente.’

Es importante destacar que actualmente se presenta en el mundo la
tendencia a la produccion y consumo de productos alimenticios obtenidos de
manera "limpia", es decir, sin el uso (0 en una minima proporcion) de
insecticidas, biocidas, fertilizantes sintéticos, etc. En Colombia la produccion
organica posee cada vez mas un creciente mercado, al que deben ingresar
los productores con el sello verde, certificando que la produccion se ajusta o
cumple las normas establecidas obteniendo precios altos de venta y
justificando la inversién realizada para establecer y mantener un cultivo
organico.*

La utilizacion de la fertilizacidon biolégica implica el manejo de
microorganismos y organismos vivos para suplir en parte o totalmente los
fertilizantes quimicos con la diferencia que en la elaboracién no se forman
gases toxicos ni malos olores. El volumen producido se puede adaptar a las
necesidades del agricultor, no causa problemas en el almacenamiento y
transporte, desactiva los agentes patégenos, muchos de ellos perjudiciales
en los cultivos como causantes de enfermedades. Ademas el producto
permite ser utilizado inmediatamente después de la preparacion y como
punto mas importante tiene un bajo costo de produccion.®

Vale la pena mencionar que actualmente el Ministerio de Ambiente, Vivienda
y Desarrollo Territorial y el Ministerio de Agricultura, adelantan la legislacién
pertinente para la fabricacion y posterior venta de estos subproductos debido
a la creciente oferta y a la actual demanda tanto a nivel nacional e
internacional, garantizando asi la calidad y el cumplimiento de Ia
normatividad ambiental.

Al plantearse la necesidad de disefiar un proceso que permita eliminar la
problematica de la pollinaza a partir de la generacion de un bien como puede
ser el biocompost (apreciado fertilizante organico ), se debe tener bien claro
que no solo se persigue un beneficio, sino evitar un perjuicio. Por ello se
resalta la importancia de este proyecto en la disminucion del impacto

* MEDRANO, José. Subproductos agricolas y su utilizacidon en sistemas integrados de
producciéon. Compendio de alternativas no tradicionales para la alimentaciéon de rumiantes.
CORPOICA, 1994.p.15

*Ibid., p.19

> BONGCAM, Elkin. Guia para compostaje y manejo de suelos. Ciencia y Tecnologia
Convenio Andrés Bello. Bogota, 2003. p.12.



ambiental negativo que presentan la mayoria de las granjas avicolas debido
a la inadecuada disposicion temporal o final de este residuo.

Debido al inconveniente que presenta la utilizacion de estiércoles y lodos
como agentes aceleradores de los procesos de biodegradaciéon, en los
ultimos afos se han desarrollado conglomerados de microorganismos que
mediante su metabolismo individual y sinérgico permiten mejorar el proceso
del compostaje obteniéndose un producto estable, con buen poder
fertilizante & higiénicamente sano.

Con la realizacién del presente proyecto se pretendié obtener un bioproducto
comercializable constituido por un selecto grupo de microorganismos
oxigénicos (bacterias y hongos nativos) caracterizados por su capacidad de
elaborar sistemas enzimaticos efectivos en la degradacidon acelerada de la
pollinaza y con mayores ventajas competitivas en el mercado de los abonos
organicos.



1. MARCO TEORICO

1.1 POLLINAZA

La pollinaza es uno de los residuos sélidos mas importantes en términos de
la posibilidad de afectar significativamente el ambiente en las granjas de
produccion, debido a su composicion y a las grandes cantidades generadas.

La poblacion avicola colombiana esta compuesta por 380 millones de pollos
y 24 millones de ponedoras. Si un pollo produce diariamente 150 gramos de
pollinaza humeda y cada gallina 100 gramos de gallinaza, y si el precio de
venta oscila entre 75 mil y 80 mil pesos la tonelada (ya deshidratada),
estamos frente a una cifras impresionantemente grandes en cuanto al dinero
que este subproducto puede representar para los Avicultores como ingreso
adicional al proveniente de su negocio de huevos y de carne.®

En una alta proporcion, en Colombia no se le adiciona nada a la gallinaza ni
a la pollinaza; en una investigacion que abarco 86 granjas avicolas, la
Corporacion Nacional para la Investigacion Agropecuaria, CORPOICA
encontré que solo en 5 o 6 la procesan. Sin embargo, poco a poco se ha ido
extendiendo la practica de llevar a cabo un analisis de suelos y a partir de
sus resultados enriquecerla con diferentes nutrientes, lo que da origen a
formulaciones especificas para cada cultivo en particular.’

Algunos avicultores y procesadores de pollinaza en Colombia la definen
como una materia prima fundamental, potenciada hoy por la tendencia
mundial, cada vez mayor de eliminar los quimicos en la fertilizacion. Le
anotan como principales ventajas, frente a los abonos quimicos:

e Neutralidad del pH

e Favorece un mejor intercambio tanto cationico como anionico en el
suelo

¢ Retiene hasta el 80-90% de agua.

jMUNEVAR, German. Estiércol que se convierte en plata, Cartagena, 1998. p.22.
Ibid., p.24.



Promueve la formacién de estructuras finas.

Ablanda los suelos pesados.

Actua en todos los procesos de oxidacion y reduccion.

Produce nutrientes en estado inorganico que aprovechan la fauna y la
flora del suelo, ademas, los acidos del humus cambian la apariencia
del suelo, tornandolo oscuro, situacion que favorece la retenciéon de
calor y su permanencia en el suelo por mayor tiempo.®

1.1.1 Composicion quimica de la pollinaza En general los estiércoles son
una mezcla de las camas de los animales con sus deyecciones, que han
sufrido fermentaciones mas o menos avanzadas. Se trata de un bioabono de
naturaleza érgano-mineral, con un bajo contenido de elementos minerales.
Su Nitrégeno se encuentra casi exclusivamente en forma organica y el
Fosforo y el Potasio al 50 % en forma organica y mineral; pero su
composicién varia entre limites muy amplios, dependiendo de la especie
animal, la naturaleza de la cama, la alimentacion recibida, la elaboracion y
manejo del montdn, etc.®

La composicion de la pollinaza depende de la alimentacion de las aves, que
puede ser mas 0 menos rica en nitrégeno y que varia en cada una de las
etapas de su vida productiva. El contenido de proteina de la pollinaza varia
de acuerdo al tipo de cama que se utilice pero se encuentra en un rango de
17.2 a 22.7%. El 50% del nitrégeno presente en la pollinaza es proteina
verdadera, la cual es alta en Glicina, y un poco baja en Arginina, Lisina,
Metionina y Cistina. El calcio se encuentra en el orden de 3% vy el fosforo de
1.5% el alto contenido de Calcio constituye una limitante nutricional de la
pollinaza. Se conoce que el valor maximo de calcio en una dieta no debe
exced%r el 2%, en condiciones practicas esto no debe ser mayor de 1.2 -
1.5%.

El estiércol del caballo es mas rico que el de la oveja, el del cerdo y el del la
vaca. El de aves de corral, pollinaza o gallinaza, es el mas concentrado y rico
en elementos nutritivos, principalmente nitrégeno y fésforo.

En la siguiente tabla se muestra la riqueza media de diferentes tipos de
estiércoles:

® BONGCAM, Op. cit., p. 14.

® CAICEDO, Y. La importancia de los Abonos Organicos en la nueva agricultura. Tierra
Palmera, FEDEPALMA. 2000. Vol. 9, p.8.

' MUNEVAR, Op. cit., p. 25.



Tabla 1. Riqueza media de los diferentes tipos de estiércol

Contenido de los elementos nutritivos en Kg.t ™

Producto g/laterc')la
eca % P,Os K ,0 MgO s
De vacuno 32 7 6 8 4 --
De oveja 35 14 5 12 3 0.9
De cerdo 25 5 3 5 1.3 1.4
De caballo 100 17 18 18 - --
Purines 8 2 0.5 3 0.4 --
Gallinaza 28 15 16 9 4.5 --

Fuente: Garcia S. 1987.

En la tabla 2 se representa la composicion de las excretas de algunos
animales, las cuales pueden ser utilizadas como un ingrediente mas para la

elaboracién de compost.”

Tabla 2. Composicion en porcentaje de las excretas de varios animales

domesticos
Tipo de Macronutrientes Micronutrientes
estiércol N P,Os K,O Ca Mg | Fe Mn Cu Zn H,0
Gallinaza 243 2,67 48 570 050 | 11 425 - 2,64 19
Bobinaza 2,11 1,60 57 087 044 |120 7,63 - 132 75
Porcinaza 232 472 39 325 8,77 | 88 643 - 422 62
Equinos 2,65 1,95 2,92 - - - - - - 65

Fuente: Restrepo R, 2001.

1.1.2 Usos de La Pollinaza. La pollinaza se utiliza como abono en la gran
mayoria de cultivos gracias a sus altos contenidos de nutrientes, los cuales
ayudan a mejorar el follaje de las plantas.

" RESTREPO, R. Elaboracion de Abono organicos fermentados y biofertilizantes foliares,

2001 p.13.



En Colombia se usa en el area agricola sin ninguna técnica ya que se aplica
en estado bruto, ocasionado pérdidas en su composicion por no tener
coadyuvantes para la protecciéon de los elementos disponibles como el
Nitrégeno. Las pérdidas se ocasionan también al mantener esta pollinaza al
aire libre en donde se evaporan sus componentes y se lavan con las lluvias.
De acuerdo con las cifras medias de su composicién antes indicadas, un
estercolado de 30 toneladas supone un aporte por hectarea de 120 Kg de
nitrégeno, 75 Kg de Anhidrido fosférico y 165 Kg de Oxido de Potasio. Por
tanto, puede decirse que el estiércol es a la vez una enmienda y un abono. "

El estiércol fresco puede ser utilizado en compostaje de superficie
directamente. Se usa sobretodo en cultivos exigentes en abonado que
toleran bien la materia organica fresca, como es el caso de la papa,
remolacha, tomate, asi como en frutales y vifiedos.

En clima seco el aporte debe realizarse dos meses antes de la siembra y en
caso de que sea humedo, tres meses antes. En suelos arcillosos se aplica
muy maduro y con bastante anticipacion a la siembra, mientras que en los
arenosos sera poco maduro y las aplicaciones seran mas frecuentes y en
menor cantidad. Los aportes en los suelos calizos deben ser frecuentes y
débiles y en suelos acidos se realizara una enmienda de caliza que active y
favorezca la descomposicion de la materia organica.

La pollinaza fresca es muy agresiva a causa de su elevada concentracion en
nitrégeno y para mejorar el producto conviene que se composte en
montones. Con mas razon se compostara si procede de granjas intensivas,
mezclandose con otros materiales organicos que equilibren la mezcla,
enriqueciéndolo si fuera necesario con fosforo y potasio naturales; algunos
agricultores rechazan el estiércol procedente de la cria industrial de pollos y
gallinas debido a que frecuentemente contiene residuos de antibiéticos y de
otras sustancias de desecho.™

1.1.3 Produccién de composta como base para abono orgénico a partir
de Pollinaza Esta alternativa permite mostrar las ventajas de utilizar de una
manera técnica la pollinaza en la produccién de un abono organico. Hasta
ahora siempre se ha utilizado la pollinaza en su forma natural, ya sea por que

2 RIVERO & CARRACEDO. Efecto del uso de la gallinaza sobre algunos parametros de fertilidad
¢ uimica de dos suelos de pH contrastante. Revista Facultad Agronémica, 1999. Vol. 25 p.83
Ibid., p.90



no se conocen los procedimientos de tratamiento o simplemente por que no
se ha identificado las ventajas econdmicas de procesar el producto.

La base principal del abono organico es la composta, la cual se obtiene
mediante un proceso natural de biodegradacion, por la accidn de los
microorganismos  oxigénicos, Termofilicos, = Gram-positivos, bacilos
endosporados benéficos quienes reducen y transforman los desechos
organicos en una biomasa bacteriana acida y, requiere de un medio que
favorezca la proliferacion bacteriana que debe tener las siguientes
caracteristicas: 30% de Oxigeno, una proporcion adecuada de nutrientes, 15
a 30 partes de Carbono por una parte de nitrégeno, 45 a 55% de agua, una
temperatura alrededor de 72°C y tiempo que incluye dos periodos
consecutivos de 10-14 dias.™

El material del periodo inicial se llama composta de primer tratamiento, en
cuya masa comienzan a proliferar los primeros microorganismos que inician
la degradacién del material usado como sustrato, para lo cual se hace
necesario un continuo movimiento de aireacion. Posteriormente, este
material se denomina composta de segundo tratamiento, en donde la
reduccion es avanzada, la temperatura es mas uniforme y estable, y la
poblacién de patégenos disminuye considerablemente. EI material puede
continuar reaccionando y conservarse hasta por mas de 6 meses. "

Para mantener uniforme la temperatura dentro del compost es importante la
aireacion y el movimiento del material para remover las bacterias, asi como
acelerar la accidén bacteriana, larvicida y virucida dentro de todo el material.
Una vez formada la composta y si se quiere mejorar, es necesario mezclar
con roca fosférica y potasa para suplir los requerimientos de fosforo y
potasio, necesarios para la formulacibn de un abono complejo. Las
cantidades de roca fosférica y de potasa dependeran del tipo de abono a
producir pero es conveniente decir que la mezcla no requiere de técnicas
complejas ni equipos especializados para que de buenos resultados. De
igual manera, es preciso comentar que aumentando la aireacion e
inoculaciéon con microorganismos altamente degradadores, se disminuye el
tiempo de compostacién .

" CAICEDO, Yiseth. Efectos del proceso de fermentacién sobre la microbiéta fungica de la
gallinaza. Tesis de Grado UIS, Bucaramanga, 2002. p. 35.

> RIVERO, Op. cit., p. 85.

'® TCHOBANOGLOUS, G. Gestion integral de Residuos Solidos. 1994, Espaia. p.67.



1.2 COMPOSTAJE

1.2.1 Compostaje Aerobio EI compostaje es un proceso biolégico aerobio,
que bajo condiciones de aireacion, humedad y temperaturas controladas y
combinando bases mesdfilas (temperatura y humedad medias) y termofilas
(temperatura superior a 45%), transforma los residuos organicos
degradables, en un producto estable e higienizado, aplicable como abono o
sustrato. Es decir, el compostaje es:

e Una técnica de estabilizacion y tratamiento de residuos organicos
biodegradables. El calor generado durante el proceso (fase termdfila)
va a destruir las bacterias patégenas, huevos de parasitos y muchas
semillas de malas hierbas que pueden encontrarse en el material de
partida, dando lugar a un producto higienizado.

e Una técnica bioldgica de reciclaje de materia organica que al final de
su evolucion da humus, factor de estabilidad y fertilidad del suelo.

e El resultado de una actividad biolégica compleja, realizado en
condiciones particulares; el compostaje no es, por tanto, un unico
proceso. Es, en realidad, la suma de una serie de procesos
metabdlicos complejos procedentes de la actividad integrada de un
conjunto de microorganismos. Los cambios quimicos y especies
involucradas en el mismo varian de acuerdo a la composicion del
material que se quiere compostar.'’

El compost es el producto de la fermentacion controlada de la materia
organica presente en los Residuos Solidos Organicos, durante el proceso se
desinfecta y estabiliza el residuo, con lo que el producto resultante debe
garantizar la inocuidad para el medio ambiente, el cual puede ser
aprovechado como abono organico o como substrato.'®

1.2.2 Importancia de la elaboracién y utilizacion del compost. El
compostaje es una alternativa de tratamiento de desechos organicos y al
mismo tiempo al mejoramiento de la calidad de los suelos; dentro de la
problematica del manejo de los Residuos Organicos la importancia se
encuentra en que el compostaje permite:

" NEGRO, M. Produccién y Gestion del Compost. Zaragoza: Centro de Técnicas Agrarias,
2000. N°. 88, p.2.

8 MAYEA, S. Produccién de composta a partir de la inoculacion con microorganismos. Cuba:
Ministerio de Agricultura, 1992. p.28.



= Disminuir los niveles de contaminacién que producen los residuos
organicos por el proceso natural de descomposicion, el mismo que
genera gas metano, Amoniaco, proliferacion de vectores transmisores
de enfermedades y roedores.

= Utilizar de una manera ambientalmente segura los residuos organicos.

= Aumentar las posibilidades de produccion de viveros y jardines en
zonas urbanas o poblaciones en proceso de crecimiento que no
cuentan con terrenos fértiles para ello.

= Aumentar el nivel de la oferta de abonos organicos.

= Crear una conciencia ambiental en las industrias avicolas y en general
a la poblacion en cuanto a la recuperacion y utilizacion de los
desechos organicos con un valor agregado'®.

La utilizacion del compost a nivel agricola, permite en el suelo:

= Mejorar las propiedades Fisicas aumentando la permeabilidad y
retencion hidrica y gaseosa de los suelos, mediante la formacion de
agregados, haciendo mas sueltos y porosos los terrenos compactos y
enmendando los arenosos.

» Aportar macronutrientes N; P; K y micronutrientes.

= Aumentar la disponibilidad favorable de nitrégeno para las plantas
(pues la materia tiene una mayor relacién C/N).

» Mejorar la capacidad de intercambio cationico del suelo

= Disminuir la rapidez del flujo suplementario de sustancias nutritivas del
suelo y por lo tanto mejorar la capacidad de crecimiento de las
plantas.

= Contribuir mediante la utilizacion de abono organico, a la formacion de
humus permanente.

= Aumentar la desintegracion de sustancias dificilmente solubles

= Reducir los niveles de utilizacién de fertilizantes quimicos nocivos

= Ejercer una accién patdégeno-supresora, ya varios microorganismos
pertenecientes al compost, han demostrado ser un factor biolégico
inhibidor para hongos y mohos patdégenos que atacan los érganos de
sostén y absorcién de nutrientes en ciertas plantas.?

Como consecuencia de esta accion directa, el compost puede tener varios
usos, por ejemplo:

¥ NEGRO, M. Op. cit., p. 12
2 bid., p.17
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» El mejoramiento de suelos agricolas o erosionados

» Laimplementacion de huertos familiares, escolares o comunitarios.

= Reforestacion

= Viveros y jardines ornamentales para asentamientos poblacionales
urbanos, semi urbanos o rurales.

=  Semilleros.

= Afirmacién de taludes.?’

1.2.3 Mecanismos y parametros Bioldgicos del compostaje aerobio. La
fermentacion aerobia consiste en la asimilacion de la materia organica por
parte de microorganismos en presencia de oxigeno y nutrientes, de acuerdo
a la siguiente reaccion;

Materia Organica + Nutrientes + Microorganismos +
0, + H,0 C=) Nuevos Microorganismos + Materia
Organica resistente + CO, + Ho,S + NH3 +...++
Energia calorifica.

