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RESUMEN

TITULO: TRATAMIENTO BIOLOGICO DE LOS RESIDUOS VEGETALES DE LA UNIVERSIDAD
INDUSTRIAL DE SANTANDER UTILIZANDO MICROORGANISMOS ACELERADORES Y
LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA (Eisenia foetida) PARA PRODUCIR UN BIOABONO
MEJORADO

AUTOR: Zabala Joya Fabiola™

PALABRAS CLAVES: residuos vegetales, lombricompostaje, microorganismos, degradacion,
lignina, humicos, fulvico.

CONTENIDO:

Los residuos vegetales genera contaminacion por la dificil degradacién de celulosa, hemicelulosas
y ligninas. En la Universidad Industrial de Santander (UIS) son llevados al Relleno Sanitario El
Carrasco, pero por estrategias de minimizacion no recibiran residuos de alimentos ni materiales
vegetales. Se estan implementando tecnologias para aprovechar estos residuos como el
compostaje y el lombricompostaje. Con esta investigacion se implementé un proceso para obtener
bioabono mejorado higiénicamente sano que regenere tierras en forma natural y econdmica
utilizando microorganismos aceleradores y lombriz roja californiana (Eisenia foetida).

Se realizé caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica a los residuos vegetales de la UIS, se
estudiaron variables de aireacion y enriquecimiento con microorganismos de mayor incidencia en
la degradacion de los residuos vegetales y finalmente se realizaron ensayos de respuesta biolégica
con tierra amarilla del suelo de la Universidad evaluandolos en cultivo de Phaseolus vulgaris.

Se aislaron bacterias de los géneros Alcaligenes Achromobacter, Enterobacter, Citrobacter,
Pseudomonas, Estreptococus, Lactobacillus, Echerichia, Serratia, Cedacea, Bacillus, Kluyvera,
Acinetobacter y Ewingella, hongos de los géneros Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, Candida,
Geotrichum, Trichoderma, Penicillium, Coprinus y Chrysonili. La aireacién y los microorganismos
bioaumentados no aceleran la biodegradacion de celulosa, su reduccién no presenté diferencias
significativas entre tratamientos; la reduccion de lignina, huminas y produccion de huimicos mas
fulvicos presenté diferencias significativas, confirmando sintesis de nuevas sustancias humicas. El
LVc es apto para mejorar suelos, aseguro fuerte reduccion de patdgenos y las plantas presentaron
mejor desarrollo. La tierra amarilla presenta textura franco-arcillo-arenosa (60% arena, 12% limo y
28% arcilla), pH de 5,6 y microelementos con funciones reguladoras por debajo de niveles criticos.
La mezcla tierra amarilla:LVc (proporcion 2:1) adquiere textura franco arenosa (68% arena, 16%
limo y 16% arcilla), produciendo buena aireacion, conduccion de agua, mejoramiento de plasticidad
del suelo, aumento del pH regulando las condiciones del suelo.

’ Proyecto de Grado
* Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, UIS, Directora Luz Amparo Lozano Urbina. Codirectora Mariela
Carrefio de Arango.



ABSTRACT

TITLE: BIOLOGICAL TREATMENT OF THE VEGETABLE RESIDUALS OF UNIVERSIDAD
INDUSTRIAL DE SANTANDER USING ACCELERATOR MICROORGANISMS AND
CALIFORNIAN RED WORM (Eisenia foetida) TO PRODUCE AN IMPROVED BIOMANURE *

AUTHOR: Zabala Joya Fabiola™

KEY WORDS: vegetable residuals, lombricompost, oxygenic microorganisms, cellulose decrease
lignin degradation, cellulosa degradation.

CONTENTS:

The vegetable residuals generate contamination because of the difficult degradation of cellulose,
hemicelluloses and lignin. At Universidad Industrial de Santander (UIS) those residuals are taken to
the Sanitary Place El Carrasco, which are receiving neither food residuals nor vegetable materials
for minimizing. Technologies are implementing to take advantage of these residuals like the
compost and the lombricompost. With this investigation a process was implemented to obtain
improved hygienically healthy biomanure which regenerates soil in natural and economic way using
accelerator microorganisms and Californian red worm (Eisenia foetida).

We carried out the physical chemistry and microbiological characterization to the vegetable
residuals of UIS, Air and fortification with microorganisms variables were studied of more incidence
in the degradation of the vegetable residuals and finally they were carried out tests of biological
answer with soil of the University mixed with LVc evaluating their effectiveness in cultivation of
Phaseolus vulgaris.

Bacterias of the genus Alcaligenes Achromobacter, Enterobacter, Citrobacter, Pseudomonas,
Estreptococus, Lactobacillus, Echerichia, Serratia, Cedacea, Bacillus, Kluyvera, Acinetobacter and
Ewingella and fungi of the genus Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, Candida, Geotrichum,
Trichoderma, Penicillium, Coprinus y Chrysonili were isolated. The air and the bioincreased micro-
organisms increased don't accelerate the cellulose biodegradation, their reduction it didn't present
significant differences among treatments; the lignin and humins reduction and the production of
humic acids more fulvics acids presented significant differences confirming synthesis of new
substances humics. The LVc is suitable to improve soils, it assured strong harmful microorganisms
reduction and the plants presented better development. The yellow soil presented frank-clay-sandy
texture (60% sand, 12% slim and 28% clay), pH of 5,6 and microelements with regulator functions
below the critical levels. The mixture yellow soil:LVc (proportion 2:1) presented frank-sandy texture,
producing good air, good conduction of water, improvement of plasticity of the soil, increase of the
pH regulating the soil conditions.

* Thesis Project
™ Science Faculty, Biology School, UIS, Luz Amparo Lozano Urbina Director. Mariela Carrefio de Arango Co-
Director.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 RESIDUOS VEGETALES

1.2 LOMBRICOMPOSTAJE

1.3 BIODEGRADACION DE CELULOSA, OTROS POLISACARIDOS Y
LIGNINA.

1.4 PROPIEDADES DEL SUELO

1.5 POBLACION MICROBIANA Y MACROROGANIMOS

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

2.2 DISENO EXPERIMENTAL

2.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS RESIDUOS VEGETALES
2.3.1 Tamano de particula

2.3.2 Temperatura, pH y Humedad.

2.3.3 Extraibles, Celulosa y Lignina

2.3.4 Determinacion de Nitrégeno.

2.3.5 Hidrosolubles

2.4 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

2.5 FERTILIZACION DEL SUELO Y APLICACION AGRICOLA
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DEL SUSTRATO

3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de los residuos vegetales
3.1.2 Caracterizacion microbioldgica de los residuos vegetales
3.1.3 Aislamiento de los Microorganismos

3.1.4 Curva de crecimiento del grupo de microorganismos bioaumentados

Pag.

w W W -

11
11
11
12
12
15
15
15
16
17
18
19
19
19
19
19
22



3.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS RESIDUOS EN EL
PROCESO DE BIODEGRADACION

3.2.1 Temperatura, pH y Humedad

3.2.2 Extraibles, Celulosa y Lignina

3.2.3 Carbono organico y Nitrégeno.

2.3.4 Hidrosolubles, Acidosolubles y Sustancias Humicas

3.3 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

3.3.1 Caracterizacion de Bacterias Gramnegativas aisladas e identificadas
3.3.2 Bacterias grampositivas aisladas e identificadas

3.3.3 Hongos.

3.4 CALIDAD SANITARIA

3.5 RECUENTO DE MICROORGANISMOS BENEFICOS AL
LOMBRICOMPOST

3.6 FERTILIZACION DEL SUELO Y APLICACION AGRICOLA

3.6.1 Propiedades del suelo.

3.6.2 Respuesta bioldgica de las plantas de frijol

3.6.3. Caracterizacion del suelo conformado por mezcla de tierra del suelo de la

UIS y lombricompost obtenido por tratamiento de volteo con adicion de
microorganismos en proporcion 2:1.

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

Vi

22
22
23
25
26
28
29
35
35
38

40
42
42
43

47
49
51
52
60



LISTA DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Métodos para caracterizacion fisicoquimica de los residuos vegetales. 13
Tabla 2. Pruebas fisicoquimicas para la caracterizacion de los residuos

vegetales en sus diferentes etapas de biodegradacion, 20
Tabla 3. Datos del crecimiento de los microorganismos bioaumentados. 22
Tabla 4. Indice de humificacion de la biodegradacién de residuos vegetales

UlIS. 28
Tabla 5. Microorganismos oxigénicos aislados de biodegradacion de residuos

vegetales en fase termofilica. 29
Tabla 6. Especies de microorganismos oxigénicos aislados cuando el proceso

de compost de los residuos vegetales vuelve a fase mesofilica. 30
Tabla 7. Especies de microorganismos oxigenicos aislados al finalizar el

lombricompostaje. 31
Tabla 8. Recuento de microorganismos para evaluar calidad sanitaria. 39
Tabla 9. Recuento de microorganismos benéficos obtenidos en el

lombricompost de los diferentes tratamientos. 41
Tabla 10. Registro del analisis fisicoquimico de la tierra amarilla de la UIS y

Tierra:LVc (proporcion 2:1). 42
Tabla 11. Valores promedio + desviacion estandar y aposteriori segun Test de

Tukey para variables medidas en los frijoles en los 5 tratamientos. 45
Tabla 12. Registro del analisis fisicoquimico en el compost y lombricompost

para los diferentes tratamientos de Vs, Vc, As y Ac. 46

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Residuos vegetales iniciando el proceso de biodegradacion

Figura 2. Resumen del proceso a seguir durante la investigacion

Figura 3. Biorreactor para bioaumento de los microorganismos

Figura 4. Observacion macroscopica y microscépica de Hongos A.
Aspergillus wentii B Aspergillus. fumigatus. C-D Trichoderma sp. D.
Penicillium expansum E-F. Geotrichum sp.

Figura 5. Observacion macroscopica y microscopica de Bacterias
bioaumentadas. A. Enterobacter aerogenes. B. Pseudomonas aureginosa. C.
Lactobacillus sp. D. Bacterias acido-lacticas. E. Streptomyces sp.

Figura 6. Variacion de Temperatura, pH y humedad en la biodegradacion de
residuos vegetales

Figura 7. Porcentaje de Extraibles en alcohol benceno, alcohol y agua
caliente.

Figura 8. Comportamiento de la Celulosa, Lignina, Carbono y Nitrégeno en la
biodegradacién de residuos vegetales.

Figura 9. Comportamiento de Hidrosolubles (%), Acidosolubles (%) y Acidos
himicos mas fulvicos (%AHF) en la biodegradacion de residuos vegetales.
Figura 10. Observacion macroscopica y microscopica de A. Enterobacter
agglomerans B. E. gergoviae. C. Citrobacter diversus. D. C. amalonaticus.

E C. treundii. F. Kluyvera cryocrescens. G. Cedacea davisae.

Figura 11. Observacion macroscopica y microscopica de A. Serratia
liquefaciens. B. Serratia rubidaea. C. Serratia marcescens.

Figura 12. Observacion macroscopica y microscopica de Acinetobacter
calcoaceticus anitratus.

Figura 13. Observacion macroscoépica y microscopica de Pseudomonas A. P.

pseudomallei. B.P. mallei . C. P. aeruginosa. D. P. cepacia. E. P. maltophilia

viii

Pag
12
14
18

21

21

23

24

25

27

32

32

33

33



Figura 14. Observacion macroscopica de Pseudomonas fluorescens en
Cetrimide con UV.

Figura 15. Observacion macroscopica y microscopica de Alcaligenes
denitrificans y Achromobacter sp.

Figura 16. Bacterias grampositivas. A. Streptococcus faecalis. B-C. Bacillus
macerans.

Figura 17. Observacion macroscopica y microscopica de A-D. Rhizopus
orizae. E.Rhizopus stolonifer.

Figura 18. Observacion macroscopica y microscopica de A-B.Geotrichum sp.

C-D. Candida Krusei. E-G. Candida albicans. H-I. Candida sp.

Figura 19. Observacion macroscopica y microscopica de Aspergillus. A-C. A.

fumigatus. D. A. wentii. E-G. A. Niger. H-I. A. parasiticus.

Figura 20 Observacion macroscopica y microscopica de Penicillium.