Este proceso de fermentacion aerobia de la materia organica se produce en
tres fases secuenciales desde las primeras descomposiciones microbianas
de la materia organica hasta la estabilizacion del producto con la produccion
de H,0 y CO,.?* Estas fases son las siguientes:

. Fase mesotérmica | (10-40°C). En esta fase se caracteriza por una
reaccion de sintesis, consistente en la asimilaciéon de elementos nutritivos, de
materia organica, por parte accion de los microorganismos, utilizando una
parte de los compuestos organicos como fuente de energia y otra para
formar nueva masa de microorganismos. Las reacciones globales
corresponden a:

Matéria Organica + O, + Bacterias + Energia
Calorifica C—) Nuevos Microorganismos
(CsH/NO,)

En este proceso se producen oxidaciones aerbébicas por parte de la
microflora mesdfila (Bacterias y Actinomicetos) en concomitancia con
fermentaciones facultativas de la materia organica. Ademas se dan procesos

2! |bid., p.18
22 TCHOBANOGLOUS, George. Gestion integral de Residuos Sélidos. Madrid. 1994. p.47.
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de nitrificacion y oxidacion de compuestos reducidos de azufre, fosforo etc.
La participacion de Hongos se da al inicio de esta etapa y al final del proceso
en areas muy especificas de las pilas de compostaje. La actividad metabdlica
incrementa paulatinamente la temperatura, la falta de disipacion de calor
produce un incremento aun mayor de temperatura y favorece el desarrollo de
la microflora termdfila que se encuentra en estado latente en los residuos. La
duracion de esta etapa es variable?.

. Fase termofila (40-75°C). En esta segunda fase se producen
reacciones de auto-oxidacion de los microorganismos cuando comienza a
faltar la materia organica usada como alimento en la fase mesofila. En su
desarrollo se liberan los nutrientes usados previamente en la sintesis de
nuevas células.

Si la compactacién y la ventilacion son adecuadas se producen visibles
emanaciones de vapor de agua. El CO, se produce en volumenes
importantes y se difunden desde el nucleo a la corteza, este gas juega un
papel fundamental en el control de larvas de insectos, pues este gas es letal
para ellas.

En el curso de las fases sucesivas de asimilacion, una fraccion de los
microorganismos es transformado en H,O y CO,, de tal forma que la masa
organica disminuye. La reaccién global es:

Nuevos Microorganismos (CsH;NO, + 50,)
—> CO, + H,0 +NH; + Energia Calorifica

Al aumentar la temperatura empiezan a proliferar bacterias y sobre todo
hongos termdfilos que se desarrollan desde los 40°C hasta los 60°C. Estas
especies empiezan a degradar la celulosa y la lignina, con lo cual la
temperatura sube hasta los 70°C, apareciendo poblaciones de actinomicetos
y bacterias formadoras de esporas. Durante varios dias se mantiene a esta
temperatura, en una fase de actividad bioldgica lenta, en la que se produce la
pasteurizacion del medio. Aunque la celulosa y la lignina a estas
temperaturas se atacan muy poco, las ceras, proteinas y hemicelulosas se
degradan rapidamente.

2 |bid., p.48.
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Este proceso comienza por encima de 40°C, provocando una disminucion del
crecimiento de la microflora mesdfila la cual es sustituida por la termdfila al
igual que se eliminan la mayoria de mesdfilos patdégenos, hongos vy
elementos bioldgicos indeseables. Esta etapa es crucial para la higienizacion
del material, por lo que es conveniente mantener las condiciones que
permitan su maxima prolongacion.

Estas temperaturas inician, sin embargo, una nueva explosion de actividad
por parte de microorganismos termdfilos contenidos en la materia organica,
conduciendo a condiciones mesdfilas hasta la metabolizacion completa de
los sustratos simples quedando los materiales mas resistentes degradandose
a ritmos mucho mas lentos.?*

Fase Mesotérmica Il. Cuando la materia organica se ha consumido, la
temperatura empieza a disminuir alcanzando niveles iguales o inferiores a los
40°C en este momento las bacterias y los hongos mesdfilos, reinvaden el
interior del compost utilizando como fuente de energia los materiales mas
resistentes a la biodegradacion, tales como la celulosa y lignina presentes en
los residuos. La temperatura descendera paulatinamente hasta presentarse
en valores muy cercanos a la temperatura ambiente, en estos momentos se
dice que el material se presenta estable biolégicamente y se da por
terminado el proceso. A esta etapa se le conoce generalmente como etapa
de maduracion.®®

Desde el punto de vista microbiolégico la finalizacion del proceso de
compostaje se tipifica por la disminucion de actividad metabdlica a niveles
minimos. Las poblaciones microbianas se presentan en fase de muerte por
agotamiento de nutrientes. El proceso de compostaje es, pues, una compleja
interaccion entre el sustrato, los microorganismos, la aireacién y la
produccion de agua y de calor.

En los procesos industriales de compostaje a través del compostaje aerobio,
donde se apila la materia organica, existen zonas interiores de las pilas con
menor presencia de oxigeno vy, por lo tanto, menor actividad microbiana de
caracter aerobio. Un correcto volteo de la pila reinicia el proceso debido a la

*|bid., p.50.
SNEGRO, M. Op. cit., p. 10
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presencia de materiales poco degradados que se hallaban situados en el
interior de la masa original.?®

1.2.4 Principales parametros de control en el proceso de compostaje.
En el proceso de compostaje el principio basico mas importante es el hecho
de que se trata de un proceso bioldgico llevado a cabo por microorganismos,
y por tanto, tiene todas las ventajas y limitaciones de este tipo de procesos.
Segun esto, los factores que afectan a los microorganismos son los que
requieren mayor control a lo largo del proceso. Entre estos factores estan: La
aireacion, el contenido en humedad y temperatura, pH, los factores
nutricionales y la relaciéon C/N.?’

Aireacion: Es un factor importante en el proceso de compostaje y, por tanto,
un parametro a controlar. Como ya se ha comentado, el proceso de
compostaje es un proceso aerobio, se necesita la presencia de oxigeno para
el desarrollo adecuado de los microorganismos. La aireacion tiene un doble
objetivo, aportar por una parte el oxigeno suficiente a los microorganismos y
permitir al maximo la evacuacion del Diéxido de carbono producido. La
aireacion debe mantenerse en unos niveles adecuados teniendo en cuenta
ademas que las necesidades de oxigeno varian a lo largo del proceso,
siendo bajas en la fase mesdfila, alcanzando el maximo en la fase termdfila y
disminuyendo de nuevo al final del proceso.

La aireacion no debe ser excesiva, puesto que pueden producir variaciones
en la temperatura y en el contenido en humedad. Asi, por ejemplo, un exceso
de ventilacibn podria provocar evaporacion que inhibiria la actividad
microbiolégica hasta parar el proceso de compostaje, con lo que podria dar
la impresion de que el proceso habia concluido. Por otra parte, el exceso de
ventilacion incrementaria considerablemente los gastos de produccién.

Humedad: La humedad es un factor muy relacionado con el anterior. Los
microorganismos necesitan agua como vehiculo para transportar los
nutrientes y elementos energéticos a través de la membrana celular. La
humedad Optima se puede situar alrededor del 55% aunque varia
dependiendo del estado fisico y tamano de las particulas, asi como del
sistema empleado para realizar el compostaje. Si la humedad disminuye
demasiado, disminuye la actividad microbiana con lo cual el producto
obtenido sera biolégicamente inestable. Si la humedad es demasiado alta, el

% TCHOBANOGLOUS, G. Op. cit., p. 10
2’ NEGRO, M. Op. cit., p. 7
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agua saturara los poros e interferira la distribucion del aire a través del
compost. En procesos en los cuales los principales componentes sean
substratos tales como aserrin, astillas de madera, paja, hojas secas, se
necesita una mayor humedad, mientras en materiales como los residuos de
alimentacion, etc., la humedad necesaria es mucho menor.

Temperatura: Durante el proceso de compostaje la temperatura varia
dependiendo de la actividad metabdlica de los microorganismos. De acuerdo
a este parametro, el proceso de compostaje se puede dividir en cuatro
etapas: mesdfila, termdfila, enfriamiento y maduracion.

Figura 1. Control de parametros mediante sensores
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Inicialmente, los residuos se encuentran a temperatura ambiente, enseguida
los microorganismos crecen y la temperatura sube considerablemente, a los
pocos dias se alcanzan los 40°C (fase mesdfila), la temperatura sigue
subiendo hasta alcanzar valores comprendidos entre 60-70°C (fase
termdfila), la mayor parte de los microorganismos iniciales mueren y son
reemplazados por otros resistentes a esa temperatura. A partir de los 60°C,
los hongos termdfilos cesan su actividad y la reaccion se lleva a cabo por las
bacterias formadoras de esporas y actinomicetos. En esta fase la generacién
de calor se iguala a la velocidad de pérdida de calor en la superficie de las
pilas, esto marca el final de la fase termdfila. Por ultimo, se produce una
nueva fase mesofila o de enfriamiento y una fase final de maduracion en la
que la temperatura se iguala a la del medio ambiente.
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La temperatura se debe controlar, ya que las temperaturas bajas suponen
una lenta transformacion de los residuos, prolongandose los tiempos de
retencidn, y las temperaturas elevadas determinan la destruccién de la mayor
parte de los microorganismos (pasteurizacion), fenomeno que soélo debe
permitirse al final del compostaje, para asegurar la eliminacién de patégenos.

pH: Durante el proceso de compostaje se producen diferentes fenomenos o
procesos que hacen variar este parametro. Al principio y como consecuencia
del metabolismo fundamentalmente bacteriano que transforma los complejos
carbonados facilmente descomponibles, en &acidos organicos, el pH
desciende; seguidamente, el pH aumenta como consecuencia de la
formacion de amoniaco, alcanzando el valor mas alto, alrededor de 8,5,
coincidiendo con el maximo de actividad de la fase termdfila. Finalmente, el
pH disminuye en la fase final o de maduracion (pH entre 7 y 8) debido a las
propiedades naturales de amortiguador o tampdn de la materia organica.

Factores nutricionales: Con respecto a los factores nutricionales, el
carbono es utilizado por los microorganismos como fuente de energia y el
nitrégeno para la sintesis de proteinas. Las dos terceras partes del carbono
son quemadas y transformadas en CO, y el restante entra a formar parte del
protoplasma celular de los nuevos microorganismos, si bien, para la
produccion de proteinas, se necesita la absorcién de otros elementos entre
los cuales el mas importante es el nitrégeno y en menores cantidades el
fésforo y el azufre.

Las formas de carbono mas facilmente atacables por los microorganismos
son los azucares y las materias grasas. El nitrégeno se encuentra en casi su
totalidad en forma organica de donde debe ser extraido o modificado por los
microorganismos para poder ser utilizado por éstos.

Relacién C/N: La relacion C/N de la masa a compostar es un factor
importante a controlar para obtener una fermentacién correcta y, por tanto,
un producto final, de caracteristicas adecuadas. A medida que transcurre el
compostaje, esta relacion se hace cada vez menor. La relacion éptima C/N
inicial esta comprendida entre 25-35. Si es superior a 35, el proceso de
fermentacion se alarga considerablemente hasta que el exceso de carbono
es oxidado y la relacion C/N desciende a valores adecuados para el
metabolismo. Si es inferior a 25 se producen pérdidas considerables de
nitrégeno en forma de amoniaco. Cuando la relacion C/N es elevada se
podra hacer descender artificialmente, ya sea quitando celulosa, es decir,
reduciendo el carbono o aumentando el contenido de nitrogeno,
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Téxicos o inhibidores: existen una serie de sustancias organicas e
inorganicas que, a ciertas concentraciones, inhiben o impiden los procesos
bioldgicos. Por ejemplo, los materiales pesados Fe, Al, Cr, Cu, Zn ejercen un
efecto perjudicial, al actuar sobre las enzimas catalizadoras de las reacciones
de sintesis. Los microorganismos solo pueden tolerar concentraciones muy
débiles de estos elementos, tan sélo algunos mg/l.

1.2.5 Sistemas de compostaje. Existen tres sistemas principales de
compostaje: pilas aireadas, pilas volteadas y los sistemas mecanicos
cerrados.

o Pilas estéticas aireadas. Consisten en una red de tuberias de
conduccion de aire sobre las que se distribuye el material a compostar. El
material se composta durante un periodo de 21 a 28 dias y se madura en un
periodo adicional de 15-30 dias. La altura de las pilas oscila entre 2- 2.5
metros. A menudo para aislar la pila, se dispone una capa de compostaje
cribado encima de la misma.?®

o Pilas volteadas. En este sistema el material se mezcla y voltea
periddicamente o segun sea necesario durante el tiempo de compostaje. La
altura de las pilas es de 0.5-2 metros y 2-4.5 metros de ancho. En
condiciones de operacion normal, las pilas se voltean lo suficiente mientras la
temperatura se mantiene por encima o igual a 55 °C esta operacion suele ir
acompanada de olores desagradables. El periodo de compostaje oscila entre
21-28 dias.® En este trabajo se utilizé este sistema de compostaje por su
facil manejo, operabilidad y costos.

o Sistemas cerrados. Este sistema de compostaje se realiza
normalmente en reactores cerrados. Los sistemas mecanicos se disefian
para minimizar la produccion de olores y la duracion del proceso controlando
las condiciones ambientales tales como el flujo de aire, La temperatura y la
concentracion de oxigeno. Se dividen en sistemas de flujo piston y
dinamicos®

8 TCHOBANOGLOUS, G. Ingenieria de aguas residuales. México. 1997. p. 898.
* |bid., p.899
* Ibid., p.900.
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Figura 2. Sistemas de compostaje con pilas volteadas y pilas estéaticas
aireadas

Existen numerosos datos en la bibliografia sobre los parametros
microbiolégicos, quimicos y fisicos para un buen compostaje. Los valores
mas comunes de los principales parametros quedan reflejados en la Tabla
3.31

1.2.6 Evaluacion de la madurez de un compost. La evaluacién de la
madurez de un compost es uno de los parametros mas importantes que se
plantea en relacién al proceso de compostaje y aplicacion del producto
obtenido al suelo. Entre los métodos de evaluacion mas destacados se
encuentran test de tipo fisico, estudios de la fraccion humica del compost,
métodos quimicos (contenido NPK), métodos biologicos o test de
fitotoxicidad y el analisis estandar para el contenido microbiologico, este
ultimo es determinado por la concentracion de seis grupos funcionales de
microorganismos: Bacteria Oxigénicas, Bacterias Anoxigénicas, Hongos,
Actinomicetos, Pseudomonas y Bacterias fijadoras de Nitrogeno.*> Como se
indica en la Tabla 4.

*'FERMORE, T. Applied aspects of composting and bioconversion of lignocellulosic materials
an overview. International Biodeterioration & Biodegradation. Madrid, 1993. Vol. 31, 87.
%2 NEGRO, M. Op. cit., p. 27.
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Tabla 3. Resumen de las condiciones de un proceso de compostaje
ideal

PARAMETRO VALOR
Relacién C/N inicial 30-35:1
Relacién C/P inicial 75-150:1

12,5 mm para plantas donde se utiliza
agitaciéon y aireacion forzada, 50 mm
para plantas sin agitacion y aireacion
natural
Contenido en humedad 50-60%

0,6-1,8 m®dia Kg-1 sélidos volatiles

Tamafio de particula

Aireacion durante la fase termdfila o manteniendo
los niveles de oxigeno entre 10-18%
Temperatura 550 C

Cortos periodos de agitaciéon vigorosa,
alternando con periodos sin agitacion

Agitacion . :
9 que varian desde minutos en la fase
termofila a horas durante la maduracion
Control pH Normalmente no deseable

Cualquier longitud, pero no mas de 1,5
m de alto o 2,5m de ancho en el caso
Tamafio de pilas con aireacién natural. Con
aireacion forzada, depende de las
necesidades para el precalentamiento.

Fuente: Fermore, 1993

Tabla 4. Concentracion de microorganismos en un compost final

Grupo Funcional Interpretacion del Biotest

Bacterias Oxigénicas 107 - 10° UFC*/gramo peso seco

Radio minimo de Oxigénicos:

Bacterias Anoxigénicas L
9 Anoxigénicos en el compost 10:1

Mohos y Levaduras 10° - 10* UFC/gramo peso seco
Actinomicetos 10° - 10® UFC/gramo peso seco
Pseudomonas 10° - 10° UFC/gramo peso seco
Bacterias Fijadoras de N 10° - 10° UFC/gramo peso seco

Fuente: Bess, 1999. *UFC Unidades Formadoras de Colonias.
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1.2.6.1 Test de tipo fisico: Son los habitualmente utilizados y, en general,
dan una idea aproximada de la madurez de un compost. Entre ellos se
incluyen factores tales como ausencia de olor desagradable, color oscuro y
temperatura estable.

¢ Olor: El compost maduro debe tener ausencia de olor desagradable y
debe tener un olor similar a la tierra humeda.

¢ Color: Durante el proceso de compostaje, el material sufre un proceso
de oscurecimiento o melanizacién hasta transformarse en un producto
oscuro. Aunque los mecanismos del proceso citado no son bien
conocidos, en ellos se incluyen reacciones de la humificacion, tipo
aminocarbonilo y tipo Maillard, sin descartar otras reacciones que
ocurren a menor temperatura.

¢ Temperatura estable: Durante el compostaje se considera la
evolucion de la temperatura, como reflejo de la actividad de la
poblacion microbiana involucrada en el proceso, que decrece
considerablemente al final del mismo, determinando una disminucién
de la temperatura del material compostado de 60-70°C hasta
temperatura ambiente. En este sentido, un compost se considera
maduro cuando la curva de temperatura del mismo se ha estabilizado
y no varia con el volteo del material.*

1.2.6.2 Test de tipo bioldgico: Ultimamente se estan desarrollando un gran
numero de test bioldgico, con el fin de evaluar la madurez de un compost,
estos test estan basados en el efecto negativo que provoca la aplicacion de
compost "inmaduros" sobre la germinacion de las semillas debido a la
presencia de compuestos fitotoxicos en estos productos. Estos test consisten
fundamentalmente en la obtencidon de un extracto acuoso del material que es
introducido en una placa Pétri de incubaciéon donde se determina el grado de
germinacion. En general, un compost se considera maduro cuando el indice
de germinacién es superior al 50%.>*

% |bid., p.28.

* NEGRO, M y SOLANO, M. Laboratory composting assays of de solid residue resulting
from flocculation of oil mill wastewater with different lignocellulosic residues. Compost
Science and Utilization, 1996. 4 (4), 62-71.
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1.3 ACCION METABOLICA DE LOS MICROORGANISMOS SOBRE LOS
RESIDUOS ORGANICOS

Los microorganismos contenidos en una pila de compostaje ejercen una
accion enzimatica sobre cada uno de los biocompuestos que conforman los
residuos, para la seleccion de un grupo de microorganismos degradantes
adecuados es necesario conocer como se metabolizan enzimaticamente
estos compuestos.

1.3.1 Metabolismo de los Carbohidratos. Los carbohidratos presentes en
los residuos organicos comprenden un gran grupo de compuestos quimicos
que incluyen monosacaridos (tetrosas, pentosas y hexosas), oligosacaridos
(sacarosa y maltosa) y polisacaridos (almidén, celulosa y glicégeno). Para los
organismos microscopicos los carbohidratos son la fuente predilecta para la
produccion de Energia, asi mismo lo usan para la sintesis de grasas,
proteinas y formacion de tejido celular. A escala celular son degradados
como monosacaridos.*

¢ Degradacion de polisacaridos. Algunos Bacillus spp, Mohos,
Clostridium spp y otras especies bacterianas son capaces de degradar
almidon, glicdégeno, celulosa, pectina y otros polisacaridos. Los polisacaridos
son llevados a mono y disacaridos con ayuda de enzimas microbianas
extracelulares secretadas al ambiente, estos azucares pueden ser luego
transportados y metabolizados al interior de la célula.

La hidrélisis enzimatica de los principales polisacaridos presentes en los
residuos ocurre de la siguiente manera

Amilasa Amilasa

Almidon =——> Dextrinas =——=> Maltosa =—> Glucosa

Celulosa > Glucosa
Glicbjgeno =——> Glucosa

¢ Degradacion de disacaridos: los disacaridos presentes en los
desechos o producidos durante el crecimiento microbiano (Maltosa) son

% MADIGAN, M., MARTINKO, J., y PARKER, J. Brock biologia de los microorganismos
Espafia. 1998, p. 517.
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hidrolizados a monosacaridos dentro de las células por enzimas
especificas.>®

Sacarasa

Sacarosa =—> Glucosa + Fructosa
Maltasa

Maltosa =—> Glucosa

¢ Degradacion de Monosacaridos: Los monosacaridos son
catabolizados por microorganismos aerdbicos y anaerébicos vy
anaerodbicos facultativos por medio de varias vias que generan
muchos tipos de subproductos.

Las rutas metabdlicas dependen del tipo y cantidad de monosacaridos, tipo
de microorganismos y potencial redox del sistema. En cualquier ruta, la
conversion inicial es a acido piravico a partir de una hexosa simple
(generalmente Glucosa) de la siguiente manera:

CsH120s =—> 2CH3COCOOH + 4H

Este acido piruvico se somete después a una serie de transformaciones
exergonicas que permiten la obtencion de grandes cantidades de Energia
para la célula®’.

1.3.2 Metabolismo de las proteinas. Los compuestos proteinaceos
presentes en los residuos organicos comprenden diferentes tipos de
proteinas simples (Albumina, globulina, queratina y colageno), proteinas
conjugadas (Mioglobina, Hemoglobina y Caseina) y péptidos con dos o mas
aminoacidos. También aminoacidos, urea, Creatinina, trimetilamina y otros
de los grupos nitrogenados no proteinicos.

Las proteinas y los péptidos grandes dentro de los residuos son hidrolizados
a aminoacidos y péptidos pequefios por medio de proteinasas y peptidasas
microbianas extracelulares. Los aminoacidos y péptidos aqui formados, junto

% |bid., p.519
¥ |bid., p.519
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con los que se encontraban inicialmente en los residuos son transportados al
interior de la célula para su posterior metabolismo.

Dentro del compost las especies tales como Bacillus, Micrococcus,
Pseudomonas son capaces de producir enzimas que hacen posible esta
serie de reacciones hidroliticas y de oxidacién®.

Finalmente ocurre la desaminacion de los aminoacidos a través de diversas
reacciones dentro de la célula cuya naturaleza varia si las condiciones son
aerdbicas o anaerdbicas. De esta reaccién se obtiene Amoniaco y Acidos
carboxilicos que seran metabolizados mas adelante.

1.3.3 Metabolismo de los lipidos. Los principales lipidos de los desechos
organicos son los mono, di y triglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos,
esteroides y ceras, siendo los glicéridos los de mas abundancia.

Los microorganismos tienen baja preferencia por metabolizar lipidos que
debido a su naturaleza hidrofébica son dificiles de atacar cuando se
encuentran en gran masa. En emulsién pueden ser atacados en la interfase
grasa/agua. Los glicéridos son hidrolizados por lipasas extracelulares
generadas por algunos microorganismos presentes en el compost (Bacillus
spp y Pseudomonas spp y hongos como Aspergillus y Penicillium) dando
como resultado la liberacion de glicerol y acidos grasos.

Estos acidos grasos sumados a los acidos producidos en la desaminacion y
los producidos por la fermentacion de los carbohidratos son transformados
por oxidacion beta a través de una serie de pasos donde finalmente los
acidos grasos son transformados en moléculas de acido acético™®.

1.4 CRITERIOS DE SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS
ACELERADORES.

El objetivo principal de este proyecto fue la obtencion de un grupo de
microorganismos oxigénicos que actuen en conjunto en la aceleracion del

%GARZON, M., GUTIERREZ, E. y RIOS, J. Produccién a escala de laboratorio de un pool de
microorganismos aceleradores de compostaje. Tesis de Grado. Ingenieria Quimica UIS, p.30
*¥ MADIGAN, M., MARTINKO, J., y PARKER, J. Op. cit., p. 521.
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proceso de compostaje de la pollinaza al tiempo que mejoren la calidad del
producto. Para ello es necesario tener en cuenta ciertos aspectos que
permitan su seleccion dentro del complejo sistema microbiolégico existente
en los residuos. Estos criterios de seleccién se basaron en los fundamentos
tedricos anteriormente expuestos (accion metabdlica de los microorganismos
sobre los residuos organicos) y en investigaciones realizadas por otros
autores *°

1.4.1 Ecologia microbiana de las especies. En una pila de compostaje,
por su misma naturaleza bioldgica existe una gran variedad microbiolégica
relacionada entre si mediante interacciones tanto de tipo benéficas como
perjudiciales, que permiten llevar a cabo efectivamente los procesos de
degradacion organica de una forma sinérgica. Teniendo en cuenta esto, se
optd por aislar los microorganismos nativos de la pollinaza, ya que al
pertenecer a un proceso natural de descomposicidon, una vez sean
adicionados a la pila en proporciones similares a las que existen
naturalmente en el compost, no alteraran en forma drastica el equilibrio
microbiolégico.*!

1.4.2 Etapas del compostaje susceptibles a aceleracién. Conociendo las
diferentes etapas que se desarrollan dentro del proceso de compostaje la
seleccion se debe encaminar hacia aquellos microorganismos que actuen en
las fases mesdfilas, por ser estas etapas las que toman mas tiempo (12 a 20
dias) comparado con fase termdfila que dura aproximadamente de 3 a 4
dias.

En un proceso de compostaje el aumento de la temperatura se debe a la
energia liberada en todos los procesos metabdlicos de los microorganismos
sobre los residuos. Al introducir una carga extra de estos microorganismos la
actividad metabdlica se incrementara de forma que se llegara mas rapido a
los valores de temperatura que determinan el final de ésta fase. Con
respecto a la etapa mesofilica 2, cuyo final estd determinado por la
biodegradacion mayoritaria de todos los residuos, se vera mediante
interacciones tanto benéficas como perjudiciales que permite llevar a cabo
efectivamente los procesos de degradacion organica de una forma sinérgica.

Al incrementar la concentracion de microorganismos descomponedores de la
materia dificilmente asimilable, estas sustancias se agotaran mas

“ GARZON, M., GUTIERREZ, E. y RIOS, J. Op. cit., p. 31
* Ibid., p.32.
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rapidamente lograndose una estabilizacion de los residuos en menor
tiempo.*?

1.4.3 Requerimientos enzimaticos de la biodegradacion de residuos.
Basados en la informacion expuesta en la seccion de accidon metabdlica de
los microorganismos es claro que los diferentes biocompuestos que
componen los residuos organicos requieren de una accion enzimatica
conjunta para su descomposicion a moléculas mas simples.

Cada uno de los microorganismos presentes en los residuos organicos
aporta sus complejos sistemas enzimaticos, que sumados logran la
transformacién de estos materiales. No obstante dentro de este grupo
existen cepas particularmente activas en la produccién de una amplia
variedad de enzimas que juegan un papel primordial en las distintas tareas
de biodegradacion.

Segun investigaciones previas (Gray, 1973) se ha podido determinar que los
géneros que tienen una mayor participacion en el metabolismo de los
biocompuestos son las bacterias, hongos y actinomicetos; y dentro del grupo
de las bacterias estan los Bacillus y Pseudomonas *3

Bacillus. Este tipo de microorganismos posee un rapido metabolismo capaz
de producir una gran cantidad de enzimas del grupo de las carbohidrasas y
proteasas, las cuales actuan sobre los almidones, azucares y proteinas.

Pseudomonas. Ademas de hidrolizar polisacaridos por su produccién de
carbohidrasas, son utiles en los procesos de oxidacion de los residuos de
tipo hidrocarburos y sus derivados, y de lipidos por su produccion de
enzimas oxidorreductasas.

Actinomicetos. Complementan la actividad de las Pseudomonas en materia
de degradacion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos y de compuestos
lignocelulésicos, ya que producen enzimas del tipo desmoliticas o
respiratorias y del tipo celulasas.

* Ipid., p.32.
* GRAY, K y BIDDLESTONE; A. The Chemical Engineering. London. 1973. p 89.
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Hongos. Son unos actores biolégicos de especial importancia, muy activos
en los procesos de amonificacion y descomposicion de lignocelulosas por su
produccion de enzimas del tipo hemicelulosas y celulasas. Asi mismo sus
enzimas carbohidrasas permiten atacar facilmente residuos con altas
concentraciones de polisacaridos.

Con base en éstos criterios, los microorganismos finalmente seleccionados
fueron aquellos mesofilos, que aislados del proceso del compostaje
pertenecian a los géneros Bacillus, Pseudomonas, hongos, actinomicetos,
levaduras y géneros de la familia enterobacteriaceae que fuesen
higiénicamente inofensivos, y con antecedentes de su amplia utilizacién en
los procesos de degradacién organica; ya sea por trabajos de investigacion
anteriores o por que ya hagan parte de conglomerados comerciales patentes.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La presente investigacion se llevd a cabo en La Granja Avicola “La Rosita”,
propiedad de INDUPOLLO S.A. Ubicada en el municipio de Turbaco del
Departamento de Bolivar a 100 m.s.n.m., jurisdiccion de la Corporacién
Auténoma Regional del Canal del Dique-CARDIQUE, Eco-regién Zona
Costera y simultaneamente en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Innovacion en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN) sede
UIS-Guatiguara.

El sitio de estudio La granja La Rosita cuenta con un area total de 4.556 m?.
La cual esta constituida por 6 galpones con dimensiones de 134 m de largo
por 34 m de ancho. Cada galpon con capacidad para 25.000 pollos, para un
total de 150.000 pollos, con una densidad poblacional de 12.5 animales/m?
aproximadamente. La produccién total de pollinaza de los galpones de
acuerdo con el area de 12.012 m? es de 192.192 Kg. (192,19 Ton.)/ ciclo
productivo (56 dias).

El compostaje de la pollinaza para la obtencién del abono organico se
desarroll6 en 7 etapas experimentales como se observa en la Figura 3.
Iniciando con la toma de muestras de pollinaza, analisis fisico, quimico y
microbiolégico del sustrato, aislamiento e identificacion de los
microorganismos oxigénicos, seleccion de microorganismos oxigénicos
aceleradores, curvas de Crecimiento de grupos metabdlicos, bioaumentacion
y aplicacién a residuos avicolas. Posteriormente se realiz6 analisis fisico,
quimico y microbioldgico del abono obtenido para finalmente realizar la etapa
de bioensayos con extractos acuosos del abono organico, y asi comprobar
su eficacia en el porcentaje de germinaciéon de semillas, crecimiento de la
raiz y el tallo de la plantula de Tomate.

2.1 TOMA DE MUESTRAS

La recoleccion de la materia prima se realizo en la Granja Avicola “La Rosita”
perteneciente a INDUPOLLO-Cartagena entidad financiadora del presente
proyecto.
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Figura 3. Etapas del bioproceso experimental.

Toma de Muestras
(Pollinaza sin
compostar)

Analisis Fisico - Quimico

Analisis Microbiolégico

C/ N /P/ K Caracterizacion Calidaq Recuento de
Materia Microbioldgica Sanitaria Microorganismos
Organica Benéficos.
pH Recuento Total:
Temperatura Siembra y *Mesofilos
Textura AISLAMIENTO aerobios *Nitrificantes
olor Microorganismos *CT *Rhizobium
en medios *CF *Azotobacter
Selectivos y *Mohos y *Streptomyces
Diferenciales. Levaduras *Pseudomonas
*CSR *Lactobacillus
almonella

Identificacion microscopica, macroscopica
y pruebas bioquimicas.

Seleccion del pool de Microorganismos I

Curvas de crecimiento grupos metabdlicos
Bioaumentacion y aplicacion a residuos avicolas

Control de variables
pH, T°C, aireacion,
tiempo

Analisis fisico-quimico y microbiologico del
abono organico obtenido

Bioensayos de respuesta
biolégica del Abono organico
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La materia organica seleccionada para el compostaje fue Pollinaza de Piso,
con un tiempo de retencion de 2 meses compuesta principalmente de
material de cama (cascarilla de arroz), plumas y estiércol fresco.

2.2 CARACTERIZACION DE LA POLLINAZA

Con los estudios de caracterizacion se determinan las caracteristicas
Quimicas, Fisicas y Microbioldgicas de la pollinaza.

2.2.1 Analisis Fisico-Quimico del sustrato. Para la caracterizacién Fisico-
Quimica del sustrato se tomaron 6 muestras seriadas a diferentes intervalos
de altura de la pila de compostaje antes y después del bioproceso.

La caracterizacion se realizd en el Laboratorio de Calidad Ambiental de
CARDIQUE, los parametros medidos fueron: Relacion Carbono / Nitrégeno
(C/N), Materia Organica (MO), Fosforo Total (P), Potasio (K), Nitrégeno (N),
Mercurio Total (Hg.), Humedad, Cenizas, pH, Temperatura, Textura, y Color.

2.2.2 Andlisis Microbiolégico. EI analisis microbiolégico de la pollinaza
consta de tres etapas: Determinacion de la calidad sanitaria del compost,
recuento de microorganismos benéficos y caracterizacion microbioldgica.

2.2.2.1 Calidad Sanitaria. Tiene como objetivo analizar la carga microbiana
total y patégena que pueda encontrarse en la muestra, este analisis requiere
de recuento total de microorganismos mesofilos aerobios, coliformes totales y
fecales, recuento de mohos y Levaduras, Clostridium Sulfito Reductor (CSR)
y Salmonella spp. (Fig. 4).

La metodologia para determinar la calidad sanitaria se realizé de la siguiente
manera:

Se preparé un homogenizado tomando 225 ml de solucion Peptonada estéril
y 25 gramos de pollinaza (dilucion 1:10), se mezcl6 y luego se procedio a
hacer una de serie de diluciones 1/10%, 1/10°, 1/10* hasta 1/10°.

» Para el Recuento de Mesoéfilos se hizo siembra profunda en una caja
de pétri estéril tomando 1 ml de la dilucién 1/10°, se agregd Agar de
Recuento fundido mezclando muy bien el inéculo con el Agar, se dejo
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solidificar e incubd a 37°C por 24-48 horas. Después del crecimiento se
realizé el recuento de colonias en la camara de Québec y se multiplico

por el factor de dilucion utilizado, informando el resultado como UFC/gr
de compost.

» El recuento de Coliformes Totales y Fecales se realiz6 de la misma
forma que el procedimiento anterior pero el medio de cultivo utilizado
fue Chromocult. Se contaron tanto las colonias de color rojo o rosado y
las violeta para coliformes totales y solamente las de color violeta para
el recuento de coliformes fecales. Ambos recuentos se informaron como
UFC/gr de pollinaza.

Figura 4. Analisis de calidad sanitaria del compost.

—
S 26 C
—> @}' —»> | 5.5

dias

1 mi Agar YGC + 0.1 \
ml de dilucion

Tml 1ml 1ml

“— Recuento
PEe @lL_, @} UFClgr
e Agar Chromocult 7
+ 1ml de dilucién 24-48
\ horas
225 ml AP + 9 ml de AP + 1ml —> - A
25 gr. Pollinaza dilucién

Agar de Recuento
+ 1ml de dilucién

10 ml Homogenizado Camara de
—> —» | Anaerobiosis
37°C ¢12-24 horas 72 horas 37°C

. - . SPS +1ml dilucién
Enriquecimiento selectivo

6-12 h
37°C »{ Siembra Brilla

.| Pruebas Bioguimicas y Presencia / Ausencia
g serolégicas Salmonella

» Para el recuento de Mohos y Levaduras se hizo siembra en superficie
tomando 0,1 ml de la dilucion respectiva, se coloco en el centro de una
caja de pétri estéril con medio YGC, se extendid con una espatula
Driglaski hasta que la muestra se absorbié completamente en el medio
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y se incubd a Temperatura Ambiente, entre el tercer y quinto dia se
realizo el recuento de colonias.

»Para determinar la presencia o ausencia de Salmonella spp. Se
tomaron 10 ml del homogenizado y se incubaron de 12 a 24 horas a
37°C (enriquecimiento no selectivo), luego se agreg6 una pastilla de
Salmosyst dejando en reposo por 30 minutos. Posteriormente se agité
fuertemente y se incub6 por 6 a 8 horas (enriquecimiento selectivo),
después se hizo repique por agotamiento en medios selectivos y
diferenciales para Salmonella (SS. Brilla). A las colonias sospechosas
se les realizd pruebas Bioquimicas, y se informo como presencia
ausencia de Salmonella.

»Recuento de Clostridium Sulfito Reductor. Se utilizé el medio
selectivo para Clostridium (medio SPS) en tubo fundido. Se tomdé 1 ml
de la respectiva dilucion e inoculé en el medio SPS a una temperatura
de 45 a 50°C, se agreg0 tres a cuatro gotas de aceite mineral y se dej6
solidificar incubando en ambiente anaerobio por 72 horas. Finalmente
se efectuo el recuento de las colonias informando el resultado como
UFC de CSR/gr de compost.

2.2.2.2 Recuento de microorganismos benéficos. Su principal objetivo fue
analizar la carga microbiana de los microorganismos benéficos en el
compost, entre los que se encuentran las Bacterias Nitrificantes, Rhizobium,
Azotobacter, Streptomyces, Lactobacillus y otros. Para poderlos determinar
es necesario hacer primero un homogenizado de la muestra en una solucion
diluyente preparada con agua desmineralizada.

»Homogenizado: Se mezclaron 5 gramos de la muestra de compost en
99 ml de extracto de suelo estéril o en solucién Ringer + gelatina y se
agité a 150 rpom durante 15 minutos.