Figura 21. Observacion de Fusarium.

Figura 22. Observacion macroscopica de Coprinus sp. en compost.

Figura 23. Germinacion y crecimiento de las plantas de frijol.

Figura 24. Altura de las plantas de frijol sembradas en los cinco tratamientos
Figura 25. Plantas de frijol a los 27 dias de sembradas. A. Sembradas en
Tierra amarilla del suelo de la UIS. B. Sembradas en mezcla de tierra

amarilla-LVc (proporcion 2:1).

34

35

35

35

36

36

37

37

38

43
44

47



LISTA DE ANEXOS

Pag.
ANEXO A. MEDIO DE CULTIVO PARA MICROORGANISMOS BENEFICOS 60
ANEXO B. ANALISIS DE VARIANZA TIPO MLG DE DOS FACTORES (4*4)
PARA LOS DATOS QUIMICOS 62
ANEXO C. ANALISIS DE VARIANZA TIPO MLG DE DOS FACTORES (4*4)
DEL RECUENTO DE MICROORGANISMOS PARA EVALUAR CALIDAD
SANITARIA 63
ANEXO D. PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR (APLICANDO
LOGARITMO NATURAL) Y TEST DE TUKEY PARA EVALUAR CALIDAD

SANITARIA 64
ANEXO E. CORRELACION (r) PARA MICROORGANISMO Y VARIABLES
QUIMICAS 65

ANEXO F. CONSIDERACIONES GENERALES DE ANALISIS DE SUELOS 66



MRS:

GYM:

AK:

PDA:
YGC:

RVS:

LISTA DE ABREVIATURAS

Medio recomendado para fortalecer crecimiento de lactobacilos en
general

Agar para Streptomyces (Actinomicetos)

Agar kanamicina-Esculina azida

Agar papa Dextrosa

Agar extracto de levadura, glucosa y cloranfenicol (Yeast Extract
Glucose Cloranphenicol Agar)

Caldo de enriquecimiento de Salmonella segun Rappaport vy

Vassiliadis

BBL-SPS: Agar recuento de Clostridium sulfito reductor

UFC/g: Unidades formadoras de colonias por gramo

p/v:

Bms:

Vs:

Vc:

As:

Ac:

Mm:

CSR:

MF:
MT:
MR:

Peso / volumen
Base en material seca
Tratamiento donde se aplica volteo sin adicionar microorganismos
bioaumentados
Tratamiento donde se aplica volteo con adicion de microorganismos
Bioaumentados
Tratamiento donde se aplica aireacion artificial con compresor sin
adicionar microorganismos bioaumentados
Tratamiento donde se aplica aireacion artificial con compresor sin
adicionar microorganismos bioaumentados
micrémetros
Clostridium Sulfito Reductor
Masa foliar (g)
Masa del tallo (g)

Masa de la raiz (g)

Xi



AR:
BT:

LVs:

LVc:

LAs:

LAc:

Area Foliar (cm®)

Biomasa total ()

Lombricompost que en su tratamiento se realiz6 volteo sin adicionar
Microorganismos

Lombricompost que en su tratamiento se realiz6 volteo adicionando
Microorganismos

Lombricompost que en su tratamiento se realizd aireacion artificial con
compresor sin adicionar microorganismos

Lombricompost que en su tratamiento se realiz6 aireacién artificial con

compresor adicionando microorganismos

Xii



INTRODUCCION

En la actividad agricola los residuos solidos generan contaminacidén organica por
ser dificiimente degradables (Singh y Sharma, 2003) al presentar entremezclado
de celulosa, hemicelulosas vy lignina (Sanjuan, 1997). Ademas, el cambio hacia
nuevas técnicas de cultivo, la quema de sus residuos, la utilizacion masiva y
sistematica de abonos minerales, el empleo de herbicidas selectivos entre otros
son factores que inciden negativamente en el mantenimiento de materia organica

en el suelo.

En la Universidad Industrial de Santander (UIS) existe el problema con los
residuos sélidos generados semanalmente, los cuales llegan a dos toneladas, sin
contar con las seis recogidas los dias de aseo general. Son llevados al Relleno
Sanitario ElI Carrasco; pero alli establecieron estrategias de minimizacion,
valoracion y transformacion de los residuos, definiendo parametros en cuanto a
caracteristicas y tipo de materiales que alli se disponen, como no recibir residuos
de alimentos y materiales vegetales provenientes de podas y mantenimiento de
jardines, creandose la necesidad de dar alternativas para manejarlos de forma
sencilla y a su vez dar un aprovechamiento global de los cultivos. Con el auge del
tema de la gestion integral de residuos en Colombia, las instituciones se preguntan
sobre cual es la mejor opcién tecnolégica y operativa para abordar el manejo de

sus residuos (Gomez, 2000).

Se estan implementando tecnologias para aprovechar estos residuos como
alimentacion directa para animales, ensilaje como pretratamiento de preservacion
para alimento animal y preparacion de compost con el compostaje vy

lombricompostaje (Orozco y Osorio, 1996; Corredor, 2002). Es importante



apoyarlos con nuevas tecnologias ya que solucionan problemas de erosion,
contaminacion por exceso de fertilizantes, tratamiento de residuos sélidos y
principalmente aporta materia organica y humus para mantener y recuperar el

creciente deterioro ecoldgico.

Con el lombricompostaje se obtienen nuevos materiales mas humificados para uso
agricola, con la actividad biolégica de especies de lombrices como Eisenia foetida
y Lumbricus rubellus. Su humus es aprovechado en sustratos horticolas y como
fertilizante del suelo por su contenido de nutrientes y excelentes caracteristicas
para la liberacion equilibrada de los mismos (Orozco y Osorio, 1996). Es
importante su control de calidad, ya que algunas veces es comercializado como
producto de caracteristicas excepcionales sin tener en cuenta informacion sobre
su fabricacion, propiedades finales y uso agrondémico (Beltran, 2003). Por
problemas al usar estiércol y lodos para acelerar biodegradacion han desarrollado

conglomerados de microorganismos, consiguiéndo un producto mejorado.

En esta investigacion se implement6 un proceso para obtener bioabono mejorado
higiénicamente sano que regenere tierras en forma natural y econémica utilizando
microorganismos aceleradores y lombriz roja californiana (Eisenia foetida). Los
residuos se caracterizaron fisicoquimica y microbiolégicamente, se determind la
Calidad Sanitaria y se seleccionaron los microorganismos autoctonos de los
residuos que contribuian a su degradacion, se determinaron los tiempos de las
diferentes etapas de compostaje, se determinaron las condiciones fisicoquimicas
para adaptar la lombriz al substrato y se evalu6é la lombricultura productiva

realizando controles fisicoquimicos, microbiolégicos y de viabilidad del proceso.

Se resalta la importancia de este proyecto en la disminucion del impacto ambiental
negativo por la inadecuada disposicion temporal o final de estos residuos

generando beneficio con el lombricompost (apreciado fertilizante organico).



1. MARCO TEORICO

1.1 RESIDUOS VEGETALES

Los residuos vegetales son biodegradables, pueden ser generados por industrias
de procesamiento de alimentos, actividad agricola entre otros. Presentan lignina,
celulosa y hemicelulosas, caracteristica que los hace dificiimente accesibles al
ataque microbiano (Singh y Sharma, 2003). Existen métodos fisicos, quimicos y
biolégicos para tratar estos residuos. Los tratamientos microbiolégicos tienen
ventaja sobre los fisicos y quimicos, alta especificidad en la degradacion de
ligninas, minima generacién de desperdicios y subproductos, bajo requerimiento

de energia y no requieren eliminacion ni recuperacion de reactivos (Beltran, 2003).

1.2 LOMBRICOMPOSTAJE

El humus de lombrices usadas actualmente como Eisenia foetida, Lumbricus
rubellus y Lampitom mauritii (Tripathi and Bhardwaj, 2004) contribuyen en la
fertilidad y humificacion del suelo por el contenido de nutrientes y liberacién
equilibrada de los mismos (Orozco y Osorio, 1996; Caicedo, 2002; Gonzales y
Morales, 2002). El lombricompostaje ha ganado importancia por el alto valor
economico comparado con el compostaje tradicional. Su aplicacion aumenta
contenido de N, P y K disponible en suelo. Como alimento provee proteina animal
econdmica, rica en aminoacidos (lisina), vitaminas y acidos grasos de cadena
larga (acido linoléico), su composicién es independiente del tipo de residuo y de la

especie animal (Orozco y Osorio, 1996).

La utilizacion directa de residuos vegetales puede traer efectos negativos como

presencia de patdégenos, poluciones organicas e inorganicas o materia organica no



estable (Sanchez-Monedero et al., 2004), al realizar inicialmente compostaje se
minimizan tales riesgos por la actividad biolégica de microorganismos aumentando
la temperatura, destruyendo patoégenos (Vinneras et al., 2003), descomponiendo y
transformando compuestos organicos en sustancias humicas estables (Garcia-
Gomez et al., 2005) y el lombricompostaje continta biotransformando compuestos

organicos en nuevos materiales mas humificados.

Se puede diferenciar cuatro periodos atendiendo a la evolucién de la temperatura;
el periodo mesofilico, la masa vegetal esta a temperatura ambiente y los
microorganismos mesofilos se multiplican rapidamente, la actividad metabdlica de
estos microorganismos eleva la temperatura presentandose el periodo termofilico,
donde invaden microorganismos termdfilos que producen acidos organicos y
transforman nitrogeno en amoniaco. Desciende la temperatura apareciendo
nuevamente mesoéfilos como bacterias espordégenas y actinomicetos  que
descomponen la celulosa (Emison, 2004), en este periodo de maduracién se
producen reacciones secundarias de condensacion y polimerizacién del humus
que requiere meses. La estabilidad del compost se da por el grado de
descomposicién de la Materia Organica durante el vermicompostaje (Wu et al,
2000).

Del vermicompost se puede obtener sustancias hidrosolubles, acidosolubles y
huamicas (Gomez, 2000). Los hidrosolubles son compuestos constituidos por
moléculas organicas de bajo peso molecular (aminoacidos, azucares, purinas,
etc.) y por minerales predominando potasio. También se encuentran en poca
cantidad fésforo, magnesio, cobre y trazas de otros elementos esenciales. Entre
los acidosolubles estan en su orden calcio, potasio, manganeso, fosforo, magnesio
y trazas de otros elementos. Tal perfil de nutrientes lo haria recomendable como
fertilizante foliar en periodos de prefloracion. Las sustancias humicas (acidos
humicos y fulvicos) estan constituidas por la fraccion de humus que se puede

desprender por soluciones alcalinas (Mondini et al., 2006). Los acidos humicos



(AH) son polisacaridos poco modificados (Howard et al.,, 1998) que presentan
aumento de grupos fendlicos, carboxilicos y carbonilos durante el compostaje
(Sanchez-Monedero et al., 2002). Los acidos fulvicos (AF) tienen su mayor accion
sobre los minerales del suelo y plantas, por su reactividad y bajo peso molecular.
Los AH tienen accion especifica sobre la estructura del suelo con moléculas de
mayor peso molecular que los AF. Los AF que resultan del compostaje favorecen

el transporte de nutrientes y mejoran la productividad del suelo (Blanco, 1994).

Las Huminas constituyen la masa de materia organica evolucionada, insoluble en
reactivos alcalinos, dificil de separar de la materia organica fresca (Mondini et al.,
2006). Constituidas por AH parecidos a los anteriores pero que no son extraibles
debido a su unién muy interna con las arcillas, solamente permiten liberarlos la
destruccion de los silicatos con HF. Las huminas contienen también compuestos
organicos variados préximos a la materia organica fresca que han realizado
uniones quimicas en las arcillas: la lignina oxidada por via biolégica pertenece a
esta categoria, algunos son compuestos en cadenas (poliurénidos o polisacaridos)
de origen microbiano que resisten la accion de los reactivos de extraccidon
(Carmen et al., 1996).