» Siembra: Se sembré 0,1 ml del homogenizado sobre el medio de cultivo
selectivo para cada uno de los microorganismos benéficos (Anexo 1)
extendiéndolo con una espatula driglaski. Se incub6 de 3 a 5 dias a
temperatura ambiente, y se procedid al respectivo recuento de
bacterias.

2.2.2.3 Caracterizacion Microbioldgica. El objetivo principal de esta etapa
es identificar los microorganismos autoctonos utiles en la produccion
acelerada del compost. La Metodologia empleada se resume en la Figura 5.
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Figura 5. Metodologia de la caracterizacién microbiolégica de la Pollinaza.
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|
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»Siembra y Aislamiento de microorganismos oxigénicos de la
pollinaza: El aislamiento de los microorganismos se realiz6 a partir de
una pila de pollinaza fresca de un galpén de la granja Avicola
Rosita”. Se tomaron tres muestras a diferente altura de la pila de
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compost cuando el proceso de compostaje alcanz6 una temperatura de
36°C (etapa mesofilica 1). Posteriormente cuando el proceso alcanzé la
etapa mesofilica 2, 36°C se tomaron otras tres muestras, de esta
manera se aseguro obtener la mayor cantidad de microorganismos
mesofilos posibles.

Se vertieron 25 gramos de la muestra homogénea de la pollinaza en 225 ml
de caldo Tioglicolato, incubandose a 37°C por 48 horas; sacando dos
muestras, una a las primeras 24 horas y otra a las 48 horas, para permitir un
adecuado desarrollo de los microorganismos.

Luego de los respectivos periodos de incubacion de las muestras se
sembraron por superficie en medios de cultivo selectivos (Agar Nutritivo, Agar
MacConkey, Agar Sabouraud y Agar YGC) y medio pollinaza sélido
modificado al 20%. Las Bacterias se incubaron durante 24-48 horas a 37°C,
y los Hongos se incubaron a 25°C durante 5 dias para luego continuar con
sucesivos repiques con el fin de aislar especies deseadas en el estudio.

Los medios utilizados fueron preparados con ingredientes naturales y
sintéticos.**

2.3 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS SEMBRADOS EN LOS
MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES.

La Identificacion de los microorganismos aislados se realizdé teniendo en
cuenta las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas en las colonias.

% Macroscopicamente para las Bacterias se tuvo en cuenta: color,
tamano, forma, borde, aspecto, superficie y pigmentacion; para los
hongos: tipo de colonia, velocidad de crecimiento, color del micelio,
forma de la colonia, pigmento difusible al medio, color del haz y del
enveés entre otros.

% Microscopicamente (Tinciones Gram. y Azul de Lactofenol). Para el
caso de las bacterias se utilizé la metodologia del manual Bergey's de
Bacteriologia determinativa (1984). La confirmacion final se realiz6

* Manual OXOID limited. Medios de cultivo ingredientes para su preparacion y otros
elementos de laboratorio. Cuarta edicion, 1981
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mediante las reacciones bioquimicas tipicas comparativas
dependiendo de su clasificacion taxondémica. Para los hongos se
utilizé el manual de Micologia descriptiva, las claves de Barnet y
Hunter, 1972, Samsom et al., 1981; Malloch, 1997, y Rojas, 1997.

Una vez aislados e identificados los microorganismos se realizaron siembras
de las cepas puras en medios liquidos y solidos para su conservacion en
nevera a -70°C, con su respectiva ficha de Ingreso al Cepario del Laboratorio
de Microbiologia del CINBIN.

2.4 SELECCION DE MICROORGANISMOS OXIGENICOS
ACELERADORES.

Los criterios de seleccion de los microorganismos se basaron en las
caracteristicas fisicoquimicas del proceso de compostaje, en las
caracteristicas de espectro degradativo individual, y en el tipo de desechos
organicos hacia los cuales va dirigida su actividad.

2.4.1 Seleccion del medio de cultivo y adaptacion de los
microorganismos. Con los microorganismos seleccionados se realizaron
pruebas preliminares utilizando diferentes concentraciones de sustrato, para
determinar en forma cualitativa en cual de ellos se observaba el mejor
crecimiento. Los sustratos escogidos para las pruebas preliminares fueron:
medio modificado Pollinaza 20%, 40% y 80% y Medio Nutritivo sintético.

Esta seleccion se hizo teniendo en cuenta su bajo costo y su alto contenido
de nutrientes para los microorganismos. Se prepararon medios solidos y
liquidos en diferentes concentraciones, se esterilizd, se ajusté el pH y se
sembré por duplicado cada serie de microorganismos seleccionados
incubando a 30°C y 37°C por 24 horas.

El mejor medio se seleccion6 analizando cualitativamente en cual de ellos se
presentd el mejor crecimiento de los microorganismos tanto en medios
solidos como liquidos en las diferentes concentraciones y se comparo con el
medio Nutritivo Sintético Comercial.
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2.5 CURVAS DE CRECIMIENTO DE GRUPOS METABOLICOS Y
BIOAUMENTACION

El cultivo por lotes o cultivo Batch se puede definir como aquel en donde no
hay entrada ni salida de materia, salvo gases (O, CO;) que se suministran y
retiran continuamente. En esta modalidad de cultivo se esteriliza el medio
con determinada composicion de nutrientes y se inocula con cierta cantidad
de microorganismos, el cultivo se lleva a cabo a condiciones constantes de
temperatura, aireacién, etc. hasta que Ila multiplicacion de los
microorganismos cese por agotamiento de nutrientes o acumulacién de
productos metabdlicos toxicos.

En ésta etapa se plantea un bioproceso en Batch con biorreactores tipo Airlift
a escala de Laboratorio (frascos de vidrio 500 ml) como el observado en la
Figura 6. En ellos se determinan las caracteristicas cinéticas de cada grupo
metabdlico, encontrando las mejores condiciones de temperatura, flujo de
aire y agitacion en el sustrato seleccionado para una mayor produccion
celular.

Figura 6. Bio-reactor aireado

2.5.1 Montajes y Equipos

»Equipos de esterilizacion. Se utilizaron equipos para el método de
esterilizacion con calor humedo y seco.
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Calor Himedo. Los medios de cultivo y las diferentes partes del montaje se
esterilizaron en un autoclave eléctrico de 15 litros de capacidad y presion
maxima de trabajo de 15 libras de presion (psi).

Calor seco. Para la esterilizacion del material de vidrio se emplearon estufas
eléctricas de 200 Watts con temperatura maxima de calentamiento de 220°C.

» Equipos de Calentamiento. Para el calentamiento de los medios de
cultivo se emplea una estufa eléctrica con controlador de temperatura.

En las curvas de crecimiento se emple6 un bafo termostatado (Memmert)
con controlador automatico de temperatura y agitacion como el que se
muestra en la figura 7.

» Sistema de aireacién. Se emplearon bombas de acuario con 0.6
volumenes de aire con mangueras de catéter estéril.

»Agitacion. La agitacion se realizdé en placas magnéticas con nivel de
agitacion variable como el sistema mostrado en la figura 8.

» Cuantificacion de la Biomasa. Camara de Neubauer. Para efectuar
conteo directo al microscopio. (Fig.9).

Espectrofotometro de Absorcidon Atémica DR/200. Permite cuantificar la
turbidez (%T) de los medios liquidos, la cual se relaciona con la
concentracion de células mediante la escala de McFarland. (Fig.10)

»Equipo de Filtracion: empleado para filtracion al vacio de la biomasa
de hongos, consta de un elenmeyer de 500 ml con salida lateral
conectado a una bomba de Vacio. (Fig.11).

» Centrifuga HERMLE Z 230 A: equipo utilizado para la centrifugacion
de hongos y levaduras con el fin de concentrar la mayor cantidad de
biomasa de los hongos identificados para su posterior conservacion y
preservacion. (Fig.12)
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Figura 7. Bafo Termostato Figura 8. Agitacién con placa

Figura 9. Camara de Neubauer (40X)  Figura 10. Espectrofotémetro

2.5.2 Ensayos preliminares. Se pretendié establecer la compatibilidad y
competitividad de algunas especies entre si, para esto, se realizaron pruebas
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en medio soélido (Agar Nutritivo) para todas las combinaciones posibles de los
microorganismos.

La prueba consisti6 en una siembra inicial abundante de la especie X a
analizar en la mitad del area superficial de una caja de petri, dejandose
incubar durante 24 horas, posteriormente se siembra la otra especie Y en la
misma caja mediante una estria perpendicular y muy cerca de la siembra
inicial, incubandose durante 48 horas a 37°C. El periodo inicial de 24 horas
permite que el microorganismo X produzca una cantidad suficiente de
sustancias que inhiban o favorezcan el crecimiento de la otra especie.

Las pruebas eran de compatibilidad positiva si ambas especies presentaban
un buen crecimiento sin distincion entre los dos tipos de colonias, por el
contrario las pruebas eran negativas si se observaba un retroceso en el
crecimiento de alguna de las especies, ésta inhibiciébn en el crecimiento
podia verse de dos formas, la primera es el crecimiento de la estria
ocasionando un repliegue de la siembra abundante aqui se dice que la
especie Y inhibe el crecimiento de X, la segunda es el crecimiento normal de
la especie X (siembra abundante), inhibiéndose totalmente la extension de la
estria, en este caso la especie X es la inhibidora del crecimiento en la otra
especie.

De acuerdo a estos primeros resultados, a las especies que no presentaban
indicios de inhibicién entre si se les realizé un estudio mas a fondo de
crecimiento en medio liquido con el fin de determinar la factibilidad de la
produccion conjunta de las especies, la cual representaria ventajas en
términos econdmicos de produccion en un posible proceso a mayor escala.

En este ensayo se cultivaron juntas las especies que no representaron
inhibicion empleando como medio de cultivo caldo Tioglicolato modificado
con pollinaza al 20%.

2.5.3 Determinacién de la cinética de crecimiento. Para el caso de las
Bacterias, y la Levadura las pruebas se realizaron por duplicado en frascos
de 500 ml con un volumen de 350 ml de medio de cultivo, partiendo de un
indculo de 2.8*10° células para cada uno de ellos (Fig.13 y 14).

Para los hongos se realizaron pruebas por duplicado en una serie de 11
frascos de vidrio de 300 ml con un volumen de medio de cultivo de 150 ml
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(Fig.15 y 16). La inoculacion de estos medios se realizdé simultaneamente
para todos los recipientes de la serie partiendo de un inéculo de 1.0*10°
esporas.

Figuras 13 y 14. Montaje para la realizacion de las curvas de
crecimiento del pool de Bacterias.

Figuras 15 y 16. Serie de 11 frascos de 300 ml con 150 ml de
medio de cultivo para las Curvas de Crecimiento del pool de hongos.

2.5.3.1 Adecuacién del Medio de Cultivo. El medio de cultivo se obtuvo
mediante la preparacion de una solucién acuosa de la pollinaza en una
concentracion del 20 % de pollinaza y 80% de caldo tioglicolato, se ajusto el
pH con una solucion de Acido Sulfurico al 1% o Hidréxido de sodio,
dependiendo si el pH es acido o basico, obteniéndose un pH final de 7.2 para
las bacterias y 6.0 para Levadura y Hongos. Seguidamente esta solucion se
sometié a dos esterilizaciones en la autoclave durante media hora a 15 psi
cada una, con el fin de eliminar los microorganismos endosporados
resistentes al calor, de esta forma garantizar la esterilidad total del medio de
cultivo.
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2.5.3.2 Inoculacion. Se prepard un pre-indculo de cada especie, tomando
una muestra del microorganismo cultivado en medio sélido anadiéndolo al
medio de cultivo liquido e incubando por 24 horas a 37°C.

En el caso de los hongos la Temperatura de incubaciéon fué de 30°C, del
preindculo se realizaron recuentos de esporas en camara de Neubauer
(Fig.17 y 18) un ml de este preindculo fué adicionado a un frasco de vidrio
con medio de cultivo estéril para dar inicio a cada tratamiento a una aireacion
y temperatura determinada.

Figuras 17 y 18. Recuentos en cdmara de Neubauer (40 X)

2.5.3.3 Parametros evaluados en las curvas de crecimiento de cada
grupo de microorganismos. Los parametros que se evaluaron en las
curvas de crecimiento del pool de Bacterias fueron temperatura (montajes
por duplicado a 26°C y 37°C), Aireacioén (dos montajes con y sin aireacion), y
Agitacién (dos montajes con y sin agitacion) como se observé en las figuras
13y 14.

Para la curva de crecimiento de los hongos se tuvo en cuenta dos
temperaturas de crecimiento a 26 °C y 37°C y la Levadura solo a 26°C. Se
realizaron montajes con agitacion y sin agitacion. (Fig. 19, 20, 21 y 22)

2.5.3.4 Cuantificacién de la biomasa producida.
% Bacterias y Levaduras: para la cuantificacion del crecimiento se
empleo el meétodo de turbidimetria, el cual permite establecer
directamente el total de células en suspensiéon. El patrén empleado
para relacionar las unidades de absorbancia con el crecimiento celular
fue la escala de Mc Farland con soluciones de H,SO4 al 1% y BaCl,
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1% (Anexo 2). La longitud de onda empleada (A) fue 600 nm; el blanco
de comparaciéon de turbidez se prepar6 con medio de cultivo
modificado de pollinaza estéril.

Figura 19. Serie para curvas de Figura 20. Serie para curvas de
Crecimiento de hongos a 26°C Crecimiento de hongos a 26°C
sin Agitacion. con Agitacion.

Figura 21. Serie para curvas de Figura 22. Serie para curvas de
Crecimiento de hongos a 37°C Crecimiento de hongos a 37°C con
sin Agitacion. Agitacion.

Los resultados de las curvas de crecimiento se calcularon por medio de
Regresion Lineal teniendo como curva patrén la escala de McFarland y se
graficaron.

% Hongos. La cuantificacién del crecimiento se realizd por el método
gravimétrico pasando el contenido de el frasco por filtros de 0.8 y de
tamano de poro, los sdlidos aqui retenidos se secaron a 50°C durante
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6 horas y posteriormente se pesaron. Este procedimiento se realizé
cada 12 horas, hasta obtener un peso constante de la biomasa. (Fig.
23)

Figura 23. Esquema para la cuantificacion de la biomasa fungica.

Filtracion al Vacio Secado 50°C-6 h Pesado en Balanza de
Precisién

2.5.4 Aplicacion sobre residuos Avicolas. Esta etapa tiene como fin
evaluar el desempefio de los microorganismos y la dosificacion adecuada del
pool, aplicando el conglomerado microbiano en procesos de compostaje de
residuos organicos

2.5.4.1 Determinacion de la dosificacion adecuada del indculo. Al
realizar una bioaumentacién es necesario tener en cuenta en que proporcion
y cantidad se encuentran distribuidas las diferentes especies dentro del
ecosistema de una pila de compostaje y hacer una adicion de carga
microbiana que conserve estas proporciones. De esta manera se asegura
que no habra una alteracion marcada de las relaciones simbiéticas de los
microorganismos; que de presentarse podrian traer beneficios o perjuicios
para el desarrollo del proceso del compostaje.

Para determinar la dosificacion adecuada del producto se evalué el
desarrollo de dos sistemas de compostaje uno sin bioaumentacion y otro con
la adicidon de in6culo en cantidades especificas (cada uno por duplicado), en
éstas pruebas no se vario la proporcion de las distintas especies microbianas
en el in6culo: Bacillus y Bacterias Gram negativas (enterobacterias)
Oxigénicas 81%, Pseudomonas 1.6%, Actinomiceto 16% y Hongos 1.4%.
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El criterio de dosificacion del producto en cuanto a proporcion de las distintas
especies y cantidad de microorganismos adicionados por Kilogramo de
residuo a compostar se basé en informacién reportada en la literatura de la
composicion microbiana de un compost maduro (Tabla 4) y ademas teniendo
en cuenta el recuento de microorganismos benéficos realizado en la etapa de
analisis microbioldgico.

Los ensayos se realizaron a las mismas condiciones de proceso de
compostaje. Una comparacion de los resultados obtenidos entre los
diferentes procesos permitira determinar si la dosificacion del producto es la
adecuada en el proceso de aceleracion del compostaje.

El sistema de compostaje empleado para las pruebas fue de pilas estaticas
(Figuras 24, 25 y 26) con aireacion natural, donde la ventilacion se hace a
través de los espacios de la masa a compostar y por un volteo mecanico
cada 2 dias; dichas pruebas se realizaron en cajas de madera prensada sin
tapa, las cuales tenian las siguientes dimensiones ancho 60 cm, largo 30
cm. y alto 50 cm. Para un volumen aproximado de 0.9 m?® de pollinaza por
cada caja de madera.

2.5.4.2 Medicion de variables durante el bioproceso.

e Temperatura: se realizaron mediciones en los diferentes ensayos con
el fin de diferenciar las etapas mesofilicas y termofilicas en el
bioproceso. Estas mediciones se realizaron diariamente siendo esta
una de las variables de comparacién entre los procesos de
compostaje.

e pH: se tomaron muestras de los ensayos mezclando con agua
destilada y agitando hasta homogenizarlas, y se midieron en el
peachimetro el registro llevado fué el promedio de dos mediciones.

e Humedad: éste parametro se evalué cualitativamente durante el
proceso manteniendo constante con la adicion de agua o extendiendo
al sol, se estabilizé6 un porcentaje de humedad aproximado de 50%-
60%, mediante la medicion manual de su capacidad de campo.

43



e Aireacion: La aireaciéon de las pilas se realizé6 por medio de volteos
periddicos. Estos volteos se realizaron cuando la temperatura se
acerco a los 40°C o cuando la humedad excedia el 60%, normalmente
se realiz6 dos o tres volteos por semana para asegurar un bioproceso
oxigénico adecuado.

e Grado de Madurez del compost: el estado de madurez del compost
se estimé mediante la caida final de la temperatura y la evaluacion de
los parametros fisicos como color, textura y olor.

Figuras 24, 25y 26. Pilas estaticas para el compostaje de pollinaza
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2.6 ANALISIS FiSICO, QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DEL ABONO
ORGANICO

El andlisis Fisico-Quimico y Microbioldgico del Abono Organico obtenido, fue
realizado por el Laboratorio de Calidad Ambiental CARDIQUE vy los analisis
de Calidad sanitaria y Microorganismos benéficos fueron realizados en el
Laboratorio de Microbiologia del CINBIN.

2.7 ENSAYOS DE RESPUESTA BIOLOGICA

La evaluacion de la respuesta biologica de acuerdo al grado de maduracién
de la materia organica se establecié mediante 3 bioensayos (Fig. 27) a los 60
dias.

Estos consistieron en hacer germinar semillas de Tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) en extractos acuosos de la pollinaza compostada (Abono
Organico) como se muestra en la figura 28, la mezcla Compost-agua (40 gr/l)
se dejo reposar por 30 minutos se centrifugé a 3500 rpm, se filtr6 en papel
Whatman N° 42.

Para comparar efectos se hizo un extracto con pollinaza sin compostar (Fig.
29), se colocaron en cajas de Pétri con algodon 10 semillas, se agregé 0,5 ml
del filtrado al 40%, replicando 6 veces los tratamientos y midiendo a las 48
horas el porcentaje de germinacion referidos al control con agua destilada
(Fig. 30), este producto se dividié entre 100 obteniéndose el indice de
germinacién creado por Zucconi (Ayuso et al., 1992). Si el indice es = 50 la
maduracion es adecuada®.

Ademas del porcentaje de germinacioén se evalué la respuesta biolégica del
abono en cuanto a la longitud radicular y del tallo de la plantula de tomate
haciendo mediciones durante 10 dias.

** NEGRO, M y SOLANO, M. Laboratory composting assays of de solid residue resulting
from flocculation of oil mill wastewater with different lignocellulosic residues. Compost
Science and Utilization, 1996. 4 (4), 62-71.
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Figura 27. Bioensayos de Figura 28. Semillas de Tomate
Respuesta Bioldgica con Abono Organico

CONTROL.

Acun DESTILADA
Figura 29. Semillas de tomate Figura 30. Semillas de tomate
con Pollinaza sin compostar. con Agua destilada (control)

———R > 1 \ ——

7 4

De acuerdo a la metodologia propuesta se compararon los tratamientos
utiizando ANOVAS (analysis of variance) de una via con el programa
STATISTIC 6.0. (StatSoft, 2001) tomando como variable dependiente % de
Germinacion y como factor los tratamientos agua destilada AD, pollinaza PC
cruda y abono organico AO, de igual forma se realizaron ANOVAS de una
via con las variables longitud del tallo LT y longitud de la raiz LR (a: 0,05).

Los Analisis de Varianza demuestran si existen diferencias significativas
entre los tratamientos. Las hipdtesis planteadas fueron: H,= No existen
diferencias significativas entre los tres tratamientos y Ha= Existen diferencias
significativas entre los tres tratamientos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS FiSICO-QUIMICO DEL SUSTRATO

El Analisis Fisico-Quimico de la Pollinaza y del Abono Organico realizado por
el Laboratorio de Calidad Ambiental de CARDIQUE se muestra en la tabla 5.
Se observa que hubo una reduccion significativa de la materia organica de
28% lo que nos da idea de la oxidacion efectuada por los microorganismos
en materia organica.

Se observa la transformacién de la pollinaza en un producto mas alcalino
(pH: 6,9) con una reduccion en la concentracion del carbono organico de
mas del 50% y con niveles de Mercurio Total por debajo de los limites
establecidos en guias y normas de referencia.*®

Tabla 5. Analisis fisico- quimico de la pollinaza y el abono organico.

Parametro Unidades Métodos Pollinaza O";\gbéc\):igo
Cenizas % Calcinacién 33,49 35,50
Nitrogeno % *S.M 4500 3,27 3,18
Potasio g K/Kg Base Seca lon Selectivo 60,96 33,50
Fésforo Total mg/Kg Base Seca S.M 4500-P-E 2,18 2,38
Mercurio Total mg/Kg Base Seca  S.M 3112-B 0,35 0,20
Materia organica % Gravimetria 80,40 52,57
Humedad % Gravimetria 45,14 46,22
Densidad Maxima gl/cc 1,110 1,11
Temperatura °C Temperatura 28 26,5
pH Potenciémetro 5,8 6,9

Fuente: Laboratorio de Calidad Ambiental de la Corporacion Auténoma Regional del canal
de Dique. *S.M Estandar Methods Edicién 20.

46 Reglamento sobre el Manejo y Control de Gallinaza y Pollinaza N° 29145-MAG-S-MINAE ,
1996.
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Los porcentajes de Nitrégeno, cenizas y materia organica se encuentran
dentro de los limites permitidos para Abonos organicos contenidos en la
Norma Técnica Colombiana N° 1927 por la cual se adopta el reglamento
técnico de fertilizantes y acondicionadores de suelos y por la norma
ICONTEC 2 235 para abonos organicos, gallinaza y productos a base de
gallinaza cuyo objetivo es establecer los requisitos que deben cumplir y los
ensayos a los cuales debe someterse la gallinaza, la pollinaza y los abonos
organicos obtenidos a partir las mismas.

3.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.2.1 Calidad Sanitaria. Los analisis de calidad sanitaria realizados al
abono organico antes y después del proceso de compostaje se representan
en la tabla 6, donde se puede observar que la pollinaza sin compostar tiene
recuentos muy altos de coliformes totales (CT) 9X10° UFC/gr y coliformes
fecales (CF) 3X10° UFC/gr por lo tanto se puede deducir que ésta pollinaza
requiere un tratamiento térmico prolongado para eliminar o reducir
significativamente la carga de los microorganismos patdégenos y asi pueda
ser empleado como abono para cultivos o0 mejorador de suelos.

Tabla 6. Analisis de calidad sanitaria de la Pollinaza y el Abono Organico

Recuento Pollinaza (UFC/gr) Abono Organico

(UFC/gr)
Coliformes Totales 9 X 10° 23
Coliformes Fecales 3X10° <3
Mesoéfilos 3x10* 4 X107
Mohos y Levaduras 2 X107 2 X 10’
Salmonella Ausencia Ausencia
*CSR 1 X 10° Ausencia

UFC/gr Unidades Formadoras de Colonias por gramo de compost.
*CSR Clostridio Sulfito Reductor.

Al inicio del compostaje, la concentracion de CF de la mezcla era 3X10°
UFC/gr y de CT 9X10° UFC/gr y al cabo de 15 dias de tratamiento
disminuyeron aproximadamente 4 ordenes de magnitud (Fig.31), la
disminucién en el valor de este indicador, coincidié con la etapa termofilica
dando como resultado para CF 1X10?y CT 5X10?.
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Al final del compostaje (dia 25), la concentracion de CT fué de 23 UFC/gr y
de CF <3 UFC/gr, lo que correspondié a una reduccion superior a 2 érdenes
de magnitud. Al término del proceso (compostaje + maduracion), el producto
presentaba una humedad de 46% y una remocidén de CF de 6 ordenes. De
esto se puede deducir que el abono organico obtenido cumple con los
estandares de calidad sanitaria. La figura 31 indica el comportamiento entre
los microorganismos patégenos (CT y CF) a través del tiempo de
compostaje.

Figura 31. Variacién de microorganismos patégenos a través del tiempo de
compostaje.

1,0E+07 -
1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04
1,0E+03 -
1,0E+02 -

UFC/g de compost

1,0E+01 -

1,0E+00
15 25

o

Dias de compostaje

—+ CT-—= CF

La ausencia de Salmonella y Clostridium Sulfito Reductor en el abono
organico también indica que el tratamiento térmico fué el adecuado para la
reduccion y eliminacién de los microorganismos patégenos. Con ello se pudo
comprobar que el cumplimiento de la etapa termofilica asegur6é una fuerte
reduccion de patdgenos al final del proceso, por lo cual se puede concluir
que el abono organico es apto para ser utilizado como mejorador de suelos o
biofertilizante, sin ningun riesgo de tipo sanitario.



3.2.2. Recuento de Microorganismos Benéficos. El recuento de
Microorganismos Benéficos de la pollinaza sin compostar y después de
compostada se representa en la Tabla 7 donde se observa que al final del
proceso aumentaron los Microorganismos Benéficos. Este aumento asegura
la obtenciéon de un abono de éptima calidad que facilitara a las plantas la
disponibilidad, fijacion, asimilacién de nitrégeno y elementos esenciales para
su desarrollo, y a la vez mejora la fertilidad del suelo haciéndolo mas
productivo.

Tabla 7. Recuento de Microorganismos Benéficos.

Microorganismos Pollinaza Abono Organico
UFC/gr* UFC/gr
Bacterias Nitrificantes 2 X 102 3Xx10*
Rhizobium 1X10? 3X10°
Azotobacter - 4X10°
Streptomyces 3 X 10? 3Xx10*
Lactobacillus 9 X 10? 4Xx10*
Pseudomonas 14 3X10°

*UFC/gr Unidades Formadoras de Colonias por gramo.

En las figuras 32 a la 37 se observa el crecimiento de microorganismos
benéficos en medios selectivos con su respectiva descripcidn macroscopica.

Figura 32. Descripcion macroscoépica del cultivo de Bacterias Nitrificantes.

Color Rosado

Tamafio Mediano

Forma Elevada convexa
Bordes Irregulares

Aspecto Brillante
Lisa de consistencia
Mucoide

Superficie
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Figura 33. Crecimiento macroscépico de Rhizobium. Medio LMA para
Rhizobium

Color Rojo oscuro en el centro
Tamafio Pequena
Forma Plana
Bordes Irregulares filamentosos
Aspecto Opaco y mate

. Lisa de consistencia
Superficie

blanda

Figura 34. Crecimiento macroscopico de Azotobacter. Medio LMA

modificado.

Color Crema

Tamanfo Mediana

Forma Elevada Convexa
Bordes Irregulares lobulados
Aspecto Brillante

Superficie | Mamelonada Mucoide

Figura 35. Crecimiento macroscopico de

Caseina.

Streptomyces en Agar

Color Blanco lechoso
Tamafo Pequefia
Forma Plana
Bordes Redondo
Aspecto Opaco
. Lisa de consistencia
Superficie

blanda
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Figura 36. Crecimiento macroscépico de Lactobacillus en Medio APT.

Color Crema

Tamafio Pequena

Forma Plana

Bordes Irregular lobulado

Aspecto Opaco
Lisa de consistencia
blanda

Superficie

Figura 37. Crecimiento macroscépico de Pseudomonas en Agar
Cetrimide. Luz UV.

Color Blanco lechoso
Tamaiio Mediana

Forma Elevada Convexa
Bordes Irregular lobulado

Aspecto Brillante
Superficie | Mamelonada Mucoide

3.2.3 Aislamiento e Identificacibn En esta fase se obtuvo una gran
variedad de microorganismos entre ellos:

% Bacterias: Bacilos Gram positivos, Bacilos Gram negativos, Cocos
Gram positivos, y Cocobacilos Gram negativos. (Tabla 8)

% Hongos: se encontraron especies pertenecientes a Aspergillus spp,
Penicillium spp, Trichoderma spp, Cunnighamella spp. y Levaduras
como Saccharomyces spp.

Las caracteristicas morfolégicas a nivel macro y microscépico de las
bacterias Oxigénicas aisladas de la pollinaza se presentan en la tabla 9. En
esta tabla se puede observar que 12 cepas pertenecen a microorganismos
Gram negativos y 7 a Bacilos gram positivos.
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Tabla 8. Descripcion macroscopica y microscopica de las cepas aisladas de
la pollinaza.

cepas Caracteristicas Caracteristicas Macroscopicas
Microscépicas Color  Superficie Forma Aspecto

cepal Cocobacilos Gram negativos Rosada Mucoide Plana Brillante
rectos no esporulados

cepa?2 Bacilos Gram negativos rectos Translicida Blanda Convexa Opaca
no esporulados

cepa3 Bacilos Gram negativos rectos Rosada Blanda Plana Brillante
no esporulados

cepa4 Bacilos Gram negativos rectos Blanca Blanda Convexa Brillante
no esporulados

cepabs cocobacilos Gram negativos Rosada Mucoide Plana Brillante
curvos no esporulados

cepab6 Bacilos Gram negativos rectos Crema Blanda Convexa Brillante
capsulados

cepa? Bacilos Gram negativos rectos Rosada Blanda Plana Opaca
no esporulados

cepa8 coco-Bacilos Gram negativos Translucida Blanda Convexa Brillante
no esporulados

cepa?9 Cocobacilos Gram negativos Blanca Blanda Plana Opaca
no esporulados

cepa 10 Bacilos Gram negativos rectos Rosada Blanda Convexa Brillante
y curvos no esporulados
Bacilos Gram negativos Translucida

cepall levemente curvos no pigmento  Blanda Convexa Brillante
esporulados verde

cepa 12 Bacilos Gram negativos rectos Beige Mucoide Convexa Brillante
y curvos no esporulados

cepa 13 Bacilos Gram positivos Blanca Bland.a Plana Brillante
endospora central mucoide

cepal4d Bacilos Gram po_smvos Translicida Blanda Convexa Brillante
Endospora Terminal

cepa 15 Bacilos Gram positivos Amarilla Blanda Plana Opaca
endospora central

cepa 16 Bacilos Gram positivos Amarilla dura Plana Opaca
endospora central

cepal7 Bacnos Gram positivos Blanca Dura Plana Opaca
filamentosos

cepal8 Bacnos Gram positivos Crema Mucoide Convexa Brillante
filamentosos

cepa 19 Bacilos Gram positivos Rosada Mucoide Convexa Opaca

filamentosos
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La evaluacion del comportamiento metabdlico de los primeros 9
microorganismos entéricos (cepa 1-9) mediante la valoracidn por pruebas
bioquimicas se presentan en la tabla 9. En la tabla 10 se muestran los
resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas 10, 11 y 12. En la tabla
11 las pruebas bioquimicas para las cepas 13 a 16.

La identificacion de los microorganismos se realizd6 de acuerdo con el
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology*’ “® teniendo en cuenta las
pruebas bioquimicas y las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de
los microorganismos.

Tabla 9. Pruebas bioquimicas de microorganismos entéricos. (Cepas 1-9).

Pruebas
Bioquimica

Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
1
S

2 3 4 5 6 7 8 9

Triple azucar
hierro (TSI)
Lisina Hierro
Agar (LIA)
H,S/gas en
TSI

Indol - - - (-) - - + - -
Motilidad
37°C
Citrato + + - + + + (-) + +
Rojo de
Metilo
Voges
Proskauer + - - - + + _ _ .
37°C

Ureasa d - - - - + + - -

DNAsa + - - - - -
Reduccién
de Nitratos
Fenilalanina
Deaminasa
Malonato - + - d + + - - -
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + + + +
K= reaccion alcalina. A= Reaccion acida. R= Rojo: reaccion que ocurre en la superficie del

medio de Lisina por la deaminacion del aminoacido por el género Proteus. d= débil 1 a 3
dias

K/IK K/A AJA A/A K/A A/A A/A K/IK K/IK

K/IK K/A K/IK K/A K/IK K/IK R/A K/IK K/IK

I+ - I+ A I+ I+ ++/+ I+ /-

+ + + (+) + - + + -

- - + - - - + - -

S - R

*” MADIGAN, Michael; MARTINKO, John y PARKER, Jack. Brock Biology of
Microorganisms.1997 USA.

* KRIEG, Noel and HOLT, John. Bergey’'s Manual of Sistematic Bacteriology. Vol. 1y 2
William & Wilkins. Baltimore USA.

54



Tabla 10. Pruebas Bioquimicas de las Cepas 10, 11y 12.

Prueba Bioquimica Cepal0 Cepall Cepal2
Glucosa + + +
Fructosa + + +
Galactosa + - +
Produccion de Acido zlr?;r%iaosa ; : *_-
en medio Basal OF .
(1% de Carbohidrato) Xilosa * *
Lactosa - + +
Sacarosa - - -
Maltosa - - +
Manitol + + +
HZS - = -
Reduccion de NO; + + -
Gas - - -
Fenilalanina deaminasa - - -
Urea + + +
Almidén - - -
Hidrolisis DNA + +
Oxidasa + + +
Motilidad + + +
Tabla 11. Pruebas Bioquimicas de las Cepas 13, 14, 15y 16.
Caracteristicas Cepa1l3 Cepal4 Cepal5 Cepa lb6
Motilidad + + + -
Acido + + + +
Gelatina + + + +
Gas - + - -
Acetoina + - + -
Catalasa + + + +
Hidrolisis de Almidén + + + +
Crecimiento en NaCl 7% + - + +
Hidrolisis de Caseina + - + +
Ubicacién de la espora Cc* T C C

C: central / T: terminal

En el anexo 3 se presenta la clasificacion Taxonémica de los
microorganismos oxigénicos aislados de la pollinaza.

En la tabla 12 se observa los microorganismos oxigénicos tanto Bacterias
como hongos que fueron aislados e identificados de la pollinaza.
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Tabla 12. Especies de microorganismos oxigénicos que fueron aislados de la
pollinaza.

TIPO DE MICROORGANISMO ESPECIE
Serratia marcescens
Cedecea davisae
Kluyvera cryocrescens
Enterobacter aglomerans
Enterobacter aerégenes
GRAM Klebsiella oxytoca
NEGATIVAS | proteus vulgaris
Alcaligenes denitrificans
Acinetobacter calcoaceticus
BACTERIAS Pseudomonas putida
Pseudomona fluorescens
Pseudomona cepacia
Bacillus subtilis
Bacillus macerans
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Streptomyces griseus
Actynomices pyogenes
Nocardia corallina
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus penicilloides
Penicillium chrysogenum
Cunninghamella achinulata
Curvularia spp
Trichoderma viride
Saccharomyces cerevisae

GRAM
POSITIVAS

HONGOS

o Caracteristicas morfoloégicas de las cepas 17, 18 y 19:
Filogenéticamente los Actinomicetos forman una subdivision de los
organismos del dominio bacteria, diferente de los formadores de endosporas,
y de los cocos gram positivos y de los bacilos esporégenos. A pesar de su
gran variabilidad morfolégica, los actinomicetes constituyen una unidad
filogenética y la mayor parte de sus representantes tienen un porcentaje de
Guanina-Citosina entre el 60 y el 70%.*°

*9 MADIGAN, op. cit., p. 296
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Actynomices pyogenes: Gram positivo, forma microcolonias filamentosas
transitorias y se fragmentan en células corineformes, no formador de
esporas, sin resistencia acido-alcohol, aerobio, fermenta glucosa, y los
productos de la fermentacidn son principalmente acido acético y acido
propionico, no productor de gas, Indol negativo y ureasa negativa.

Nocardia corallina: Gram positivo, forma microcolonias filamentosas, los
filamentos del micelio se fragmentan para formar elementos cocoidales o
alargados, resistencia acido alcohol. Nocardia corallina generalmente se
encuentra en el suelo, es aerobio obligado.

Streptomyces griseus: Gram positivo, forma colonias pequefas, aerobio.
Micelio intacto aéreo abundante y cadena larga de esporas. Son organismos
principalmente del suelo.

3.3 SELECCION DE GRUPOS DE MICROORGANISMOS
ACELERADORES

De los microorganismos previamente aislados e identificados se
seleccionaron 13 especies de bacterias y 7 especies de hongos para
conformar el conglomerado de microorganismos considerando su diversidad
metabdlica y su accion enzimatica sobre los residuos. Estas fueron:

> Microorganismos aerobios facultativos Gram negativos. Dentro de
este grupo estan las bacterias entéricas que comprenden un grupo
filogenético relativamente homogéneo®. Se caracteriza fenotipicamente por
lo siguiente: Bacilos Gram negativos no esporulados, inmoviles o méviles por
flagelacidon peritrica, aerobios facultativos, oxidasa negativo, con
requerimientos nutritivos muy sencillos, fermentadores de azucares con
diferentes productos finales.