1.3 BIODEGRADACION DE CELULOSA, OTROS POLISACARIDOS Y LIGNINA.

Las paredes celulares vegetales estan unidas por la laminilla intermedia que
consta en gran parte de pectatos de calcio y magnesio, ligan las paredes
terminales de células adyacentes (Kuhad et al., 1997). La membrana primaria
superpuesta directamente a esta consta principalmente de celulosa, hemicelulosa
y materiales pépticos. Varias células vegetales producen solamente paredes
primarias, otras depositan una membrana secundaria por el protoplasto sobre las
paredes primarias cuando la célula ha alcanzado su tamafo final, paredes

constituidas especialmente por celulosa, suelen estar presentes materiales no



celulésicos y generalmente los compuestos pépticos estan ausentes (Cadena,
2001).

La descomposicion vegetal se da principalmente por hongos que pueden digerir
celulosa y lignina, como basidiomicetes de la podredumbre blanca que degradan
todos los componentes de la madera (Mufoz et al.,, 1997), sintetizan enzimas
como lacasas y peroxidasas (Datta et al., 1991; Vares et al., 1995, Guillén et al.,
2000). La diversidad de enzimas puede varian la habilidad para reaccionar

directamente con diferentes substratos y mediadores (Shah y Nerud, 2002).

La celulosa es un polisacarido integrado por unidades monomeéricas de glucosa no
se disuelve en agua pero las absorbe en grandes cantidades (Sanjuan, 1997). Las
moléculas de celulosa se ajustan perfectamente y forman largos segmentos que
dan origen a puentes de hidrégeno responsables de la resistencia de los
materiales celuldsicos. Las microfibrillas de celulosa se ordenan en regiones
cristalinas y amorfas. Las moléculas ajustadas en segmentos largos forman
regiones cristalinas dificiles de penetrar por solventes u otros agentes, las
regiones amorfas son facilmente penetradas por lo que son mas susceptibles a
reacciones de hidrdlisis, responsable en que las moléculas sean resistentes por

las zonas cristalinas y flexibles debido a las zonas amorfas (Sanjuan, 1997).

Ciertos hongos y bacterias pueden degradar celulosa, entre las bacterias para
enzimas celuloliticas mas recientes y extensamente estudiados estan las
Cellulomonas, Clostridium, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces,
Corinebacterium y entre los hongos Aspergillus (Shah et al., 2005), Trichoderma,
Phanerochaete, Phialophora, Clamidosporium (Glazer y Nikaido, 1998). Para la
degradaciéon de la celulosa se da inicialmente hidrélisis enzimatica. Algunos
hongos como Trichoderma reesei producen tres tipos de enzimas celuloliticas que
cooperan en la degradacion de la celulosa: Endoglucanasas, Celobiohidrolasas y

B-glucosidasas. Otros pueden degradar lignina y hemicelulosas sin la enzima



celulasa (Daniel et al., 2004). Se cree que las endoglucanasas hidrolizan las
uniones internas en diversas regiones a lo largo de las fibras de celulosa. Los
extremos generados asi son atacados por celobiohidrolasas que aparentemente,
rompen las interacciones de cadena-cadena en las regiones cristalinas de las
fiboras de celulosa. Finalmente, la celobiosa es hidrolizada a glucosa por [3-

glucosidasas.

En condiciones oxigénicas las bacterias convierten la celulosa en CO; y proteina
celular. En los hongos los productos de la degradacién son CO,, carbono y
pequefias cantidades de acidos organicos. Los microorganismos anoxigénicos
mesofilos y termofilos no son capaces de metabolizar completamente substratos
simples; los productos acumulados en ausencia de oxigeno son CO,, Hy, etanol,

acidos acéticos, formico, succinico, butirico y lactico (Corredor, 2002).

Los tejidos vegetales contienen ciertas cantidades de carbohidratos no celuldsicos
constituidos fundamentalmente por azucares del tipo pentosa y hexosa que sirven
de soporte a la pared celular de las plantas. Los azucares se polimerizan entre si y
forman polisacaridos heterogéneos, los formados por las pentosas se denominan
pentosanos y los de hexosa hexosanos, a estos polimeros en conjunto se les
denomina hemicelulosas (Sanjuan, 1997). Son generalmente insolubles en agua,
solubles en alcali y mas facilmente hidrolizables en acido que la celulosa. Se
diferencian de la celulosa en que no son fibras, se encuentran ramificados y tienen
masa molecular mas baja. Entre las bacterias que las degradan se encuentran
Bacillus, Citophaga, Erwinia, Peseudomonas, Streptomyces y entre los hongos
Alternaria, Bispora, Aspergillus, Chaetomiun, Fusarium, Chloridium, Glomerella,

Penicillium, Trichoderma, Phoma, Sordarya, Pestalotia.

La lignina, polimero de unidades de fenilpropano enlazadas en tres dimensiones
(Taiz and Zeiger, 2006) que forma parte de laminas intermedias y paredes

celulares lefiosas, confiere resistencia y dureza (Kuhad et al., 1997). Su principal



funcion es formar la ldmina media, que adhiere las fibras unas con otras. En las
diferentes especies, géneros y familias de vegetales las ligninas son
quimicamente diferentes unas de otras, por lo tanto no pueden considerarse como
una estructura uniforme (Sanjuan, 1997). Los factores que afectan su
descomposicién son presencia de oxigeno, temperatura y edad de los tejidos. El
complejo lignocelulésico constituye la principal proporcién de carbono total fijado
por la fotosintesis, parte de la celulosa, hemicelulosa y lignina producidas como
productos agricolas o subproductos forestales son utilizados el resto es

considerado material residual

1.4 PROPIEDADES DEL SUELO

Las propiedades del suelo son influenciadas por la granulometria (estructura,
color, consistencia, porosidad, aireacion, permeabilidad, hidromorfia, retencién de
agua, lavado, capacidad de cambio, presencia de nutrientes) representada por la
la textura. Cada término estructural corresponde con una determinada
composicion cuantitativa de arena, limo y arcilla definidos graficamente en un
diagrama triangular que representa los valores de las tres fracciones. El Método
de Bouyocos se basa en la ley de Stokes la cual relaciona la velocidad de
sedimentacion de las particulas de acuerdo a su tamafo (diametro) a través de un
liquido de densidad y viscosidad conocidas. Bouyocos calibré la sedimentacion de
la arena en 40 segundos, la del limo en dos horas y la arcilla permanece en
suspensién. La arena tiene entre 0,005-2 mm de diametro, el limo 0,002-0,005 mm

de diametro y la arcilla con diametro menor de 0,002 mm.

Al comparar los resultados de compost y su respectivo lombricompost hay
ganancia en los diferentes elementos pero especialmente en el fosforo. La
deficiencia de fosforo en los suelos del tropico es un limitante en la producciéon de
cosechas. La aplicacion de abonos organicos permite que el fosforo organico entre

al suelo en grandes cantidades por efecto de los residuos vegetales y en menor



grado por accion de excrementos y residuos animales. Compuestos conocidos
como inositol, fosfolipidos, acidos nucleicos y otros no tienen valor en la nutricion
fosfatada de las plantas, de alli que la mineralizacién e inmovilizacion del fésforo
efectuada por la actividad microbiana sea el enlace importante en el ciclo del
fésforo en la naturaleza (SCCS, 1984). La mineralizacion del fosforo organico se
realiza a partir de compuestos como nucleoproteinas que forman compuestos
cada vez mas simples (proteinas, acidos nucleicos) y asi se libera acido fosférico.
Esta actividad microbiana se incrementa cuando la temperatura es de 30°C algo
mayor y niveles de humedad del 70%. Aspergillus, Bacillus, Penicillium, Rhizopus
y Streptomyces son encargados de intervenir en reacciones bioquimicas del
fésforo del suelo porque producen hidrolasas del tipo fosfatasa, nucleotidasa y

fitasa que catalizan en los procesos metabdlicos.

1.5POBLACION MICROBIANA Y MACROORGANIMOS

Microorganimos descomponedores implicados en subdivision de material organico
son ligados a sucesion de ambientes. La fermentacion es iniciada por bacterias, a
éstas y a los hongos se unen actinomicetos, posteriormente miriapodos, insectos y
lombrices donde cada uno hace su trabajo. Los microorganismos son los
encargados de producir enzimas que degradan los residuos vegetales (Datta et
al., 1991; Vares et al., 1995; Fernandes et al., 2005; Novotny et al., 2005). Las
bacterias, primeras en la descomposicion, comienzan el proceso para su propio
alimento, sin embargo, la aparicion de las diferentes especies puede coincidir en el
tiempo, por esto una poblaciéon comienza a aparecer mientras otros se encuentran
en su maximo desarrollo o ya estan desapareciendo. Los actinomicetos termofilos
predominan en sustratos “calientes” como compost (Ramirez y Coha, 2003). Las
bacterias meséfilas generan calor como subproducto, aumentando la temperatura
en la pila, disminuyendo su numero ya que se han creado condiciones apropiadas

para termoéfilos. Las bacterias mesofilas consumen al inicio de la fermentacién los



carbohidratos mas facilmente degradables y producen el aumento inicial de la
temperatura, mientras que las bacterias termdfilas consumen ademas los lipidos y
hemicelulosas siendo incapaces de atacar lignina y celulosa. Los actinomicetos,
activos en fase termofilica, son capaces de degradar hemicelulosa y celulosa
(Ramirez y Coha, 2003), son frecuentemente productores de antibioticos que
inhiben crecimiento bacterioldgico, importantes en la formacién de humus,
liberando carbono, nitrégeno como nitrato y amonio, transformandose en

alimentos disponibles para plantas (Emison, 2004).

Los hongos, poco exigentes de requerimientos nutricionales, consumen energia
degradando el material organico. Su gran variedad enzimatica y composicion
rigida de la pared les ha permitido adaptarsen a diversas y desfavorables
condiciones, lo que explica su presencia en variados ambientes. Son Iniciadores
en el proceso de degradacion de desechos organicos, participan en el
mantenimiento del equilibrio biologico que permite la conservacion de las

especies, la fertilizacion del suelo, control de plagas y malezas (Beltran, 2003).

Hay macroorganismos involucrados en transformar material organico en compost,
son mas activos en las etapas de maduracion del compostaje. Las lombrices de
tierra son macro organismos importantes y mayores descomponedores por la
eficiencia de su digesticon (Jager, 2004). Consumen bacterias, hongos,
protozoos y materia organica. Digieren la materia organica, transformandola en
lombricompost. También participan hormigas e insectos que pueden traer hongos
y minerales como potasio y fésforo. Otros son los milpiés y acaros que se

alimentan con levaduras de materia organica (Carmen et al., 1996).
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron los residuos vegetales que resultaron inmediatamente de la poda
de arboles, prados y jardines de la Universidad Industrial de Santander (UIS),
conformados en su mayoria por Anacardium excelsum (Caracoli), Couganvillea
glabra (Trinitario), Callistemon lanceolatus (Churrusco), Canna sp. (Achira), Ceiba
pentandra (Ceiba), Codiaeum variegatum (Crotos), Poa annua (pasto piojo),
Coleus blumei (Pompadur), Cupressus lusitanica (Ciprés), Chrysolidocarpus
lutescens (Palma areca), Eucalyptus globulus (Eucalipto), Galphimia glauca (Lluvia
de oro), Terminalia catappa (Almendro), Psidium guajava (Guayabo), Persea
americana (aguacate), Mangifera indica (mango), Licania tomentosa (Qiti) entre

otros. Los siguientes pasos se resumen en la figura 2.

2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se ajusto la relacion Carbono/Nitrogeno (C/N). Se identificd la microbiota presente
en el sustrato y se seleccionaron los microorganismos que conformaron el caldo
enriquecido para determinar mejores condiciones para favorecer el desarrollo de
microorganismos involucrados en el proceso de compostaje. Se analizaron dos
variables independientes: aireacion y enriquecimiento con microorganismos,
realizando disefio factorial 2% estudiando dos factores, corridos a dos niveles
(Montgomery, 2005), realizando 4 experimentos elementales: Volteo sin caldo

enriqguecido con microorganismos (Vs), Volteo con caldo enriquecido con
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microorganismos (Vc), Aireacion artificial sin caldo enriquecido con
microorganismos (As) y Aireacion artificial con caldo enriquecido con

microorganismos (Ac).