Dos especies de enterobacterias seleccionadas para formar parte del
conglomerado fueron Klebsiella oxytoca y Serratia marcescens las cuales
tiene la propiedad de fijar N, ademas de producir butanodiol por el género
Serratia y se encuentran corrientemente en el suelo y agua. En la figura 38
se observa el crecimiento macroscopico de la cepa Klebsiella oxytoca con
una fotografia a nivel microscopico, y en la Figura 39, el crecimiento de
Serratia marcescens.

% |bid., p. 298
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Figura 38. Crecimiento macroscépico y morfologia microscépica (100X) de
Klebsiella oxytoca.

Figura 39. Crecimiento macroscépico y morfologia microscopica (100X) de
Serratia marcescens

En las figuras 40, 41 y 42 se presentan fotos del crecimiento macroscopico
(McK) y microscépico (100 X) de las bacterias Enterobacter aglomerans,
Alcaligenes denitrificans y Acinetobacter calcoaceticus.

Alcaligenes denitrificans: Crece quimiorganotréficamente a partir de
sustratos organicos y de CO,. Los microorganismos del género Acinetobacter
se encuentran en el suelo y agua, y ocasionalmente se encuentra como
parasito de algunos animales.
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Figura 40. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Enterobacter aglomerans.

Figura 41. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Alcaligenes denitrificans.

Figura 42. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Acinetobacter calcoaceticus
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Pseudomonas spp: las Pseudomonas son un grupo importante de bacilos
gram negativos quimio-organotréficos a pH neutro, aerdbicos, mesdfilos, con
requerimientos nutricionales sencillos, nunca muestran metabolismo
fermentativo. La ausencia de formacion de gas a partir de glucosa y la
oxidasa positivo son dos caracteristicas distintivas con las bacterias
entéricas.

Una propiedad especial de este grupo es la gran variedad de compuestos
organicos que usa como fuente de carbono y como donadores de electrones
para la produccién de energia.

Pseudomonas putida: posee un metabolismo enzimatico que genera
oxidasa, monooxigenasa Yy dioxigenasa para la degradacion de
hidrocarburos, incluso aromaticos. (Fig. 43)

Pseudomonas fluorescens: posee enzimas como la oxidasa para degradar
hidrocarburos alifaticos, y produce pigmentos fluorescentes amarillo-verde
solubles en agua, sin produccion de poli § hidroxibutirato (Fig. 44).

Pseudomonas cepacia: Gran versatilidad nutricional; algunas cepas son
patdégenas para las plantas. (Fig. 45)

Figura 43. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Pseudomonas putida.
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Figura 44. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Pseudomonas fluorescens.

Agar Cetrimide (Pigmento

amarillo-Verdoso). Luz Ultravioleta

> Bacillus Gram positivos formadores de endosporas: Algunos
miembros de este género producen enzimas catalasa y superdxido
dismutasa, constituido por bacilos Gram positivos o gram variables, que
normalmente son maoviles con flagelacién peritrica.

Los miembros del género Bacillus pueden aislarse facilmente del suelo o de
particulas de polvo en suspensidon, crecen bien en medios sintéticos que
contengan azucares, acidos organicos y alcoholes como unica fuente de
carbono y amoniaco como unica fuente de nitroégeno.

Muchos bacilos producen enzimas hidroliticas extracelulares que degradan
polisacaridos, acidos nucleicos vy lipidos, los cuales son usados como fuente
de carbono y donadores de electrones.
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Figura 45. Crecimiento macroscopico y morfologia microscépica de
Pseudomonas cepacia.

Crecimiento en Agar McK Agar Cetrimide

Por su rapida duplicacion, accion enzimatica variada y mayor sinergia
metabdlica se seleccionaron cuatro cepas:

Bacillus subtilis: reconocido por su produccién de enzimas como a-amilasa,
lipasas, celulasas, lipopéptidos y enzimas proteoliticas extracelulares como
ciertas proteasas neutras y alcalinas (Rehberger, 2001). (Fig. 46)

Bacillus macerans: tiene la particularidad de producir altos niveles de
celulasas y peptinasas (Shigemitsu, 2000), asi como la capacidad de fijar
nitrégeno. (Fig. 47)

Bacillus licheniformis: similar a B. subtilis secreta gran cantidad de
proteasas que permiten desdoblar complejos grupos proteinicos, ademas
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tiene amplio espectro degradativo sobre carbohidratos y pectinas.
(Rehberger, 2001) (Fig. 48).

Bacillus megaterium: por su gran produccion de o-amilasa, es el
degradador de almidones por excelencia (Wiseman, 1989). (Fig. 47).

Figura 46. Crecimiento macroscépico de Bacillus subtilis en Agar
Kanamicina.

Figura 47. Crecimiento macroscoépico de Bacillus macerans y Bacillus
megaterium en Agar Kanamicina, Gram de B. megaterium.

B. megaterium B. macerans Coloracion Gram + B. magaterium
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Figura 48. Crecimiento macroscépico (AK) y microscépico de Bacillus
Licheniformis.

» Actinomicetos:

Nocardia corallina: Bacilos irregulares, en pares o aislados o filamentosos
ramificados. Son gram positivos o gram variables y a veces se tifien de
manera no uniforme, poseen granulos metacromaticos. No mdviles, no
endosporados. Oxigénicos son eficaces en el tratamiento de residuos de
degradacion dificil como los lignocelulésicos, ademas es util frente a
compuestos aromaticos como rastros de plaguicidas y herbicidas. (Fig. 49)

Figura 49. Crecimiento macroscoépico (AK) y microscopico de Nocardia
corallina.
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» Hongos y Levaduras:

Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus: en la tabla 13 se enumeran las
caracteristicas macroscépicas y microscopicas de estas dos especies de
hongos Deuteromycetes.

Tabla 13. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Aspergillus
fumigatus y Aspergillus flavus.

Caracteristicas

Aspergillus fumigatus (Fresenius)

Aspergillus flavus

macroscoépicas

Colonias planas de crecimiento
rapido, inicialmente de color blanco
que cambia a verde claro y luego a
verde oscuro, cuando estan
maduras toman un color verde
oscuro.

Aspecto aterciopelado o
pulverulento fino. Reverso de la
colonia incolora a roja.

Colonias de crecimiento rapido vy
consistencia densa, granulosa,
amarillo verdosas a verde oscuras,
café oliva o café.

Reverso incoloro o de color variable.

microscépicas

*Cabeza conidiana: Va de verde
claro a verde oscuro, su forma tipica
de columna a veces muy compacta.

*Vesicula: en forma de mazo, fértil
a partir de la mitad o 3/4 partes
superiores.

*Fialides o Esterigmas: una sola
serie llevada directamente por la
vesicula.

*Conidi6éforo: corto, liso, coloreado
de verde en la zona terminal.

*Conidias: redondas o elipticas,
equinuladas ligeramente rugosas.

*Cleistotecios: no presente.

*Cabeza conidiana: Amarilla-verdosa
claro a verde oscura.

*Vesicula. En las especies de cabeza
grande Globosa o subglobosa y en
forma de mazo o de pera en las
especies de cabeza pequefa.

*Fialides: uni o biseriadas o con las
dos caracteristicas presentes en la
misma variedad incluso en la misma
vesicula.

*Conidiéforo: Hialino en general
rugoso, pero puede variar de muy
rugoso a liso.

*Conidias: Elipticas inicialmente y
luego globosas o subglobosas y de
tamafo variable. Esclerotes: varian de
color café a negro, su forma es
globosa, subglobosa o alargada.
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Figura 50. Crecimiento macroscépico y microscépico de Aspergillus
fumigatus.
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Figura 51. Caracteristicas microscépicas de Aspergillus flavus.

Las fotos correspondientes a caracteristicas macroscopicas y microscopicas
de Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus se observan en la figura 50, 51
y 52.
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Figura 52. Caracteristicas macroscopicas de Aspergillus flavus.

Agar Czapec

Agar extracto Agar Sabouraud Agar YGC
de Malta

Penicillium  chrysogenum 'y Cunninghamella achinulata. Las
caracteristicas macroscépicas y microscopicas®’ tenidas en cuenta para la
identificacion de estos hongos se indican en la tabla 14 y las fotos
correspondientes se observan en las figuras 53,54 y 55.

" VELEZ, Herta. Curso avanzado de hongos oportunistas. Diagnostico de los agentes mas
comunes. Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin.1989
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Tabla 14. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Penicillium
chrysogenum y Cunninghamella achinulata.

Caracteristicas

Penicillium chrysogenum
(Thom)

Cunninghamella achinulata
(Thaxter)

macroscoépicas

Crecimiento rapido, es inhibido por

la actidiona, da colonias
inicialmente  vellosas por la
presencia de NuUMerosos

conidiéforos que salen en forma
paralela, el borde de la colonia es
blanco y corresponden a la parte
mas joven del micelio.

El micelio vegetativo es incoloro, a
medida que empieza a esporular

toma color verde- azul muy
caracteristico, la mayoria de las
veces con reverso amarillo
intenso.

Difunde el pigmento en agar,

exuda pequefias gotas de agua
color amarillo.

Micelio blanco algodonoso de mas o
menos 1,5 cms de espesor. Crece
rapidamente en medios sin actidiona
0 muy inhibida en medios con ella.

Las colonias inician blancas y con el
tiempo cambian a grises, el reverso
es incoloro.

Temperatura optima 26°C y maxima
de 37-40 °C.

microscépicas

Los conidiéforos son hialinos de
pared lisa, salen directamente de
las hifas vegetativas, puede llevar
solo métulas o ramificarse a partir
del mismo conidiéforo en forma
divergente.

Cada métula lleva de 4 a 7 fialides
en forma de anforas cortas. Las
conidias forman cadenas largas y
son subglobosas o elipsoidales de
pared lisa.

El micelio vegetativo es hialino con
algunos rizoides y clamidoconidias
intercalares. Los esporangioforos
son largos simples o ramificados y
lisos.

El esporangio esférico u ovoide mide
20 y 60 um de diametro.

Las esporangiolas estan
implantadas en pequefios
esterigmas dando la apariencia de
macetas, son esféricas u ovoides y
miden entre 11 y 14 um de largo las
esporangiolas son ornamentadas
por espinas muy finas (Fig. 55) que
se pierden cuando el hongo
envejece.

Habitat

Cosmopolita frecuente en el suelo.
Productor de Penicilina en
pequefia cantidad.

Se ha aislado en diferentes paises
aunque no esta extremadamente
diseminado, se aisla del suelo, del
aire y de diferentes plantas.
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Figura 53. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Penicillium
chrysogenum.
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Figura 54. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de.
Cunninghamella achinulata

En la figura 55 se muestran las caracteristicas microscopicas de
Cunninghamella achinulata, fotos tomadas de microcultivo sin colorante (Azul
de lactofenol) donde se observan las esporangiolas ornamentadas con
espinas y una foto de las hifas hialinas.
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Figura 55. Caracteristicas microscépicas de Cunninghamella achinulata

Hifas -

hialinas Jorangiolas Or”amﬂM

Aspergillus penicillioides: presenta hifas septadas, micelio coriaceo duro,
color crema con pequefnas excrecencias redondeadas duras, posee cuerpo
fructifero representado por una vesicula globosa y una serie de esterigmatas.
En la figura 56 se observa caracteristicas del crecimiento macroscopico en
Agar Extracto de Malta (MEA) y microfotografias.

Es de gran importancia econdémica por que producen sustancias quimicas,

tipo acidos organicos como el citrico, degradaciones de desechos
lignoceluldsicos, producen enzimas, lipasas, proteasas y antibioticos.
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Figura 56. Caracteristicas del crecimiento macroscopico y microscopico de
Aspergillus penicillioides

Curvularia spp: pertenece a la familia Dematiaceae presenta colonias de
micelio algodonoso al principio blanco y luego negro. El envés de la colonia
es negro, algunas veces presentan pigmentos de colores, las hifas son
septadas y oscuras, producen macroconidias curvas con célula central mas
ancha, sueltas y de color café. Presentan amplia distribucion ambiental.

En la figura 57 se observa el crecimiento macroscépico de la colonia por el
haz y el envés, puede notarse la producciéon de un pigmento rojo que se
difunde en el medio.
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Figura 57. Caracteristicas del crecimiento macroscopico de Curvularia spp.

Trichoderma viride: Es un Deuteromiceto perteneciente al grupo de los
Hifomicetos, y se caracteriza porque se desarrolla rapidamente y emite gran
cantidad de esporas verdes. Se encuentra comunmente en el suelo cuando
se cultivan produce colonias planas aterciopeladas blancas, amarillas, y
grises. Es usado en produccién comercial de la enzima celulasa. Efectivo en
residuos con altos niveles de material celulosa, ademas es poderoso agente
contra hongos patégenos de importancia agricola. Por ser un hongo del
suelo es muy activo en procesos de amonificacion. En la figura 58 se
muestra el crecimiento tipico del hongo en Agar extracto de Malta.

Saccharomyces cerevisae: Levadura que presenta predominantemente talo
unicelular, se reproduce por gemacion o brotes, produce colonias blancas-
beige de consistencia mucoide. Posee la capacidad de actuar en sustratos
con concentraciones elevadas de polisacaridos y buena accidn sobre
compuestos lignoceluldsicos (Banguart, 1981). Ademas apoya la actividad
metabdlica de aquellos microorganismos que requieren vitaminas adicionales
para el crecimiento y otras funciones metabdlicas. En la figura 59 se observa
el crecimiento macroscopico de la colonia de levaduras en Agar Extracto de
malta.
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Figura 58. Caracteristicas del crecimiento macroscépico y microscopico de
Trichoderma viride.

Figura 59. Caracteristicas del crecimiento macroscopico y microscopico de
Saccharomyces cerevisiae.

75



3.3.1 Seleccion del medio de cultivo y adaptacion de los
microorganismos. Como se puede observar en los resultados reportados en
la tabla 15, el mejor crecimiento microbiano se presentdé en el medio
pollinaza modificado 80%. Este fue seleccionado como medio de cultivo para
la produccion de los microorganismos debido a que contiene mayor
porcentaje del sustrato del cual fueron aislados, hecho que se refleja en su
mayor crecimiento y adaptacién (debido a memoria metabdlica).

Luego de realizado el analisis cualitativo de crecimiento de cada una de las
especies, se logré su adaptacion en el medio modificado seleccionado con
una concentracion de pollinaza del 80%.

Tabla 15. Crecimiento cualitativo de las especies en diferentes sustratos.

. Pollinaza Pollinaza  Pollinaza Agar
Especie .
20% 40% 80% Nutritivo
Serratia marcescens + + ++ +
Kluyvera cryocrescens + + + -
Enterobacter aglomerans - + ++ ++
Enterobacter aerogenes - - ++ +
Klebsiella oxytoca - - + +
Alcaligenes denitrificans - - - +
Acinetobacter calcoaceticus - - ++ +
Pseudomonas putida - + - +
Pseudomona fluorescens + ++ ++ ++
Pseudomona cepacia + - ++ -
Bacillus subtilis - + + +
Bacillus macerans + - + -
Bacillus licheniformis + - + ++
Bacillus megaterium + + + +
Streptomyces griseus - - + +
Actynomices pyogenes - - ++ +
Nocardia corallina + + ++ +
Aspergillus fumigatus + + + +
Aspergillus flavus - - + +
Aspergillus penicilloides - - ++ +
Penicillium chrysogenum - + + -
Cunninghamella achinulata + ++ + +
Curvularia spp - + ++ +
Trichoderma viride + ++ ++ -
Saccharomyces cerevisae + ++ ++ +

(-): crecimiento escaso/no crecimiento. (+): crecimiento. (++): crecimiento abundante
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3.4 CURVAS DE CRECIMIENTO DE GRUPOS METABOLICOS Y
BIOAUMENTACION.

3.4.1 Pruebas preliminares. Segun la tabla de analisis cualitativos de
compatibilidad y competitividad entre especies que se observa en el Anexo 4;
de las 27 cepas aisladas, presentaron antibiosis la cepa 2 y la cepa 7 las
cuales corresponden segun la tabla de clasificacion taxondmica de los
microorganismos (anexo 3) a Cedecea davisae y Proteus vulgaris razén por
la cual estos dos microorganismos no fueron incluidos en el conglomerado
donde se bioaumentaron. Las otras especies coexistieron sin presentar
antibiosis.

Estos resultados permitieron proseguir con el estudio de cinética de
crecimiento de grupos metabdlicos permitiendo establecer la cuantificacion
del crecimiento celular.

3.4.2. Determinacién de la cinética de crecimiento.

Cinética de crecimiento para el grupo de bacterias aceleradoras: Segun
los datos del crecimiento de bacterias con diferentes parametros de
temperatura, aireacion y agitacion (anexo 5) se puede observar que el mayor
crecimiento del grupo de bacterias se presento en el ensayo realizado a 26°C
con aireaciéon constante (Fig. 60) obteniéndose una concentracion celular de
1,32X108 cél/ml en un tiempo de 24 horas, comparado con el ensayo a 37°C
el cual alcanzé el maximo crecimiento en 22 horas pero obteniendo un menor
crecimiento de microorganismos (0,74X10° cél/ml).

En los ensayos con agitacion y sin agitacién a 26°C (Fig. 61) se observa que
este fue un parametro importante para el mayor crecimiento de los
microorganismos, obteniéndose una concentracion celular de 1,24X10°
cél/ml, en el ensayo con agitacion, igualmente se obtuvo mayor densidad
celular en el ensayo a 26°C que con el ensayo agitado a 37°C. (0,63X10°
cél/ml).

Con respecto al ensayo sin agitacion el crecimiento fue mayor a 37°C con
una densidad celular de 0,65X10® cél/ml alcanzando la fase estacionaria de
crecimiento a las 19 horas comparado con 0,57X10°® cél/ml obtenido en el
ensayo a 26°C en 24 horas. (Fig. 61).
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En la figura 62, se representan los datos y las curvas de crecimiento del
grupo bacteriano con los parametros evaluados de temperatura, aireaciéon y
agitacion, de aqui podemos concluir que las mejores condiciones fueron
logradas a 26°C con aireacion y agitacion constante.

En la curva de crecimiento con aireacion se alcanzé la fase de adaptaciéon en
menor tiempo comparada con los otros ensayos, esto representa una
ventaja, pues los microorganismos se adaptan mas rapido al sustrato
ahorrando tiempo y dinero en pruebas a gran escala.

Contrario a lo que se reporta en la literatura en este ensayo la mayor
temperatura no fue el parametro determinante para obtener mayor
produccion de bacterias. Probablemente la temperatura aceleré el
metabolismo de los microorganismos provocando el agotamiento de los
nutrientes mas rapidamente en el ensayo sin agitacion, haciendo que este
parametro junto con la aireacion no fueran relevantes para el crecimiento a
37°C.

Figura 60. Curva de crecimiento del grupo bacteriano con aireacion y sin
aireacién a 26 y 37°C.
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A pesar de que el ensayo con aireacion a 26°C emple6 dos horas mas (24 h)
para alcanzar la fase estacionaria que el ensayo sin agitacion a 37°C, se
obtuvo un mayor numero de células en éste, hecho que es muy importante
ya que el objetivo es lograr es wuna bioaumentacion mayor de
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microorganismos, para ser adicionados al sustrato a compostar en el menor
tiempo y la diferencia de tiempo entre estos tratamientos no es muy grande.

Figura 61. Curva de crecimiento del grupo bacteriano con agitacion y sin
agitaciéon a 26 y 37°C.
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Figura 62. Curva de crecimiento del grupo bacteriano con diferentes
parametros de temperatura aireacion y agitacion.
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NUmero de

Tiempo (h) de

Parametro ) 2
generaciones generacion
agitacion 26°C 4 6,07
sin Agitacion 26°C 3 8,50
agitacion 37°C 3 8,05
sin agitacion 37°C 3 6,29
aireacion 26 °C 4 5,43
sin aireacion 26°C 3 8,00
aireacion 37 °C 3 6,86
sin aireacion 37°C 3 7,64

Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae: la curva de
crecimiento de la levadura saccharomyces cerevisiae con agitacion y sin
agitacion se observa en la figura 63 y los datos del crecimiento se indican en
la tabla 16, en ellas podemos observar que el maximo crecimiento de la
levadura (2.22X10% cél/ml) se presentd a las 12 horas con agitaciéon a
temperatura ambiente.

Figura 63. Curva de crecimiento de S. cerevisae con y sin agitacion.
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Tabla 16. Datos del crecimiento de Saccharomyces cerevisae con y sin
agitacion.

. o Sin
Tiempo Agitacion Agitacion
0 0,08 0,08
1 0,15 0,11
2 0,50 0,33
3 0,70 0,55
4 1,14 0,60
6 1,35 1,08
8 1,57 1,35
10 2,03 1,52
12 2,22 1,86
14 1,90 1,65
16 1,47 1,27

Cinética de crecimiento para el grupo de Hongos aceleradores: en la
Tabla 17, podemos observar el crecimiento del grupo de hongos
aceleradores aislados de la pollinaza y bioaumentados a diferentes
temperaturas y niveles de agitacién mecanica. La curva de crecimiento que
presento la mayor cantidad de biomasa fue la realizada con agitacion a 37°C,
en la que se alcanzé un crecimiento maximo (fase estacionaria) de 1,494
g/50ml, en un tiempo de 120 horas. Como se observa en la figura 64, se
puede deducir que trabajando con una temperatura de 37°C hay un
incremento notable del crecimiento cuando se realiza con agitacion.

Tabla 17. Datos del crecimiento de Hongos a 26 y 37°C, con y sin agitacion
mecanica.

Agitacion  Agitacion Sin Sin
Tiempo (h) 26°C 37°C agitacion agitacion
(g/50ml) (g/50ml)  26°C(g/50ml) 37°C(g/50ml)

0 0,093 0,093 0,093 0,093
12 0,097 0,102 0,096 0,098
24 0,104 0,105 0,102 0,101
36 0,135 0,221 0,123 0,118
48 0,168 0,459 0,135 0,232
60 0,358 0,798 0,216 0,479
72 0,6 1,008 0,278 0,778
84 0,698 1,246 0,451 0,772
96 0,705 1,325 0,592 0,854
108 0,841 1,414 0,752 0,982
120 0,954 1,494 0,84 1,169
132 0,851 1,379 0,823 1,163
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Figura 64. Efecto de la agitacion en el crecimiento de Hongos oxigénicos.
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3.5 APLICACION SOBRE RESIDUOS AVICOLAS

3.5.1 Desempefio de los microorganismos: Uno de los principales
objetivos de la bioaumentacion es incrementar la actividad metabdlica sobre
los residuos para obtener un producto mas higiénico en menor tiempo. La
eficiencia del inéculo se puede observar al comparar los valores de
temperaturas obtenidas entre la pollinaza compostada de forma natural y la
pollinaza con microorganismos aceleradores durante la etapa termofilica de
cada ensayo. (Tabla 18).

Al comparar la curva de temperatura de compostaje bioaumentado con la del
compostaje natural (Fig. 65) se puede observar que este alcanza su
temperatura maxima de 72°C en el dia 8" del tratamiento, mientras que en el
compostaje natural la etapa termofilica llegé a su maximo el dia 20Y° con una
temperatura de 64°C.

Como se observa en la figura 65, el ensayo de compostaje natural alcanza la
etapa termofilica el dia 16 y se estabiliza por 7 dias, hasta llegar a la etapa
mesofilica el dia 23. La duracion de la etapa termdfila en el compostaje
bioaumentado fue 10 dias mas prolongada que en el compostaje natural
(desde el dia 6 al 23).
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Al final del proceso se obtuvo un abono libre de microorganismos patégenos
debido al prolongado periodo de exposicion de la pollinaza a altas
temperaturas el cual asegura la eliminacion total de los microorganismos
patdégenos, segun lo recomendado por Tchobanoglous G, 1997, el cual hace
referencia que para sanear los residuos organicos es necesario exponerlos a
altas temperaturas un tiempo superior a 5 dias.

Tabla 18. Datos promedios de temperatura y pH del compostaje natural y
acelerado de la pollinaza.

Temperatura °C pH
Dias compostaje Compostaje compostaje Compostaje
natural acelerado natural acelerado
1 25,0 25,0 5,8 54
2 30,0 32,5 54 5,2
3 32,0 39,2 5,3 6,2
4 35,0 44,3 6,0 7,2
5 36,0 53,0 6,0 7,5
6 38,0 58,0 6,1 8,1
7 42,0 62,0 6,2 8,1
8 44,0 72,0 6,1 8,2
9 44,7 69,0 6,1 8,0
10 46,7 63,0 6,2 7,9
11 49,0 68,6 6,4 7,9
12 49,8 62,0 6,5 7,8
13 50,6 64,0 6,5 7,9
14 52,0 65,0 6,4 7,7
15 52,9 68,0 6,8 7,5
16 55,3 64,8 6,9 7,3
17 62,0 69,4 71 71
18 60,0 70,0 7,3 7,0
19 56,0 68,2 7,5 7,0
20 64,0 72,0 7,6 7,3
21 58,0 70,0 74 7,4
22 59,0 65,0 7,3 7,2
23 58,4 54,9 71 7,2
24 50,0 494 71 71
25 42,0 34,5 6,9 7,0
26 44,0 27,5 6,6 6,8
27 42,0 26,3 6,8 6,9
28 41,0 26,0 6,8 6,8
29 36,0 26,3 6,5 6,9
30 33,7 26,0 6,3 6,9
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Figura 65. Efecto de la temperatura en los ensayos de compostaje natural y
acelerado
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El aumento de la temperatura se debe a la energia liberada en los procesos
metabdlicos de los microorganismos sobre los residuos. Al introducir una
carga extra de microorganismos la actividad metabdlica del tratamiento
bioaumentado se incrementé de forma que llegd mas rapido a la fase
termofilica del proceso.

Con respecto a la fase mesofilica 2, cuyo final estd determinado por la
biodegradacion de los residuos, al incrementar la concentracion de
microorganismos descomponedores de materia organica dificiimente
asimilable, estas sustancias se asimilaron mas rapidamente lograndose una
estabilizacion de los residuos como ocurre en el tratamiento con
bioaumentacién, en el cual se alcanza la fase de estabilizacion en menor
tiempo (26 dias). Comparado con el tratamiento natural el cual alcanzé la
estabilizacién 10 dias después. Esto se debe principalmente a que la tasa de
consumo de nutrientes aumentdé en la fase termdfila obteniéndose una
biodegradacion de la pollinaza mas rapida.

En conclusién el compostaje con microorganismos aceleradores hizo que el
proceso fuera mas corto y eficiente (26 dias) comparado con el proceso
realizado de forma natural el cual alcanzé su estabilizacién a los 36 dias.
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En la tabla 18 se resume los resultados de los promedios diarios de pH en
los tratamientos natural y bioaumentado.

En la figura 66 se observa el comportamiento del pH a través del proceso de
compostaje de la pollinaza con y sin bioaumentacién. En esta grafica se
puede observar que este parametro tiene un comportamiento similar al de la
temperatura el cual aumenta progresivamente desde la fase mesdfila 1 a la
termdfila (de acido a base), obteniéndose un pH maximo de 8.2 en la curva
de compostaje bioaumentado el cual coincide con el pico maximo de
temperatura y un minimo de 5.2 al inicio de la compostacion, mientras que en
la curva de pH del compostaje natural, se observa un maximo de 7.6 en la
fase termofila y un minimo de 5.3 al inicio de la fase mesdfila.

Al final del compostaje bioaumentado se obtuvo un valor de pH igual a 6.9y
6,3 para el compostaje natural.

Figura 66. Variacion de pH en el compostaje natural y acelerado.

3 "/ 00001 nv 7
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 2

Dias

—e— compostaje natural —s— Compostaje acelerado

Durante el proceso de compostaje se producen diferentes fendmenos o
procesos que hacen variar este parametro. En el compostaje bioaumentado
al principio y como consecuencia del metabolismo fundamentalmente
bacteriano que transforma los complejos carbonados facilmente
descomponibles, en acidos organicos, el pH desciende; seguidamente, el pH
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aumenta como consecuencia de la formacién de amoniaco, alcanzando el
valor mas alto, alrededor de 8,2, coincidiendo con el maximo de actividad de
la fase termdfila. Finalmente, el pH disminuye en la fase final o de
maduracién (pH entre 7 y 8) debido a las propiedades naturales de
amortiguador o tampdn de la materia organica.

Observando los datos de las propiedades fisico-quimicas y microbiologicas
de la pollinaza antes y después del compostaje contenidos en las tablas 5y 6
se puede determinar que todos los procesos se llevaron a cabo de forma
correcta obteniéndose un producto viable para su aprovechamiento en
agricultura.

3.6 BIOENSAYOS DE RESPUESTA BIOLOGICA.

Los resultados de los ensayos de respuesta Biologica del Abono medidos
como porcentaje de germinacion (%germ) de las semillas de Tomate
(Lycopersicon esculentum) y medidas de longitud del tallo (LT) y la raiz (LR)
de la plantula se muestran en la tabla 19.

Los ensayos de tipo bioldgico tienen como fin evaluar la madurez del
compost. Estas pruebas se basan en el efecto negativo en el crecimiento que
provoca la aplicacion de compost “inmaduros” sobre la germinacion de las
semillas debido a la presencia de compuestos fitotdxicos en estos productos.

Tabla 19. Resultados ensayos de Respuesta Bioldgica.

Control Agua Pollinaza sin -
. Abono Organico
Destilada compostar
Dia o Long Long o Long Long o Long Long
0 Raiz  Tallo 0 Raiz  Tallo 0 Raiz  Tallo
Germ Germ Germ
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

0,54 3,63 0,00 0,07 0,10 0,00 0,27 1,07 0,00
0,58 8,73 0,00 0,08 0,50 0,00 0,67 555 0,00
0,62 14,57 0,00 0,10 0,95 0,00 0,75 12,37 0,00
0,73 19,28 7,22 0,10 1,45 1,38 0,75 18,93 16,87
0,75 2410 13,2 0,10 2,03 1,77 0,75 23,98 29,25
0,75 28,73 1862 0,10 267 2,63 0,77 29,75 40,65
0,75 33,68 28,66 0,10 3,30 3,45 0,77 38,30 51,82

0 NOoO Ok, WN
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La etapa inicial del bioensayo donde se observan los tres tratamientos: agua
destilada (AD), pollinaza sin compostar (PC) y pollinaza compostada abono
organico (AO) cada uno con 10 semillas de tomate y 6 réplicas se muestras

en la figura 67.

Figura 67. Etapa inicial del bioensayo de respuesta biolégica.

, " E T2 haRe DR
o oL T P:::jnu i (ONPIAR ag A
Agua destilada Pollinaza sin compostar Abono Orgéanico
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En la figura 68 se observa fotografias de los tratamientos al tercer dia de
germinacion de las semillas, ya se empiezan a notar pequefnas diferencias
tanto en el porcentaje de germinacion de las semillas, como en la longitud del
tallo y la raiz. El tratamiento con agua destilada y abono organico tienen
similares porcentajes de germinacién 0,75% y 0,77% y estos a su vez se
diferencian del tratamiento pollinaza cruda el cual sélo presenté un 0,10% de
germinacion.

A los 8 dias de tratamiento se observa una marcada diferencia tanto en el
crecimiento del tallo como de la raiz siendo mayor la longitud del tallo en el
tratamiento con AO (51,82 mm) y menor en la PC (3,45 mm) (Fig. 69). La
longitud de la raiz en el tratamiento con Abono organico fue de 38,30 mm,
seguido por el agua destilada con una longitud de 33,68 mm y la menor
longitud se presentd en la PC la cual fue de 3,30 mm.

En las figuras 70, 71 y 72 se observan los analisis de Porcentaje de
germinacioén de las semillas, longitud del tallo y la raiz en los tres bioensayos:
Agua destilada, Pollinaza sin Compostar y Abono Organico, evaluados a
través del tiempo del bioensayo de respuesta bioldgica.

El abono organico al final del bioensayo presenté los mayores valores de
porcentaje de germinacion (0,77%), LT (51.82mm) y LR (38,30mm), seguido
por AD, (% germinacién 0,75, LT 28,66 mm y LR 33,68 mm) y por ultimo los
valores mas bajos de las variables evaluadas lo presento la pollinaza sin
compostar (germinacion 0,10%, LT 3,45 mm y LR 3,30 mm).

Segun los resultados de porcentaje de germinacion se considera que el
abono organico es maduro puesto que el porcentaje de germinacion es
mayor al 70%.
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Figura 68. Bioensayo evaluacién de respuesta bioldgica al tercer dia de
germinacion.
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Figura 69 Bioensayo evaluacion de respuesta bioldgica 8 dias de
Germinacion.

Agua destilada + Abono Orgénico Agua destilada + Pollinaza

Figura 70. Porcentaje de germinacion de las semillas de tomate en Agua
destilada, pollinaza sin compostar y abono organico.
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Figura 71. Longitud del tallo de la plantula de tomate en AD, PC y AO.
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Figura 72. Longitud de la raiz de la plantula de tomate en AD, P-C y AO
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Para sustentar estadisticamente los resultados obtenidos se optd primero
que todo por determinar si los datos presentaban distribucién normal para
ello se utilizé el programa Statistica 6.0 en el que se construyeron las
matrices de datos de cada variable dependiente (% Germ, LT, LR) y los
factores (tratamientos AD, PC, AO).

Se establecieron 2 hipotesis para cada una de las variables: H,= los datos de
los tratamientos presentan distribucidon normal y Ha= los datos de los
tratamientos no presentan distribucién normal.
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Para comprobar la hipotesis de distribucibn homogénea de los datos se
procedié a aplicar el test para normalidad Shapiro-Wilk’s («=0,05) dando
como resultado para % de germinacion: Shapiro-Wilk W=0,74, p=0,00010
(Fig. 73), longitud del tallo, Shapiro-Wilk W=0,72, p=0,00007 (Fig. 74) y
longitud de la raiz, Shapiro-Wilk W=0,87, p=0,01045 (Figura 75).Todos los
tratamientos presentaron probabilidades inferiores a 0,05 por lo cual se
rechazé la Hipdtesis nula y se aceptd Ha.

Figura 73. Histograma de Normalidad de porcentaje de germinacion del
tomate.
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10 T T T T T

Mo, of obs.
h

0,1 0,0 0.1 0,2 0.3 0.4 0.5 06 07 0.8
Germinacion %

A pesar de que los datos no fueron normales se aplicaron pruebas
paraméricas, pues segun Lindman, 1974 afirma que las pruebas no
paramétricas son generalmente menos robustas y menos flexibles en
términos de tipo de conclusiones que pueden dar.

En las figuras 76, 77 y 78 observa que los tres tratamientos presentaron
probabilidades inferiores a P=0,05 por lo cual se rechazo6 la Hipétesis nula
indicando que si existen diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 74. Histograma de Normalidad longitud del tallo del tomate.
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Figura 75. Histograma de Normalidad de longitud de la raiz del tomate.
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Figura 76. Diferencias entre el porcentaje de germinacién y los tratamientos
AD, PCy AO.
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Figura 77. Diferencias entre la LT y los tratamientos AD, P-C y AO.
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Figura 78. Diferencias entre longitud de la raiz y los tratamientos AD, PC y
AO.
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El test de Tukey (Honestly Significant difference test) realizado al porcentaje
de germinacion, la longitud del tallo y la raiz mostré que la diferencia esta
marcada por el tratamiento numero dos correspondiente a la pollinaza sin
compostar hecho que esta soportado por los siguientes resultados:

Porcentaje de germinacion:

Tratamiento Agua destilada @ Pollinaza cruda |Abono organico
Agua destilada 0,000149 0,996223
Pollinaza cruda |0,000149 0,000149
Abono organico 0,996223 0,000149

Longitud del tallo

Tratamiento Agua destilada Pollinaza cruda | Abono organico
Agua destilada 0,512919 0,381241
Pollinaza cruda 0,512919 0,057262
Abono organico 0,381241 0,057262
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Longitud de la raiz

Tratamiento Agua destilada Pollinaza cruda Abono organico
Agua destilada 0,011118 0,997184
Pollinaza cruda 0,011118 0,012958
Abono organico 0,997184 0,012958

Como se observa en los resultados del test de Tukey y en las graficas de las
Anovas se puede deducir que el tratamiento que marca la diferencia es el de
la pollinaza sin compostar.

Una razén para justificar estos resultados es que posiblemente la aplicacion
de la pollinaza sin compostar pudo provocar como efecto mas destacado un
bloqueo bioldgico del Nitrégeno asimilable, lo que ocasion6 un descenso del
contenido del nutriente en la planta y en definitiva un menor porcentaje de
germinacion y un menor crecimiento.

La inmovilizacion del N mineral se debe a que la pollinaza sin compostar
posee una relacién C/N elevada debido principalmente a que va a tener un
alto contenido de sustancias hidrocarbonadas. Ademas la incorporacion de
pollinaza insuficientemente madura origina la descomposicién posterior de
sustancias que pueden producir serios dafios tanto a las semillas como a la
plantula de tomate.

Se ha descrito también que la aplicacién de pollinaza sin previo tratamiento
produce un descenso en el contenido de oxigeno y del potencial de Oxido-
reduccion favoreciendo la creacién de zonas de anaerobiosis y fuertemente
reductoras (Negro y Solano, 1996), esto unido a un fuerte aumento de la
temperatura puede llegar a inhibir la germinacion y producir una disminucion
en el desarrollo de las plantas especialmente cuando se encuentran en
estadios mas jovenes.