Estas experiencias se realizaron a temperatura ambiente. Las variables
dependientes o de respuesta a medir durante el proceso fueron pH, temperatura y
crecimiento de microorganismos sobre el substrato. La temperatura se tomé 3
veces al dia en diferentes puntos del sustrato para reportar temperatura promedio
diaria, medicién importante para determinar los muestreos. El pH se tomdé dos
veces al dia, de la misma forma dar pH promedio diario. La toma de muestras se
hizo iniciado el proceso, al alcanzar la etapa termofilica y mesofilica de cada
experimento y al final del lombricompostaje (cuatro muestreos). En ensayos
preliminares se determind la capacidad de trabajo continuo del compresor que
suministré oxigeno de forma artificial a dos experimentos, ademas de su tiempo de

carga y periodo de intermitencia.

Figura 1. Residuos vegetales iniciando el proceso de biodegradacion.
2.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS RESIDUOS VEGETALES
2.3.1 Tamafio de particula

Para la caracterizacion quimica de los residuos vegetales, la muestra a evaluar se

pasé por molino de cuchillas para obtener menor tamano de particula. Este
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material se tamizé en mallas tomando los que pasaron por la de 40 mesh y
quedaron retenidos en la de 60 mesh (TAPPI 11 M-59). Se realizaron en el
Laboratorio de Consultas Industriales y el Laboratorio de Suelos de la Universidad
Industrial de Santander siguiendo las Normas Técnicas Colombianas (NTC) los
analisis de Nitrogeno vy fisicoquimicos correspondientes a micro y macronutrientes
en las diferentes etapas del compost, lombricompost, tierra de la UIS y biocompost
mejorado. Los Analisis quimicos de control de degradacion correspondientes al
seguimiento de los 4 tratamientos del compost y bioabonos mejorados fueron
realizados en el CICELPA siguiendo las normas internacionales TAPPIl y NTC.

Estas pruebas se realizaron por triplicado (Tabla 1).

Tabla 1. Métodos para Caracterizacion Fisicoquimica de los Residuos Vegetales
(Norma TAPPI*; Cadavid et al., 1963**; Gémez, 2000***).

PARAMETRO METODO
Humedad (%)* T 3 m-60*
Cenizas (%bms)* T 15 m-58*
Extraibles en Alcohol benceno (%bms)* T 6 m-59*
Extraibles en Alcohol (%bms)* T 6 m-59*
Extraibles en Agua caliente(%bms)* T1 m-59*
Celulosa (%bms)* (k. Seifert)* T 17 m-55 (k.seifert)
Lignina (%bms)* (Klason)* T 13 m-54 (Klason)
Carbono organico (%bms)** Walkley-Black**
Nitrogeno(%bms)** Kjeldahl**
Relacion C/N Matematico
pH** Potenciométrico™*
Hidrosolubles, Acidosolubles, Huminas, *Frac. quimico ***

Acidos humicos y Acidos fulvicos %bms)***

*Frac. Quimico: Fraccionamiento quimico (Solubilidades)
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Figura 2. Resumen del proceso a seguir durante la investigacion.
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2.3.2 Temperatura, pH y Humedad.

Con el control de la temperatura se determinaron los tiempos de los muestreos, el
primero se realiz6 antes de iniciar el proceso, el segundo al alcanzar la etapa
termofilica (9 dias), el tercero al descender la temperatura (35 dias) y el ultimo al
final del lombricompostaje (75 dias). El pH se midié por método potenciométrico,
tomando la muestra (50g), mezclandola con agua destilada (200 mL), agitando
hasta ser homogénea, dejando estabilizar una hora y tomando valores con pH-
metro. El contenido de humedad se efectud segun valores de agua libre, secando

la muestra a 105°C por 12 horas aproximadamente segun Norma TAPPI| 3m-60.

2.3.3 Extraibles, Celulosa y Lignina

Antes de realizar extraccion de lignina se trataron los residuos con alcohol-
benceno, alcohol y posteriormente con agua caliente para extraer componentes
como sales organicas, azucares, gomas, pectinas, porciones de taninos y
pigmentos, donde el agua caliente hidroliza polisacaridos e incrementa su
solubilidad (Tabla 1). Posteriormente se hizo determinaciéon de la Celulosa

(K. Seifert) y de la lignina (Klason).

2.3.4 Determinacion de Nitrégeno y Carbono orgéanico

El nitrdgeno se realizé con el Método Kjeldahl (Cadavid et al, 1963). EI Carbono
organico se determiné tomando 0.1g de muestra molida en erlenmeyer, se
adicion6 10 mL de Dicromato de potasio 1IN y 20 mL de &acido sulfurico
concentrado, se agité y se dejo enfriar 30 minutos. Se diluyé con 200 mL de agua
y 10 mL de acido fosforico. Posteriormente se adiciond fenilalanina (30 gotas) y se
valoré el exceso de dicromato con solucion ferrosa; ademas se prepard un blanco.
Lo anterior corresponde al método colorimétrico de Walkley Black (Cadavid et al,
1963).
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2.3.5 Hidrosolubles, Acidosolubles y Sustancias Humicas

Los hidrosolubles fueron resultado del material extraido con 10 unidades
volumétricas de agua por cada unidad de peso seco, agitando en forma continua
por 2 horas (Gémez, 2000). Los Acidosolubles se obtuvieron mezclando un peso
del remanente de la extraccion de hidrosolubles con 10 volumenes de una
solucién acida 0,1 M (H2SO4, HNO3; o HCI) agitando por 4 dias (Gémez, 2000).
Las sustancias humicas (acidos fulvicos, acidos humicos y huminas) se separaron
segun sus caracteristicas de solubilidad. Se mezcld un peso del sdélido remanente
que quedo al filtrar los acidosolubles con 10 volumenes de alcali 0.5M (NaOH o
KOH) agitando por 3 6 4 dias y se filtr6 a los 6 dias. Al filtrado se le adicioné
solucion acida concentrada (pH<2) y se dej6 coagular y precipitar para extraer los
AF (soluble) y los AH (precipitado) a los cuales se les hicieron analisis de cenizas
(Gémez, 2000 y Zambrano, 2000). Por otra parte, ningun reactivo permite extraer
la humina, que representa una fraccién importante, a veces mayoritaria de los
compuestos humicos. Se determiné el indice de humificacion (IH) para estimar
calidad de materiales organicos, es decir, cantidad de carbono no humificado

(huminas) en relacion al carbono humificado (Acosta et al., 2004).

La Capacidad de Intercambio Cationico (CIC) se determiné en el Laboratorio
Quimico de Suelos de la UIS por método turbidimétrico extrayendo con acetato de
amonio. La materia organica debe su CIC a los grupos funcionales de las
moléculas de los acidos humicos. Se realiz6 la siembra de lombrices observando
su adaptacion al consumo de los residuos compostados. Se selecciond el mejor
tratamiento para los residuos vegetales segun caracteristicas del coprolito, mayor
crecimiento de las lombrices y caracteristicas del lombricompost en el cultivo de
frijol. Las pruebas para caracterizar el lombricompost y la tierra a recuperar fueron
Foésforo asimilable (Norma Icontec 203), Fosforo disponible (Espectrofotométrico),
Calcio (%Ca), Magnesio (%Mg), Potasio (%K), Cobre (%Cu), Hierro (%Fe) y
Manganeso (%Mn) por Absorcién atbmica NTC 5167.
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2.4 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Se hizo caracterizacion microbiolégica homogenizando la muestra representativa
en solucidon peptonada estéril, se sembré en caldo de tioglicolato, Agar
Kanamicina y agar MacConkey, se identificaron bacterias con tincién diferencial y
pruebas bioquimicas (Madigan, 1998). Se us6 el medio que fortalece crecimiento
de lactobacilos (Agar MRS) y Actinomicetos (GYM para Streptomyces). Se sembré
en Agar Extracto de Malta, Agar papa dextrosa y Agar Modificado (30% residuo
vegetal licuado) para hongos y levaduras. Para la Calidad Sanitaria se hizo
recuento mesdfilos aerobios en Agar de recuento, Coliformes Totales y Fecales en
Cromocult, mohos y levaduras en YGC, Salmonella en Caldo RVS y Clostridium
sulfitoreductor en BBL-SPS Agar.

De los microorganismos aislados y caracterizados se seleccionaron los que tenian
antecedentes de degradacion de residuos lignocelulésicos (Beltran, 2003) que
producian enzimas degradadoras de residuos vegetales como Aspergillus (Batt
and Solberg, 1985; Shah et al., 2005) o Trichoderma sp. Productor de celulasas
(Mori and Abe, 1995), bacterias y actinomicetos con actividad celulolitica (Vargas
et al., 2007). Para la inoculacién se preparo un litro de Caldo extracto malta y otro
de Caldo Nutritivo, se distribuy6 en frascos de 50 mL esteriles y se sembraron los
hongos y bacterias seleccionados en su respectivo medio. Posteriormente se hizo
bioaumento, utilizando biorreactores a escala de laboratorio (Figura 3). Se adicion6
a cada frasco el in6culo con los microorganismos autoctonos seleccionados. La
temperatura fue controlada (36°C) y la aireacién constante con bombas de acuario.
La biomasa se cuantific6 en camara Neubauer tomando muestra cada 24 horas.
Se adicionaron a los dos monticulos 10 mL del bioaumento por cada 100 gramos
bms. Para el Recuento de microorganismo benéficos del lombricompost, se
preincubé muestra en solucion peptonada estéril, se agité a 150 rpm por 15
minutos, se sembré en medios de cultivo preparados (Anexo A) extendiendo con

espatula de Driglaski e incubando 3 a 5 dias para los respectivos recuentos.
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Figura 3. Biorreactor para bioaumento de los microorganismos

2.5 FERTILIZACION DEL SUELO Y APLICACION AGRICOLA

Se utilizé un suelo de la UIS pobre en nutrientes, aplicando los tratamientos del
bioabono. Se analizé antes y después de realizar el cultivo de frijol Phaseolus
vulgaris variedad radical para determinar aporte de nutrientes y materia organica
siguiendo la metodologia de Corredor (2002) tomando como control la tierra. La
textura de la tierra amarilla se clasificdé utilizando Hidrémetro y Técnica de
Bouyoucos (Leodn, 1995). Se realizaron 5 tratamientos para la aplicacion agricola
distribuidos asi:

« Tierra (control): lumbricompost (1:0)

o Tierra:lumbricompost de Vs, T:LVs (2:1).

o Tierra:lumbricompost de Vc, T:LVc (2:1).

o Tierra:lumbricompost de As, T:LAs (2:1).

o Tierra:lumbricompost de Ac, T:LAc (2:1).

Para analisis estadistico se evalu6 homogeneidad de varianzas, distribucion
normal, ANOVA, se transformaron los recuentos de microorganismos para evaluar
calidad sanitaria con logaritmo natural, las medias fueron comparadas usando test
de tukey. La relacion entre variables fue analizada por el coeficiente de correlacion
de Pearson. Todos los analisis fueron ejecutados usando el paquete estadistico
SPSS versiéon 13.0.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DEL SUSTRATO

3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de los residuos vegetales
La caracterizacion fisicoquimica antes de iniciar la degradacion (dia 0) se observa
en la tabla 2 estableciendose que los residuos cumplen con los parametros

basicos para iniciarse el compostaje.

3.1.2 Caracterizacién microbiolégica de los residuos vegetales

Los residuos vegetales sin comportar presentaron los siguientes microorganismos:

» Bacterias: Alcaligenes denitrificans, Achromobacter sp., Enterobacter
aerogenes, Enterobacter agglomerans, Enterobacter gergoviae, Citrobacter
diversus, Pseudomonas aureginosa y Estreptococus faecalis. Lactobacillus sp.,
Bacteria acidolactica y E. coli.

» Hongos: Rhizopus orizae, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
wentii, Fusarium spl., Candida albicans, Geotrichum sp. Trichoderma sp. y

Penicillium expansum.

3.1.3 Aislamiento de los Microorganismos

Se seleccionaron cinco especies de hongos. Aspergillus wentii, hemicelulolitico,
Aspergillus fumigatus, celuloliticos, Trichoderma sp., hemicelulolitico vy
ligninolitico, produce extracelularmente celulasas importantes en la degradacion
de materia organica (Arzuaga et al., 1999), utilizado en varios tratamientos de

degradacién vegetal, usualmente crece rapido, finalizando su desarrollo presenta
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Tabla 2. Pruebas fisicoquimicas para caracterizar residuos vegetales en sus etapas de biodegradacion, Promedio

1 Desviacion estandar. Letras en superindices muestra los sub grupos formados segun P<0,05 para el test de Tukey

Trat. Dia de ExAlc-Be ExAlcohol ExH,0 Celulosa Lignina Hidrosolub Acidosolub Huminas AHF
degradacién % enbms %enbms %enbms %enbms %enbms %enbms %enbms %enbms %enbms
0 4,0+0,14° 4,6+0,18° 282+0,317 36,2+0,98° 11,2+0,28% 2,3+0,01° 3,7+0,01* 71,1x0,97° 22,8+0,97°
Ve 8 3,3£0,26"° 4,0+0,08° 23,5+0,12° 21,0£0,19° 8,9+0,26°° 1,7+0,07° 5,6+0,11°° 59,8+0,72°° 32,9+0,71°¢
35 2,9+0,18°¢ 1,5¢0,10° 22,6+1,05"° 13,6+0,51° 4,3x0,36° 0,9+0,08° 6,1%0,10° 57,4+1,28" 35,6+1,23%°
75 1,4£0,06° 0,8+0,01% 21,620,92°¢ 2,1£0,13° 1,020,01° 0,7+0,05*° 7,5%0,40° 53,9+1,04° 38,0+0,66°'
0 4,0£0,14° 4,6+0,18%  28,2+0,31° 36,240,987 11,24#0,28° 2,3%0,01*  3,74#0,01° 71,10,97° 22,8+0,97°
8 3,0¢0,11%" 4,1x0,07°  26,6+1,93° 22,8+1,52° 10,5+0,53*° 1,4+0,04' 51+0,13° 64,3£0,96° 29,30,87°
Ve 35 2,74¢0,10° 1,5%0,06° 21,2+0,99°%%° 14,4+0,25° 52+0,20° 0,7+0,01 5,8+0,11° 53,9+0,23° 39,7+0,26'
75 1,840,02" 1,4+0,02° 20,3+1,12°%¢ 0,740,01° 0,7#0,00° 0,4+0,02° 6,9+0,10° 44,7+0,41" 47,9+0,38"
0 4,0£0,14° 4,6+0,18%  28,2+0,31° 36,240,987 11,2+0,28° 2,3+0,01*  3,7+0,01° 71,1+0,97° 22,8+0,97°
A 8 3,540,13° 4,0£0,11°  26,4+1,08° 22,3+1,00° 9,3+0,35° 1,6+0,03° 4,640,20° 63,8+0,82° 30,1+1,00°9
35 3,4£0,11° 2,40,15° 22,3x0,99°° 14,8+0,36° 4,4+0,10° 1,240,01" 5,320,22°° 59,1+1,08°° 34,4+0,86°¢
75 1,840,08" 2,0£0,07" 19,6+0,78%¢ 0,7£0,02° 0,5+0,01° 0,8+0,03°* 8,4+0,15" 47,7+1,96" 43,1+2,05
0 4,0£0,14° 4,6+0,18%  28,2+0,31° 36,240,987 11,2+0,28° 2,3+0,01*  3,7+0,01° 71,1+0,97* 22,8+0,97°
A 8 3,4+0,07° 4,2+40,09*° 23,6+0,72° 20,7+0,87° 8,120,21° 2,1+0,05°% 4,2+0,15%° 64,4+2,03° 29,3+0,94°
35 2,6£0,05° 1,6£0,06° 21,7£0,78°°° 12,620,61° 3,4+0,10° 0,9+0,04* 5,8+0,09° 61,6£1,25% 31,7+1,19°¢¢
75 1,840,04°" 1,4£0,02° 18,8+0,77*°  0,8+0,03" 0,4£0,01° 0,8+0,03**' 7,320,217 53,4+0,89° 38,5+0,67°

bms = base en muestra seca



macroscopicamente coloracion verde brillante, microscopicamente micelios y
Conidioforos septados multiramificados que terminan en un estigma que
desprende conidios verdes brillantes esféricos o ligeramente ovales. Penicillium

expansum que degrada hemicelulosas y Geotrichum sp. celulolitico (Figura 4).

Ef $-  F
Figura 4. Observacion macroscopica y microscopica de A. Aspergillus wentii.
B A. fumigatus. C-D Trichoderma sp. D. Penicillium expansum E-F. Geotrichum sp.

De las bacterias gramnegativas, Enterobacter aerogenes, proteolitica, con
colonias elevadas opacas, crecimiento mas viscoso y capsulas pequenas;
Pseudomonas aureginosa, proteolitica y ligninolitica con pigmentos solubles
verdeazules, fluorescentes y olor dulzon. De las bacterias grampositivas
Lactobacillus sp. quimiorganétrofa celulolitica aerobia con colonias grandes,
planas, bordes irregulares y flagelos tipicamente laterales; Bacterias acidolacticas

y actinomicetos Streptomyces sp. celulolitico (Figura 5).

A
Figura 5. Observacion macroscopica y microscopica de Bacterias bioaumentadas.
A. Enterobacter aerogenes. B. Pseudomonas aureginosa. C. Lactobacillus sp.

D. Bacterias acido-lacticas. E. Streptomyces sp.
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3.1.4 Curva de crecimiento del grupo de microorganismos bioaumentado
Con la curva de crecimiento se determin6 que agitando constantemente el medio a
37°C hay mayor crecimiento en la fase logaritmica. Se tomé el in6culo a las 120

horas con concentracion de 2*10° células/mL (Tabla 3).

Tabla 3. Datos del crecimiento de los microorganismos bioaumentados

Tiempo (horas) 0 24 48 72 96 120 144 168
Células/ml 13*10° 78*10° 14*10* 3*10° 3,2*10° 2*10° 201*10° 1,1*10°

3.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS RESIDUOS EN EL
PROCESO DE BIODEGRADACION

La caracerizacion fisicoquimica de los residuos vegetales en sus etapas
presentaron diferencias significativas (Anexo B). Los promedios * desviacion
estandar y subgrupos formados segun P<0,05 para el test de Tukey se presentan

en la tabla 2.

3.2.1 Temperatura, pHy Humedad

La temperatura inicial de los residuos fue de 37.5°C, a partir del séptimo dia se
presenta incremento, 39°C para As, 40°C para Ac, 53°C para Vs y 56°C para Vc,
niveles selectivos a favor de microorganismos termofilos que impiden crecimiento
de patodgenos y parasitos (Campos y Lugo, 1998), destruyendose la mayoria con
temperatura cercana a 55°C y alrededor de 60 minutos de exposicion. El
lombricompost presentd temperatura de 24°C (Figura 6). La temperatura para los
residuos aireados artificialmente fue en mayoria de casos menor comparada con
los de volteo, por tanto a los dos tratamientos de aireacién artificial no se les da

garantia de ausencia de patdégenos al final del proceso.
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Figura 6. Variacion de Temperatura, pH y humedad en la biodegradacién de

residuos vegetales

El pH durante el proceso fue similar en cada experimento, inicié cercano a seis, al
quinto dia disminuyd posiblemente porque algunas bacterias generan enzimas
hidroliticas formadoras de acidos y sube al sexto dia (Figura 6). En tratamientos
de Volteo se mantuvo superior a 7.0, en los de Aireacion se registran puntos
menores. Al final del proceso el lombricompost presenté un pH entre 6.5 a 8.0,
rango que debe cumplir un compost maduro segun normas establecidas (Lugo y
Gitscher, 1998). La humedad, controlada adicionando agua y/o in6culo, en el
compostaje permanecid6 entre un 50 y 60% aumentando durante el

lombricompostaje a intervalos entre 60 a 72% (Figura 6).

3.2.2 Extraibles, Celulosay Lignina

En cada tratamiento se presento reduccion de extraibles en la medida que avanzé
la degradacion (Figura 7), como la reportada por Lechner y Papinutti, 2006. Aqui
con alcohol benceno fue similar a los 8 dias de biodegradacién en todos los
tratamientos. A los 35 dias fue similar en Vs, Vc y Ac y menor en As. A los 75 dias
tiende lentamente a igualar Vs, resultado similar en los extraibles en alcohol. Los
resultados de extraibles en agua mostraron que a los 8 dias hubo mayor reduccion
en Vs y Ac; alos 35y 75 dias la reduccion bajo todas las condiciones probadas no

tubo diferencias significativas, concluyendo que la perdida de sales organicas,
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azucares simples entre otros se ha estabilizado un 1% por debajo en los procesos

donde se adiciond microorganismos (Tabla 2).
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Figura 7. Porcentajes de Extraibles en Alcohol Benceno (ExAB), en Alcohol (ExA)

y en Agua Caliente (ExH20) en de la biodegradacion de residuos vegetales

La reduccion de celulosa en todos los tratamientos no presentd diferencias
significativas (Anexo B, Tabla 2), concluyendo que la aireacién y los
microorganismos bioaumentados no aceleran la biodegradacion de celulosa en los
residuos vegetales. Esta lisis de la celulosa es sensible a la riqueza de nitrogeno y
carbono en el medio por la actividad de bacterias y de ciertos hongos,
principalmente basidiomicetes, perdiéndose gran parte del carbono en forma de

CO. y el resto se convierte en carbono celular.

La reducciéon de lignina si presentd diferencias significativas en algunos
tratamientos (Figura 8, anexo B). A los 8 dias (fase termofilica) la reduccion fue
significativamente similar en Vs-As y Vs-Ac y menor en Vc (Tabla 2). A los 35 dias
hubo significativamente menos pérdida en Vc (5.2+0.20), en Ac se dio mayor
perdida (3.4+0.10). A los 75 dias la perdida de lignina fue significativamente similar
en los tratamientos, concluyendo que en estados tempranos de degradacion la
aireacion artificial redujo los porcentajes de lignina en los residuos vegetales
(probado por Fernandes et al., 2005); los tratamientos probados para degradacion
por lombrices tienen poca influencia en la reduccion de lignina. En la primera fase

mesofilica y en la termofilica es mas lenta la perdida de ligninas debido a que
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intervienen microorganismos que degradan compuestos de facil descomposicion,
incluso antes de degradar celulosa pueden degradar hemicelulosas tomandolas

como energia fundamental y fuente de carbono (Chi et al., 2007).

Biodegradacion es debida especialmente a hongos como Coprinus sp. con altos
niveles de lacasas y peroxidasas que degradan lignina (Kim and T. Choi, 1995;
Heinzkill rt al., 1998; Shah and Nerud, 2002; Arantes and Ferreira, 2007),
Geotrichum sp., Penicillium expansum, Aspergillus fimugatus, Aspergillus
parasiticus (Batt and Solberg, 1985; Shah et al., 2005) y Trichoderma sp. que
produce celulasas (Mori and Abe, 1995), bacterias y actinomicetos que presentan
actividad celulolitica (Vargas et al., 2007); bacterias celuloliticas y ligninoliticas del
geénero Enterobacter y Pseudomonas aeruginosa. Las lombrices lograron degradar

completamente éstas macromoléculas de dificil penetracion.
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Figura 8. Comportamiento de Celulosa, Lignina, Carbono y Nitrogeno en la

biodegradacion de residuos vegetales

3.2.3 Carbono organico y Nitrogeno.

A los 8 dias hay mayor disminucidn del carbono organico para el experimento de

Vc ya que estos utilizan sustancias facilmente degradables como azucares y
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almidones. A los 35 dias disminuye la velocidad ya que se empieza a degradar la
celulosa cristalina y lignina, macromoléculas que son mas resistentes al ataque de
microorganismos (Beltran, 2003). El contenido de carbono disminuye
considerablemente después del lombricompostaje por su transformacion a COs..
Este contenido de Carbono se encuentra entre los niveles considerados para un
compost maduro. El nitrdgeno presente inicialmente en el material vegetal que se
encontraba haciendo parte de las estructuras de aminoacidos y proteinas por
accion de microorganismos es transformado a las formas inorganicas amoniacal
(NH4"), nitritos (NO2) y nitratos (NO3") y dado que el pH cercano a 7,0 o superior
influye favorablemente en la tasa de nitrificacion, es susceptible a transformacion
por accion de microorganismos (Pinto, 2004) y en primeros dias supone perdidas
considerables tendiendo a estabilizarse (Ledn, 1995). A partir del dia 11, cuando la
temperatura alcanza valores inferiores a 35°C se pierde el amoniaco hacia el

ambiente (Figura 8).