Otra razon para explicar el bajo crecimiento de la raiz y el tallo de la plantula
de tomate en el tratamiento con pollinaza cruda es que ésta puede ademas
reducir la respiracion de las raices, hacer mas lenta la absorcién de
elementos minerales y disminuir la sintesis de giberelinas y citoquininas y su
transporte a las partes aéreas.

96



El efecto fitotoxico puede ser debido a la formacion de amoniaco, producido
como consecuencia de la degradacion de la materia organica residual y cuya
presencia incluso en cantidades pequefas es tdxica para las raices y para el
desarrollo de las plantas, asi como para la germinacion de las semillas
(intoxicacion amoniacal).

Con respecto al Abono organico que fué el tratamiento que obtuvo mejor
resultados se puede decir que éste aumento la disponibilidad de nutrientes
necesarios para la germinacioén y el crecimiento de la plantula esta condicién
se evidencia en la mejor apariencia de la plantula y en la mayor longitud del
tallo y la raiz comparado con el agua destilada, ademas se puede decir que
el abono organico mejoro las condiciones fisico-quimicas y bioldgicas para el
optimo desarrollo de las semillas de tomate, por lo cual se puede catalogar
como un abono maduro.
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4. CONCLUSIONES

El compostaje de la pollinaza es fundamental para obtener un producto de
excelente calidad libre de microorganismos patdgenos, para que ello ocurra
se hace necesario que la temperatura aumente rapidamente y se estabilice
en la etapa termdfila. Con esta investigacion se demostré que el
comportamiento de la microbiota durante el proceso de compostaje es
variable y dependiente de la temperatura.

El abono organico obtenido presentd altos estandares de calidad fisico-
quimica y microbiolégica, ya que fueron eliminados un 98 % de los
microorganismos patdgenos (coliformes fecales y Coliformes totales) y
presentd altos recuentos de microorganismos benéficos (Bacteria
Nitrificantes, Rhizobium, Azotobacter, Streptomyces, Lactobacillus vy
Pseudomonas) con lo cual se puede concluir que es apto para ser utilizado
como mejorador de suelos o biofertilizante sin ningun riesgo de tipo sanitario.

Se aislaron 27 microorganismos de la pollinaza de los cuales 19 de ellos
fueron bacterias (12 Gram negativas pertenecientes a los géneros Serratia,
Cedecea, Kluyvera, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Alcaligenes.
Acinetobacter y Pseudomonas y 7 Gram positivas pertenecientes a los
géneros Bacillus, Streptomyces y Nocardia) y 8 hongos de los géneros
Aspergillus, Penicillium, Cunninghamella, Curvularia, Trichoderma y la
Levadura Saccharomyces cerevisae. Esta microbiéta hizo parte del
conglomerado de microorganismos aerobios aceleradores del proceso de
compostaje los cuales al ser adicionados a la pollinaza alcanzaron en corto
tiempo (6 dias) la fase termofilica y se mantuvo en esta etapa por mas
tiempo que el compostaje natural, asegurando de esta forma un saneamiento
total de la pollinaza.

El compostaje bioaumentado fue mas eficiente en cuanto a niveles de
temperatura, pH y tiempo de estabilizacidn comparado con el compostaje
natural, lo cual indica que los microorganismos oxigénicos adicionados a la
pollinaza poseen un metabolismo enzimatico degradativo que consume mas
rapidamente la materia organica, dando como resultado un abono organico
de excelente calidad. Por ello es muy importante estudiar las caracteristicas
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quimicas y bioldgicas de estos microorganismos que son los pioneros de la
biodegradacion de residuos organicos.

El tiempo de compostaje con microorganismos aceleradores se redujo un
30% comparado con el compostaje natural. El abono bioaumentado present6
una reduccion en el tiempo de compostaje de la etapa mesofilica de 15 dias.

Los principales parametros evaluados en la cinética de crecimiento del grupo
de las bacterias y de los hongos que influyeron en su rapido crecimiento
fueron la temperatura y la agitacion. En el caso de las bacterias las
condiciones ideales fueron logradas a 26°C, con aireacion y agitacion
constantes, para Saccharomyces cerevisae el crecimiento fue mayor a 26°C
con agitacion y para los hongos las mejores condiciones para un rapido
crecimiento fueron las realizadas a 37°C con agitacion.

Esto concuerda con lo que realmente sucede en el proceso de compostaje
donde existe una sucesion de poblaciones microbianas, en las que al
principio del compostaje predominan principalmente bacterias mesdfilas a
medida que va ocurriendo la degradacion y va subiendo la temperatura
comienzan a proliferar los hongos termofilos que empiezan a degradar la
lignina y la celulosa haciendo que la temperatura aumente hasta los 70°C.

Para que los efectos de la aplicacion del compost sean positivos este debe
ser lo suficientemente maduro, es decir, estable, de lo contrario, la materia
organica poco estabilizada seguira el proceso de descomposicion en el suelo
provocando problemas sanitarios. Para evitar estos posibles efectos
negativos se hace necesaria la evaluacion de la madurez del compost.

Los test de respuesta biolégica tienen como objetivo evaluar la madurez del
compost, y estan basados en ele efecto negativo que provoca la aplicacion
de estos compost inmaduros sobre la germinacién de las semillas debido a la
presencia de compuestos fitotoxicos en estos productos. Los ensayos de
respuesta biolégica realizados al abono obtenido dieron porcentajes de
germinacion de semillas de tomate superiores al 80%, ademas que las
plantulas presentaron mayor longitud del tallo y la raiz, comparados con la
pollinaza sin compostar el cual inhibié la germinacién de las semillas,
provocando bajas tasas de germinacion. Ello indica que el abono organico
presenta condiciones optimas de madurez.
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5. RECOMENDACIONES

» Se recomienda realizar un estudio de factibilidad en cuanto costo,
operatividad y tiempo para llevar a cabo la produccién de abonos
organicos a partir de residuos solidos organicos y especialmente de
pollinaza, para de esta manera aprovecharla y evitar contaminacion
ambiental.

» Seria recomendable hacer ensayos con el proceso a gran escala para
comparar los resultados obtenidos.

» Puesto que el proceso de compostaje implica una mineralizacién del
carbono que es llevada a cabo por microorganismos, y son éstos los que
realizan una parte importante del proceso, es fundamental saber que tipo
de microorganismos actuan en cada momento, porque en funcion de que
actuen unos u otros se produciran o no la desaparicion de ciertos
compuestos, por eso es tan importante estudiar a fondo las
caracteristicas de todo el proceso.

» Es importante evaluar el efecto que la adicion de compost tiene sobre
suelos de distinta textura, es decir, como varian parametros como el ph,
la conductividad eléctrica, la materia organica y la capacidad de
intercambio cationico.

» Exigir andlisis de calidad fisica-quimica y microbiolégica para evitar

posibles efectos negativos en los cultivos por aplicacion de abonos
insuficientemente maduros.

100



BIBLIOGRAFIA

ALEXOPOULOS, C. and MINS, C. Introductory Mycology. New York, 1979.

BONGCAM, Elkin. Guia para compostaje y manejo de suelos. Ciencia y
Tecnologia Convenio Andrés Bello. Bogota, 2003. p.12, 14

CAICEDO, Y. La importancia de los Abonos Organicos en la nueva
agricultura. Tierra Palmera, FEDEPALMA. 2000. Vol. 9, p.8.

CAICEDQO, Yiseth. Efectos del proceso de fermentacion sobre la microbiéta
fungica de la gallinaza. Tesis de Grado, UIS, Bucaramanga, 2002. p. 35.

FERMORE, T. Applied aspects of composting and bioconversion of
lignocellulosic materials and overview. International Biodeterioration &
Biodegradation. Madrid, 1993. Vol. 31, 87-106.

GARZON, M., GUTIERREZ, E. y RIOS, J. Produccion a escala de laboratorio
de un pool de microorganismos aceleradores de compostaje. Tesis de
Grado. Ingenieria Quimica, UIS, p.28-34.

GRAY, K.R and BIDDLESTONE, A.J. The chemical Engineering. London N°
270. 1973

HAUG, Roger. Composting Engineering, principles and Practice. USA: Ann
Aubor science 1980.

ICA Instituto Colombiano Agropecuario Resolucion N° 00150 Por la cual se
adopta el reglamento técnico de fertilizantes y acondicionadores de suelo. 21
Enero 2003.

101



KRIEG, Noel and Holt, John, Bergey’'s manual of systematic bacteriology.
Vol, 1 William & Wilkins Baltimore (USA). 1984, Pag. 296-298

M. J. Negro. Produccién y Gestiéon del compost. Tanagosa. Centro de
técnicas agrarias.1998

MADIGAN, M., MARTINKO, J., y PARKER, J. Brock Biologia de los
microorganismos. Espafa: Editorial Prentice Hall, 8a ed. 1998, p. 517-521.

MAYEA, S. y PADRON, J. Produccion de composta a partir de la inoculacién
con microorganismos. Cuba: Ministerio de Agricultura CIDA, 1992. 233p.

MEDRANO, José. Subproductos agricolas y su utilizacién en sistemas
integrados de produccién. Compendio de alternativas no tradicionales para la
alimentacion de rumiantes. CORPOICA, 1994.p.168-192

MUNEVAR, German. Estiércol que se convierte en plata, Cartagena, 1998.
p. 22-25

NEGRO, M y SOLANO, M. Laboratory composting assays of de solid residue
resulting from flocculation of oil mill wastewater with different lignocellulosic
residues. Compost Science and Ultilization, 1996. 4 (4), 62-71.

NEGRO, M. Produccién y Gestion del Compost. Zaragoza: Centro de
Técnicas Agrarias, 2000. N° 88, p.2-28.

Norma Técnica Colombiana N° 1927 por la cual se adopta el reglamento
técnico de fertilizantes y acondicionadores de suelos.

Norma ICONTEC 2 235 Abonos organicos, Gallinaza y productos a base de
Gallinaza

Reglamento sobre el Manejo y Control de Gallinaza y Pollinaza N° 29145-
MAG-S-MINAE , Agosto, 1996

102



REHBERGER, Thumasg. Waster treatment with a combination of denitrifying
propionobacterium acidi propiocini and protease-prodicing bacillus. US.
patent N° 6,221,650 2001

RESTREPO, R. Elaboracion de Abono organicos fermentados vy
biofertilizantes foliares, 2001 p.13.

RIVERO & CARRACEDO. Efecto del uso de la gallinaza sobre algunos
parametros de fertilidad quimica de dos suelos de pH contrastante. Revista
Facultad Agronémica, 1999. Vol. 25 p.83-90

SAMSON, Robert, HOEKSTRA, LL and OLE, S. Introduction to food-borne
fungi. The Netherlands: central albureau boors chimelcultures. 1995. 315 p.

SAWYER, Cair. Bioquimica para Ingenieria Ambiental. Cuarta edicidn.
Colombia: Mc Graw Hill. 2000

SHIGETMITSU, Haruhiro. Bacillus descomposting turf pseudos thatchi and
thatch, and a microbial material containing the Bacillus. Us. Patent N°
6,165,775. 200

TCHOBANOGLOUS, G. Gestion integral de Residuos Solidos. 1994, Espafia.
Ed. Mc Graw-Hill, Madrid. p.10, 47-50, 67.

TCHOBANOGLOUS, G. Ingenieria de aguas residuales. México. 1997. Tomo
I, p. 898-900.

TUCKER, Robert. Guia para el control y la prevencion de la contaminacion
industrial, Sector Criadero de Aves, Subsector Productores Avicolas.
Santiago de Chile. 1998 p.11

VELEZ, Herta. Curso avanzado de hongos oportunistas. Diagnostico de los
agentes mas comunes. Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,
Medellin.19809.

103



VOGEL, Henry. Fermentation and Biochemical Engineering handbook. New
Jersey. Noyes publications.1983.

104



ANEXOS

105



ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO PARA MICROORGANISMOS BENEFICOS

= MEDIO DE CULTIVO PARA BACTERIAS NITRIFICANTES (segun
Lewis and Pramer 1958)

Fosfato de Na. ( NagHPO,) 6.75 gr
Fosfato de K (KH2POy4) 0.35 gr
Sulfato de Mg (MgS04*7H,0 ) 0.05 gr
Carbonato de Na  (NaHCO3) 0.25 gr
Sulfato de Amonio ((NH4)2SO4) 1.25gr
Cloruro férrico ( FeClz-H20) 7.2mg
Cloruro de Ca (CaCly*7H,0) 9.2 mg
Agar agar 7.5gr

Agua destilada
Ajustar el pH a 8.0

500 ml

Esterilizar a 15 libras de presion y 121 °C durante 15 minutos.

= MEDIO PARA LMA PARA RHIZOBIUM (segun Allen 1957)

Manitol

Fosfato de K (KH2PO,)
Sulfato de Mg (MgSO4*7H,0)
Cloruro de Na ( NaCl)
Carbonato de calcio ( CaCO3)
Extracto de levadura (10%)
Agua destilada

10.0 gr
0.5¢gr
0.2¢r
0.1gr
3.0gr

100 ml
900 ml

Esterilizar a 15 libras de presién y 121 °C durante 15 minutos

= SOLUCION RINGER + GELATINA PARA LA PREINCUBACION

Cloruro de Na ( NaCl)
Clorurode K (KClI)
Cloruro de Ca (CaCly)
Gelatina

Agua desionizada

8.6 gr

0.3 gr
0.33 gr
0.01% plv
1000 ml



Esterilizar a 15 libras de presion y 121 °C durante 15 minutos

= MEDIOS PARA AZOTOBACTER

1. Al medio LMA se le agrega Benzoato en una proporcion de 3%.

2. Al medio LMA + NaCl (3%) + Zn (80 mg) + Al (10 mg ) +Mn (5mg) + Cu
(80 mg). Todo esto es para 1 litro de medio LMA.

= MEDIOS PARA STREPROMYCES

AGAR CASEINA

Leche desnatada 50 gr
Agar agar 10 gr
Agua destilada 1000 ml

Disolver la leche en 500 ml de agua calentando pero sin hervir.
Disolver el agar en 500 ml de agua, llevar a ebullicién hasta la digestion del
medio.

Autoclavar las dos soluciones por separado a 15 psi. por 15 minutos y dejar
enfriar hasta una temperatura de 45 o 50 °C para mezclar las dos soluciones
y luego servir en cajas de Pétri estériles.
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ANEXO 2

CURVA PATRON DE McFARLAND

Esta curva es un método para cuantificar la concentracion celular en una
suspension. Se basa en el grado de turbidez que resulta de la precipitacion
del BaSO4 por adicién de una solucion de BaCl, a H,SO4 en solucién del 1%
(Rico, 1998). Cada punto se genera por la variacion en el volumen de BaCl,
afadido al acido completando siempre un volumen de suspension de 10 ml.
La turbidez de cada suspension se mide en términos de transmitancia a una
longitud de onda determinada.

Datos experimentales para curva McFarland obtenidos a partir de
solucién H,SO4al 1% con Bacl,

%T []1* 10°
m.o/ml
100 0,1
87,6 0,75
67,1 1,5
55,2 3
32,2 6
22 9
15,2 12
9 15
6,8 18
5,1 21
4,6 24
3,9 27
2,8 30
1,3 33
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ANEXO 3

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS MICROORGANISMOS OXIGENICOS AISLADOS DE LA POLLINAZA.

Cepa Dominio Phylum Clase Orden Familia Género Especie
1 Bacteria  Proteobacteria = Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia marcescens
2 Bacteria  Proteobacteria  Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Cedecea davisae
3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Kluyvera cryocrescens
4 Bacteria  Proteobacteria  Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter aglomerans
5 Bacteria Proteobacteria  Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter aerégenes
6 Bacteria  Proteobacteria  Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella oxytoca
7 Bacteria Proteobacteria  Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Proteus vulgaris
8 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Alcaligenes denitrificans
9 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter calcoaceticus
10 Bacteria Proteobacteria = Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas utida
11 Bacteria Proteobacteria = Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas fluorescens
12 Bacteria Proteobacteria = Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas cepacia
13 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus subtilis
14 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus macerans
15 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus licheniformis
16 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus megaterium
17 Bacteria Firmicutes Bacilli Actinomycetales  Streptomycetaceae Streptomyces griseus
18 Bacteria Firmicutes Bacilli Actinomycetales  Actinomycetaceae  Actynomices  pyogenes
19 Bacteria Firmicutes Bacilli Actinomycetales  Nocardiaceae Nocardia corallina
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ANEXO 4

ANALISIS DE COMPETITIVIDAD DE LOS MICROORGANISMOS
OXIGENICOS AISLADOS DE LA POLLINAZA
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(+) Compatibilidad Positiva. (-) antibiosis.
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Anexo 5

CRECIMIENTO DE BACTERIAS CON DIFERENTES PARAMETROS DE
TEMPERATURA, AIREACION Y AGITACION

26°C 37°C
Tiempo Sin sin sin sin
(horas) | Agitacion Agitacion aireacion aireacion | Agitacion agitacion aireacion aireacion
cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml
(10%) (10% (10% (10% (10%) (10% (10% (10%)
0 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
0,75 0,08 0,08 0,10 0,07 0,08 0,08 0,12 0,12
15 0,08 0,08 0,24 0,10 0,09 0,08 0,25 0,18
2,25 0,09 0,08 0,35 0,15 0,10 0,08 0,28 0,25
3 0,10 0,09 0,45 0,18 0,10 0,08 0,36 0,36
4 0,12 0,10 0,52 0,21 0,21 0,12 0,39 0,41
5 0,19 0,12 0,58 0,24 0,30 0,24 0,45 0,42
6 0,32 0,20 0,70 0,28 0,37 0,31 0,49 0,49
7 0,48 0,24 0,72 0,32 0,44 0,38 0,58 0,52
8 0,62 0,29 0,78 0,38 0,50 0,43 0,61 0,58
9 0,73 0,32 0,83 0,42 0,53 0,46 0,63 0,58
10 0,82 0,34 0,85 0,43 0,57 0,51 0,66 0,61
11 0,93 0,38 0,98 0,45 0,58 0,54 0,67 0,63
12 0,96 0,38 1,02 0,45 0,60 0,57 0,70 0,64
13 0,99 0,41 1,08 0,52 0,60 0,55 0,66 0,65
15 1,06 0,46 1,14 0,54 0,60 0,57 0,71 0,69
17 1,08 0,48 1,20 0,59 0,60 0,57 0,71 0,68
19 1,13 0,52 1,23 0,57 0,61 0,65 0,70 0,69
22 1,18 0,56 1,28 0,62 0,62 0,61 0,74 0,67
24 1,24 0,57 1,32 0,64 0,63 0,60 0,74 0,71
26 1,22 0,55 1,27 0,60 0,61 0,60 0,72 0,67
29 1,09 0,43 1,15 0,46 0,50 0,44 0,56 0,49
31 1,06 0,37 1,09 0,37 0,43 0,38 0,46 0,44
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