Con lo anterior se considera que los tratamientos a los que se les adicionaron los
microorganismos en el tercer muestreo presentan contenido de nitrégeno
recomendado para compost maduro porque su porcentaje esta entre 0,8 a 1,5%
(Lugo y Gitscher, 1998).

2.3.4 Hidrosolubles, Acidosolubles y Sustancias Hamicas

Los hidrosolubles presentes en el material vegetal inicial fueron rapidamente
degradados (Figura 9) favoreciendo el desarrollo de los microorganismos
(Zambrano, 2000), indicando que las sustancias de mas bajo peso molecular se
van perdiendo; a los 8 dias en Vc se obtuvo menos porcentaje de hidrosolubles,
Vs y As similares y Ac con mayor porcentaje, es decir, menos biodegradacion. A
los 35 dias la secuencia del menos biodegradado al mas biodegradado fue

As<Ac<Vs<Vc. A los 75 dias se presentaron resultados similares en As, Ac y Vs,
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en Vc hubo mayor reduccion (0.4+0.02% bms). Los acidosolubles con el tiempo
fueron aumentando, en 8 dias As y Ac fueron similares y menores respecto a los
otros dos tratamientos, Vs fue el mayor. En 35 dias fueron similares Vs-Vc-Ac. En
75 dias similares Vs-Ac y Ac-Vc, el mayor porcentaje se dio en As (8.410.15%
bms). Considerando los hidrosolubles y acidosolubles As difiere significativamente

de los otros experimentos presentando menor degradacion (Tabla 2).
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Figura 9. Comportamiento de Hidrosolubles (%bms), Acidosolubles (%bms) y

Acidos humicos mas fulvicos (%AHF) en la biodegradacion de residuos vegetales.

Las huminas se redujeron significativamente en los diferentes tratamientos (Anexo
B). A los 8 dias Vc, As y Ac tuvieron reduccién similar, Vs con menor porcentaje. A
los 35 dias fueron similares entre Vs-As y As-Ac; Vc con menor porcentaje luego
fue considerado el tratamiento que mas redujo su contenido. A los 75 dias las
lombrices lograron reducir mas, siendo similares Vc-As y Vs-Ac, los primeros con
menor porcentaje, es decir los mas biodegradados (Tabla 2). Luego los
tratamientos evaluados influencian la biodegradacion de huminas, especialmente
en la maduracidon con mejor reduccion adicionando los hongos y bacterias
bioaumentados y aireando por volteo lo que intervino positivamente facilitando la

posterior actividad de las lombrices.
La producciéon de acidos humicos mas fulvicos (AHF) fue significativamente

diferente en los tratamientos (Figura 9, Anexo B) lo que evidencié degradacion a

través de los complejos estructurales de los materiales lignoceluloliticos. A los 8
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dias hubo aumento similar y menor en Vc y Ac, a los 35 dias se produjeron mas
AHF, produccion menor en Ac, similar en Vs-As y mayor en Vc (39.7+£0.26% bms).
A los 75 dias fue similar y menor en Vs y Ac, superior en Vc con 47.9+0.38 %bms
(Tabla 2). Con estos resultados se concluy6 que la sumatoria de los hidrosolubles,
acidosolubles y AHF al término del compostaje y del lombricompostaje se ve
favorecida para el tratamiento con adicidbn de microorganismos y aireacion por
volteo (Vc). Confirma la sintesis de nuevas sustancias humicas como lo
propusieron Mondini et al., 2006, donde el alto contenido de lignina en los
materiales iniciales a degradar favorece produccion de compost de altas

cualidades con un alto contenido de AHF.

Tabla 4. Indice de humificaciéon de la biodegradacion de residuos vegetales UIS

Dias de degradacion Vs Vc As Ac

0 3,1 3,1 3,1 31
8 1,8 22 21 2.2
35 16 1,4 17 19
75 14 09 11 14

El incremento de AHF también se puede ver por la evolucidon del indices de
humificacion (IH) de los residuos vegetales en biodegradacion (Tabla 4),
mostrando que Vc obtuvo el mas bajo IH después de ser degradado por las
lombrices, indicando que presenta menos huminas en relacion a AHF. Con esto se

apoya la sugerencia de volteo por Cayuela et al., 2004.

3.3 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

Los residuos vegetales en degradacién tenian bacterias, levaduras, hongos
filamentosos y levaduriformes. En la tabla 5 estan los aislados en fase termofilica.

Cuando el proceso vuelve a fase mesofilica (se enfria y madura) y después del

lombricompost los microorganismos presentes se listan en las tablas 6 y 7.
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Tabla 5. Microorganismos aislados de biodegradacion en fase termofilica.

Tratamientos

Microor-
ganismos Vs Ve As Ac
« Alcaligenes «Alcaligenes  <Alcaligenes « Alcaligenes
denitrificans denitrificans denitrificans denitrificans
« Citrobacter « Citrobacter «Citrobacter « Serratia rubidae
amalonaticus treundi diversus « Citrobacter
«P. pseudomallei « P. aeruginosa «P. cepacia amalonaticus
Bacterias  « Serratia «Enterobacter «P. mallei « Enterobacter
liquefaciens agglomerans <Enterobacter. agglomerans
« Cedacea gergoviae « Kluyvera
davisae « Bacillus cryoscrescens
macerans « Bacillus
macerans
« A. fumigatus  «A. fumigatus A. fumigatus «A. fumigatus
o A. parasiticus «Peniccillium  +A. parasiticus «A. parasiticus
« Fusarium sp. expansum  «Geotrichum sp. «Rzopus
Hongos
« Candida krusei «Rhizopus stolonifer
« Candida sp. stolonifer
« Penicillium sp.
Vs : Volteo sin Microorganismos Vc : Volteo con microorganismos

As : Aireacion sin microorganismos  Ac : Aireacion con microorganismos

A=Aspergillus  P=Pseudomonas

3.3.1 Caracterizacion de Bacterias Aerobias Gramnegativas Aisladas

En este grupo se encuentran las bacterias entéricas. Fenotipicamente son bacilos
gamnegativos no esporulados, inmoviles o moviles por flagelacién peritrica,
aerobios facultativos, oxidasa negativo, con escasos requerimientos nutricionales,

fermentadores de azucares con diferentes productos finales.
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Tabla 6. Especies de microorganismos oxigénicos aislados cuando los residuos

vegetales en biodegradacién vuelven a fase mesofilica (enfriamiento-maduracion).

Tratamientos

Microor-
ganismos Vs Vc As Ac
« Kluyvera « Enterobacter « Enterobacter «E. gergoviae
cryoscrescens agglomerans agglomerans « Enterobacter
« Alcaligenes o Kluyvera « Pseudomonas agglomerans
Bacterias
denitrificans cryoscrescens cepacia «Alcaligenes
« Acinetobacter  « Bacillus denitrificans
calcoaceticus macerans «Bacillus
anitratus macerans
« A. fumigatus  .A. fumigatus « A. fumigatus «A. fumigatus
o A. parasiticus «A. parasiticus « A. parasiticus « A. niger,
o A. wentii «Penicillium « Geotrichum sp.  «A. clavatus
o Fusarium sp.  expansum « Coprinus sp. « A. parasiticus
« Penicillium «Penicillium « Peniillium
expansum brevicompartum expansum
« Geotrichum «Penicillium « Fusarium sp2.
Hongos ) _
sp. corylophilum « Rhizopus
« Candida «Rhizopus stolonifer
krusey stolonifer « Rhizopus
« Coprinus sp. «Candida albicans. orizae

«Fusarium sp.

«Coprinus sp.

« Geotrichum

sp.
« Coprinus sp.

Vs : Volteo sin Microorganismos Vc : Volteo con microorganismos

As : Aireacion sin microorganismos  Ac : Aireacion con microorganismos

A: Aspergillus
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Tabla 7. Especies de microorganismos oxigénicos aislados al finalizar el

lombricompostaje.
Microor- ESPECIES
ganismos Vs Ve As Ac
« Pseudomonas « Pseudomonas Enterobacter « Enterobacter
maltophilia maltophilia agglomerans agglomerans
« Pseudomonas « P. fluorescens « Pseudomonas
Bacterias
fluorescens « Ewingella fluorescens
« Alcaligenes americana « Serratia
denitrificans « Serratia marcescens
marcescens
« Alcaligenes « Fusarium « Aspergillus « Aspergillus
denitrificans macroconidia fumigatus fumigatus
« Fusarium o Fusarium sp2. « Fusarium « Chrysonilia
verticillioides « Aspergillus sp3. sitophila
« Fusarium sp. fumigatus « Fusarium sp2.
Hongos  « Rhizopus « Penicillium « Penicillium
orizae expansum echinulatum
« Penicillium « Alcaligenes « Penicillium
echinulatum denitrificans expansum

Fusarium sp2

Penicillium

Candida krusey griseofulvum

« Familia: Enterobacteriaceae (Enterobacterias).

Caracterizadas por ser bacilos gramnegativos con o sin movilidad, oxidasa

negativos que fermentan azucares. Patdgenos en bajo grado para hombre,

animales y plantas, pero con gran utilidad biotecnolégica al producir sustancias de

interés

industrial.

De esta familia se aislaron

Enterobacter aerogenes

(bioaumentado, figura 5), Enterobacter agglomerans y Enterobacter gergoviae.
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Figura 10. Observacion macroscopica y microscopica de A. Enterobacter

agglomerans, B. E. gergoviae. C. Citrobacter diversus. D. C. amalonaticus. E C.

treundii. F. Kluyvera cryocrescens. G. Cedacea davisae.

Citrobacter son bacterias positivas al citrato y difieren de las Salmonellas en que
no descarboxilan la lisina. Fermentan la lactosa con mucha lentitud en el mejor de
los casos. De este género se identificaron Citrobacter diversus, Citrobacter
amalonaticu y Citrobacter treundi. También se aislé Kluyvera cryocrescens y
Cedacea davisae (Figura 10). Del género Serratia que produce DNasa, lipasa,
gelatinasa y la reacciéon de Voges Proskauer positiva se aislaron Serratia

liquefaciens, Serratia rubidaea y Serratia marcescens (figura 11).

B.

Figura 11. Observacién macroscopica y Microscopica de A. Serratia liquefaciens.

B. Serratia rubidaea. C. Serratia marcescens

« Familia Moraxellaceae

De esta familia se aislaron Acinetobacter calcoaceticus anitratusque, bacterias
gramnegativas o gram variable, distribuidas con amplitud en el suelo, agua, en
ocasiones se cultiva de piel, mucosa y secreciones. Presentan aspecto

cocobacilar o cocal. Se encuentran también formas en bastoncillo.
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Figura 12. Observacién macro y microscépica de Acinetobacter calcoaceticus

anitratus.

« Familia Pseudomonadaceae

Bastoncillos aerobios matiles, algunos producen pigmentos solubles en agua, son
heterotrofas, sin metabolismo fermentativo, no forman gas a partir de la glucosa y
la oxidasa es positiva. Poseen flagelos polares, Indol, Rojo de Metilo y Voges-
Proskauer negativos. Crecen sobre compuestos organicos que carezcan de
enlaces C-C, lo que permite su explotaciéon a nivel industrial, proceso llamado
Metilotrofia Il. Las bacterias metano-oxidantes facultativas tienen la capacidad de
fijar N2 en forma no simbidtica. Usan gran variedad de compuestos organicos
como fuente de carbono y como donadores de electrones para producir energia.
Microscopicamente con colonias grandes, lisas, bordes gruesos, aspecto mucoide,
microscopicamente bacilos rectos o curvos con tamafno entre 0.5-1.0 ym por 1.5-

4.0 um, sin esporas moviles (Badillo y Gonzalez, 1998).

Figura 13. Observacion macroscopica y microscopica de Pseudomonas

A. P. pseudomallei. B.P. mallei . C. P. aeruginosa. D. P. cepacia. E. P. maltophilia

Se aislaron 6 especies diferentes (Figura 13 y 14). Pseudomonas pseudomallei,

parecida a otras pseudomonas no pigmentadas, se encuentran en el suelo,
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plantas y agua, pueden producir infecciones en roedores vy otros animales.
Pseudomonas mallei, Pseudomonas aeruginosa se encuentra de manera aislada
en parejas y ocasionalmente en cadenas cortas, en ocasiones produce olor dulzén
o de uvas y forma colonias redondas lisas con color verdoso fluorescente. Con
frecuencia produce pigmento azuloso no fluorescente piocianina que se difunde en
agar. Muchas cepas elaboran el pigmento fluorescente pioverdina, que imparte un
color verdoso al agar, no fermenta carbohidratos pero muchas cepas oxidan
glucosa. Crece bien entre 37 a 42 °C, a 42 grados centigrados ayuda a
diferenciarla de otras especies de Pseudomonas confirmando su presencia en
fase termofilica. P. cepacia, P. maltophilia y P. fluorescens aislada a los 75 dias
en Vs, Vcy Ac (Figuras 13 y 14).

Figura 14. Observacion macroscopica de P. fluorescens en Cetrimide con UV

« Familia Alcaligenaceae

Alcaligenes denitrificans, con flagelos peritricosos, motiles lo que los distingue de
Pseudomonas, alcalinizan citrato, negativos a ureasa, crece en sustratos
organicos y CO,. Achromobacter sp. no fermentadores, parte de las bacterias del
suelo, considerados carboxibacterias, oxidantes del CH4, arsenito a arsenato y
oxidacion aerébica del CO a CO; y en su eliminacion subsiguiente del sistema
(Grant y Long, 1989). Positivos a oxidasa, aislados del material vegetal sin

degradar.

Figura 15. Observacion macroscopica y microscopica de A. Alcaligenes

denitrificans B. Achromobacter sp.
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3.3.2 Bacterias Grampositivas aisladas e identificadas
De la familia Bacillaceae se aislé Bacillus macerans con capacidad de producir
altos niveles de celulasas y peptinasas (Shigemitsu, 2000) y de fijar nitrégeno; de

la familia Micrococcaceae se aislo Streptococcus faecalis (Figura 16).

-

A _) B.

Figura 16. Bacterias grampositivas A. Observacion macro de Streptococcus

faecalis. B-C. Observacion macromicroscopica de Bacillus macerans
3.3.3 Hongos.

o Familia: Mucoraceae
Se aislaron Rhizopus orizae y Rhizopus stolonifer (Figura 17). En mayoria

terrestres, lesionan plantas o animales, por tanto se aislaron con facilidad.

A.B

Figura 17. Observacidn macroscopica y microscopica de A-D. Rhizopus orizae.

E.Rhizopus stolonifer

« Familia Moniliaceae

Degradadoras de sustratos ligninoliticos detectando algunas enzimas (Staszczak,
2007), producen excelente biomasa, elaboran productos de interés industrial.
Presentan células ovales pequefnas (Curtis y Barnes, 2000). De esta familia se
aislaron Geotrichum sp. De Candida, con pseudomicelios se aislaron C. krusei, C.
albicans, fermentadora de glucosa, maltosa, producen acido y gas, no ataca
lactosa, forma tubos germinales en 2 o 3 horas; y Candida sp (Figura 18).
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Figura 18. Observacién macroscopica y microscopica de A-B.Geotrichum sp.

C-D. Candida Krusei. E-G. Candida albicans. H-I. Candida sp.

« Genero Aspergillus

Produce micotoxinas (Curtis y Barnes, 2000) que deterioran cualquier sustrato
terminado o en almacenamiento, producen durante su metabolismo secundario
Lignina peroxidasa que degrada lignina (Shah et al., 2005). Se aislaron e

identificaron Aspergillus fumigatus, A. wentii y A. parasiticus (Figura 19).

Figura 19. Observacion macroscopica y microscopica de Aspergillus A-C. A.
fumigatus D. A. wentii E-G. A. Niger. H-I. A. parasiticus.

« Genero Penicillium

Se encuentra con frecuencia, presenta micotoxinas, algunas extracelulares.
Deterioran cualquier sustrato. Se aislaron Penicillium expansum, Penicillium
brevicompartum, Penicillium corylophilum (Figura 20).
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Figura 20. Observacién macroscopica y microscopica de Penicillium.A-D.P.

expansu. E. Penicillium brevicompartum. F. Penicillium corylophilum

« Trichoderma sp.

Aislado y bioaumentado por producir extracelularmente enzimas celuloliticas.
Presenta micelios hialinos septados, conidiéforos piramidales con ramificaciones
laterales donde se desarrollan fialides cortas en grupos de dos a cuatro, los
extremos de las fidlides se observan mas alargados y delgados, conidias
subglobosas de paredes lisas (Figura 4C-D). Considerados dentro de los
productores de enzimas degradadores de lignina y celulosa, también utilizado por

su alta produccién de biomasa (Téllez-Jurado et al., 2006).

« Familia Tuberculariaceae

Mayoria parasitos de plantas produciendo chancro, marchitez, pudricién basal y
radicular, enfermedad de semilleros. Productores de enzimas como lacasas
(Verdin et al., 2004). Dificil de clasificar por su gran variedad. Se identificaron

Fusarium spl, Fusarium sp.2 Y Fusarium sp.3 (Figura 21).

A.B CC D-E

F.

Figura 21. Observacién de Fusarium A.Fusarium sp.1. B-D F. sp2. E-F F. sp3
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o Familia coprinaceae
Coprinus sp presenta cuerpo fructifero que degrada lignina y celulosa, cuando la
poblacion se establece es un competidor efectivo (Corredor, 2002 y Garcia,

2002), invadio todos los tratamientos al descender la temperatura (Figura 22).

/

Figura 22. Observacion macroscopica de Coprinus sp. en compost.

En este material vegetal se presentan Zygomycetes con rapidas velocidades de
crecimiento como Rhizopus, que crecen rapidamente en presencia de azucares
simples pero también declinan rapidamente. También participan hongos
filamentosos como las levaduras (McCue and Shetty, 2005; Staszczak, 2007) y
posteriormente los Penicillium y Aspergillus (orden Eurotiales). Luego invaden
Basidiomycetes, hongos con cuerpo fructifero como Coprinus, que pueden

degradar lignina y celulosa (Corredor, 2002; Garcia, 2002).

3.4 CALIDAD SANITARIA

El recuento de coliformes totales fue significativamente diferente en todos los
tratamientos (Anexo C), inici6 con 4*10"° Unidades Formadoras de
Colonias/gramo (UFC/g), disminuy6é considerablemente en la etapa termofilica,
presentando menor cantidad Vs y Ac (Tabla 8). Su contenido en los cuatro
tratamientos fue bajo, la mayor disminucién se dio en Ac. Al final de la
biodegradacion (75 dias) se obtuvieron los valores mas bajos en Vs y Vc. Los

Coliformes Fecales en los residuos vegetales sin degradar también presentaron
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recuentos muy altos, 5*10® UFC/g, deduciendo que se requeria tratamiento
térmico prologado para reducir significativamente patdogenos. En etapa termofilica
(8 dias) disminuy6 de 1 a 2 6rdenes de magnitud en Vs, Vc y As; 5 ordenes de
magnitud en Ac. Después de la maduracién del compost (35 dias) la
concentraciéon fue completamente disminuida en los tratamientos de volteo, en As
disminuyé en 3 ordenes de magnitud, en Ac aumento 1 orden. Después del

lombricompostaje los 4 tratamientos presentaron menos de 20 UFC/g deduciendo

que el abono organico obtenido cumple con los estandares de calidad sanitaria.

Tabla 8. Recuento de microorganismos para evaluar calidad sanitaria

Parametro Dia Vs "(UFC/g) Vc*(UFC/g) As*(UFC/g)  Ac’(UFC/g)
0 4,00E+10 4,00E+10 4,00E+10 4,00E+10
Coliformes 8 1,00E+08 1,00E+10 2,00E+10 2,00E+07
Totales 35 3,00E+02 1,00E+02 2,00E+02 1,00E+02
75 8,00E+03 4,00E+03 2,00E+07 2,00E+07
5,00E+08 5,00E+08 5,00E+08 5,00E+08
Coliformes 1,00E+06 3,00E+07 4,00E+07 2,00E+03
Fecales 35 0 0 1,00E+04 5,00E+04

75 20 0 0 20

1,40E+10 1,40E+10 1,40E+10 1,40E+10
MesSfilos 1,70E+09 2,80E+09 1,30E+11 4,00E+09
35 9,00E+14 1,60E+15 2,60E+13 5,00E+12
75 1,00E+16 6,00E+16 1,70E+14 7,00E+12
2,70E+07 2,70E+07 2,70E+07 2,70E+07
Mohos y 1,40E+08 6,00E+07 1,00E+08 2,00E+07
levaduras 35 6,00E+10 4,70E+11 1,00E+11 4,00E+10
75 4,00E+09 1,00E+08 1,00E+09 5,00E+09
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1,00E+03 1,00E+03 1,00E+03 1,00E+03

. 1,70E+04 1,00E+05 3,00E+05 2,00E+03
SR 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+03 5,00E+02
75 1,30E+03 0 1,00E+03 3,00E+04

Vs : Volteo sin Microorganismos Vc : Volteo con microorganismos
As : Aireacion sin microorganismos  Ac : Aireacién con microorganismos
*CSR: Clostridium sulfito reductor

*(UFC/g): Unidades formadoras de colonia/gramo de abono

Los meséfilos iniciaron en 1,4*10'® UFC/g (Tabla 8), disminuyeron un orden de
magnitud en Vs, Vc y Ac donde las temperaturas fueron superiores a 42 °C. En las
siguientes dos etapas sigui6 aumentando el contenido de mesdfilos con el orden
Ac<As<Vs<Vc. Concluyendo que el volteo y grupo de microorganismos
adicionados influyen en la colonizacion de microorganismos mesodfilos. Siendo
mayor con Vc. Mohos y levaduras en la etapa termofilica donde no se adicionaron
microorganismos (Vs y As) aumentaron un érden de magnitud y no modificé en Vc
y Ac. En 35 dias aumentaron en el siguiente orden Ac<Vs<As<Vc; todos
disminuyeron después del lombricompostaje en el orden Vc<As<Vs<Ac (Anexo D).
Clostridium Sulfito Reductores (CSR) aumentaron en fase termofilica en todos los
tratamientos en el orden As<Ac<Vs<Vc. En 35 dias redujeron, con menor cantidad
en Vc, que luego fueron eliminados por las lombrices, pero permanecieron en los
otros tres tratamientos (Tabla 8). Salmonella no se encontré en ningun muestreo.
La eliminacion de CSR, coliformes fecales, menor cantidad de coliformes totales y
ausencia de Salmonella en Vc indican que es el mas recomendado para reducir y
eliminar patégenos, concluyendo que el lombricompost de Vc es apto para ser

utilizado como mejorador o biofertilizante de suelos o sin riesgo sanitario.
3.5 RECUENTO DE MICROORGANISMOS BENEFICOS AL LOMBRICOMPOST

En la tabla 9 se presenta el recuento de microorganismos benéficos en medios

selectivos. Las bacterias nitrificantes, Azotobacter, Lactobacillus y Pseudomonas
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se presentaron en mayor numero en el lombricompost proveniente de Vc;
Rizobium y Streptomices en los cuatro tratamientos se presentaron en el mismo
orden de magnitud, juegan papel en la quimica del suelo (Badillo y Gonzalez,
1998).

Tabla 9. Recuento de microorganismos benéficos del lombricompost de los
diferentes tratamientos

Microorganismos Vs Ve As Ac
9 *(UFC/g)  *(UFCl/g)  *(UFClg) *(UFC/g)
Bacterias Nitrificantes ~ 5,8*10° 8,010’ 1,5%10° 1,53*10°

Rizobium 3,8*107 5,210’ 4,2*10’ 5,0%10"
Streptomices 2,9*107 4,910’ 2,8*107 6,8*10’
Azotobacter 1,9%107 3,310’ 1,010° 2,8*10’
Lactobacillus 8,0*10° 2,1*10’ 5,0%10° 4,0710°
Pseudomonas 1,0+10° 1,0*10* 0 3,0*10?

Vs : Volteo sin Microorganismos Vc : Volteo con microorganismos

As : Aireacion sin microorganismos  Ac : Aireacion con microorganismos

*UFC/g Unidades formadoras de colonias/gramo de abono

Al evaluarse la correlaciéon entre los datos quimicos y de microroganismos (Anexo
E) se observa relacion directa entre extraibles y coliformes totales y fecales,
concluyendo que no degradan azucares, pigmentos entre otros; los mesofilos,
mohos y levaduras presentan relacion inversa con extraibles, celulosa y lignina, es
decir, que estos microorganismos aumentan disminuyendo extraibles, celulosa y
lignina: Hay relacién directa de estos microorganismos con acidosolubles, AHF.
Confirmando que los productos de la degradacién de lignina representan fuente de
energia y carbono para los microorganismos. En algunos casos, la disminucién del
contenido de lignina por especies de hongos correlaciona con los patrones de

expresion de sus peroxidasas, MnP y MnP + LiP (Fackler et al., 2006).
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3.6 FERTILIZACION DEL SUELO Y APLICACION AGRICOLA

3.6.1 Propiedades del suelo.

En el analisis de textura a la tierra amarilla del suelo de la UIS se encontré que
pertenece a la clase franco-arcillo-arenosa con 60% de arena, 12% de limo y 28%
de arcilla. Por el contenido de arena se puede esperar que tenga buena aireacién
y permeabilidad pero baja retencion de agua, compensado con el contenido de
arcilla superior al de un suelo ideal (10-25%) aporte positivo potencial a la
actividad quimica dependiendo del pH, adsorbiendo ibnes o moléculas ricas en
nutrientes y reteniendo agua. El alto valor en la arcilla lo haria un tanto
impermeable, plastico y dificil de trabajar. La fraccidon de limo con poros medianos
utiles para conduccién de agua, no tiene propiedades coloidales por tanto no
afecta mucho su bajo contenido. Va a responder bien a los abonos organicos y
quimicos que se le apliquen. El pH corresponde a suelo fuertemente acido (Tabla
10). El diagndstico quimico a los diferentes compost y lombricompost permitio
evaluar capacidad para suministrar nutrientes a las plantas, determinando
deficiencia, posibles toxicidades y recomendar manejo para corregir niveles de
macro y micronutrientes de la tierra del campus de la UIS por debajo del nivel
critico y pH muy bajo. El calcio que es el encargado del desarrollo radicular esta
dando en el rango de nivel bajo, el magnesio determinante para formacion de

clorofila es bajo; sodio participante de regulacién del potencial hidrico es normal.

Tabla 10. Registro del Analisis Fisicoquimico de Tierra amarilla UIS y Tierra:LVc

(proporcién 2:1) realizado en el Laboratorio de Consultas Industriales de la UIS.

Tratamiento pH % C P* Ca Mg Na K *Fe *Mn B *Cu *Zn %N

Tierra 5,6 0,37 3 3,03 0,37 0,02 0,08 6,4 0,16 0,14 0,08 1,2 0,15
TierracLve 6,6 2,5 6,3 20,5 591 0,62 4,2 29,6 2,56 0,99 1,12 12 1,34

Lvc: Lombricompost obtenido de aplicar volteo y microorganismos bioaumentados

+

ppm 'meq/100 g suelo
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El potasio cuya funcidénes es regular la capacidad de absorcion y evitar la clorosis,
es bajo (clorosis observada en figura 25A). Respecto a los microelementos: Hierro,
manganeso, boro y cobre que cumplen funciones reguladoras estan por debajo de
los niveles criticos. El zinc esta dentro del rango aceptado (Tabla 10). El Nitrégeno
para climas medios debe estar entre 0,2-0,3% bms y solo alcanza 0,15% bms
(Anexo F).

3.6.2 Respuesta bioldgica de las plantas de frijol.

La germinacion en los tratamientos de tierra-lombricompost se observo al segundo
dia de iniciado el proceso y al cuarto dia en las sembradas en tierra. Con el
transcurso del tiempo se distinguid diferencia marcada en altura y tamafo de las
hojas (Figura 23). Las plantas desarrolladas en tierra:LVc presentaron la mayor
altura, menor altura las de tierra sola, las de tierra-LVs, tierra-Las y tierra-LAc
mostraron un desarrollo similar (Figura 24). Nuevamente se presentd mejor

desarrollo en masa foliar (MF), masa del tallo (MT) y area foliar (AF) en plantas

sembradas en la mezcla tierra-LVc.

Figura 23. Germinacion y crecimiento de plantas de frijol. A. Tierra:LVc B. Tierra
C. Tierra:Lombricompost (izquierda) y Tierra (derecha) a 15 dias de sembradas.

D. Tierra:Lombricompost (izquierda) y tierra (derecha) a los 27 dias de sembradas.
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Para sustentar estadisticamente se determiné que para cada variable, los datos de
los tratamientos presentaron distribucidén normal, consiguiendo probabilidades
menores de 0.05 para normalidad y homogeneidad de varianza basadas en la

mediana.

120

100 -
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g 20 Tierra:LAc
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20 A

0 4
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Figura 24. Altura de las plantas de frijol sembradas en los cinco tratamientos.

En el ANOVA para los frijoles se aceptd que existen diferencias significativas entre
los tratamientos (Tabla 11). Con el test de Tukey se mostré que hay diferencia
marcada; la biomasa total (BT) y masa foliar (MF) de tratamientos de Tierra,
Tierra:LVs son diferentes entre ellos y con los otros tratamientos. Segun area foliar
hay dos grupos, Tierra, Tierra:LVs siendo menores y Tierra:LVs, Tierra:LVc,
Tierra:LAs y Tierra:LAc mayores. En masa de tallo las sembradas en tierra son
menores, le siguen Tierra:LVs y Tierra:LAs las cuales son similares y con mayor
MT en plantas de Tierra:LAs, Tierra:LVc, Tierra:LAc. Segun masa de raiz son
menores y similares Tierra y Tierra:LVs, le siguen Tierra:LVs, TierraiLVc y

Tierra:LAs y finalmente Tierra:LAc.

Una razdén para explicar el bajo crecimiento de plantas de frijol sembradas en
tierra es que esta puede reducir la respiracion de las raices, hacer mas lenta la
absorcion de minerales disminuyendo la sintesis de giberelinas y citoquininas y su

transporte a las partes aéreas. Se concluye que con el lombricompostaje se
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obtienen mejores resultados porque se aumenta la disponibilidad de nutrientes
necesarios para germinacion y crecimiento de las plantas de frijol, comprobado
con la mejor apariencia de las plantas comparadas con las de tierra, catalogandolo
como un bioabono mejorado por optimizar las condiciones fisicoquimicas y

bioldgicas para buen desarrollo de semillas de frijol.

Tabla 11. Valores promedio + desviacion estandar para las variables medidas en
los frijoles en los cinco tratamientos, indicando los valores de probabilidades

segun ANOVA vy significancia a posteriori segun Test de Tukey.

Masa Masa de Masa de
liar (MF) tallos (MT) Raiz (MR)

Biomasa
total (BT)

Tierra 1,08+0,1% 160,11+18,2%  0,33+0,1% 0,43%0,1% 0,31+0,1?

Tratamiento Area Foliar (AF) Fo

Tierra:LVs 4,25+1,3° 584,83+173,7 %" 1,4320,7° 1,71+0,9° 0,70+0,52
Tierra:LVc 8,85+1,8° 1973,80+295,1° 4,12+0,7¢ 3,18+0,9° 0,840,6*°
Tierra:LAs 6,50+1,1%% 1171,99+296,7 ° 2,45+0,5° 2,56+0,6 "¢ 1,52+0,4 "
Tierra:LAc 9,7621,9% 1457,8+308,8*" 3,51+0,6°" 3,18+0,6° 2,86x1,1°

Valor de F 82,275 69,401 28,424 29,988 14,562
g.l. 34 37 34 37 37

Probabilidad P< 0,001 * P<0,001* P<0,001* P<0,001* P<0,01*

* Significancia por debajo al limite de confianza (P<0,01)
g.l. Grados de libertad
ab.ed gyb-grupos homogéneos segun test a posteriori de Tukey segun P<0,05
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Tabla 12. Registro del Analisis Fisicoquimico en el compost y lombricompost (35 y 75 dias de biodegradacion,

respectivamente) para los diferentes tratamientos de Vs, Vc, As y Ac.

Dias Trat pH % C P+ Ca total * Mg total * K total * Fe ’[o’[al+ Mn total+ Cu total+ Zn total+ %N total

Vs 7,36 29,09 9,8 0,474 0,13 0,0065 3860 60 N.D. 16050 0,32
Ve 7,17 25,65 17 1,07 0,17 0,0072 4630 80 N.D. 17880 0,8

% As 7,29 30,89 123 089 0,12 0,0076 3450 80  N.D. 3130 0,51
Ac 7,3 2499 12 0587 0,12 0,0015 4610 60  N.D. 5990 0,94
Vs 7,65 1342 1789 143 027 0,018 6550 250 N.D. 23370 0,33
L Ve 7.3 1331 1130 1,15 0,15 00085 3420 80  ND. 24300 045
As 7,7 1506 1024 1,2 0,26 0,0027 4880 210 N.D. 10100 0,31
Ac 7,72 10,81 1140 1,17 0,31 0,015 9520 230 N.D. 9550 0,43

“ppm

'meq/100 g suelo

Analisis realizado en el Laboratorio de Consultas Industriales de la UIS
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Figura 25. Plantas de frijol a los 27 dias de sembradas. A. Sembradas en Tierra

amarilla del suelo de la UIS. B. Sembradas en Tierra:LVc (proporcion 2:1)

3.6.3 Caracterizacion del suelo conformado por mezcla tierra del suelo de la
UIS y lombricompost obtenido por volteo con adicion de microorganismos
en proporcién 2:1.

Al hacer el andlisis de textura en el Laboratorio Quimico de Suelos de la UIS se
encontré que pertenece a la clase franco arenosa con una distribucion del 68% de
arena, 16% de limo y 16% de arcilla; hace a la mezcla un suelo ligeramente alto
en porcentaje de arena respecto al suelo ideal de textura franco, cuya proporcion
en el contenido de arena esta entre 50-65%; por lo que va a presentar buena
aireacion; se incrementa el contenido de limo que por su porosidad media ayuda a
conduccion de agua, en las interfases ocurren fendmenos especificos como
tension superficial y friccion. Por el contenido de arcilla hay mejora en la
plasticidad haciendo menos asfixiante el suelo, la aireacién del suelo induce a
cambio quimico en el medio al ser un complejo coloidal predominantemente

organico.

Entre los cambios interesantes esta en el pH de 7,3 de Tierra:LVc, el cual
modifica mezcla aumentando la Capacidad de Intercambio Cationico a 21
meq/100 g. La arcilla constituida por minerales de estructura eminentemente
cristalina, conformados por laminas de tetraédros de silice a laminas de octaédros

en el que Al, Mg o Fe actuan coordinados de seis oxigenos o seis hidroxilos.
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La carga negativa de las arcillas se deriva de dos fuentes, una ionizacion de
grupos hidroxilos (OH) ligados a atomos de Si de los extremos libres rotos de la
lamina tetraédrica de silice y alumina que a pH’s elevados el H del hidréxilo sufre
ligera disociacidon quedando insatisfecha una de las valencias negativas del
oxigeno, luego en la superficie de las particulas de arcilla se forman micelas
coloidales con carga neta negativa y otra sustitucion de un atomo por otro dentro
de la red cristalina de los minerales, “sustitucion isomorfica” donde en su
estructura los atomos de aluminio (+3) son sustituidos magnesio (+2) quedando
una carga negativa sin balancear, el cristal adquiere capacidad potencial de atraer
cationes dentro de su espacio interlaminar y en su superficie. De la primera fuente
de carga (-) depende del pH, incrementando el pH, variacién a la que también
contribuyen grupos carboxilo y fendlicos de los coloides organicos. Hay correlacion

significativa entre fijacion de NH, y porcentaje de arcilla+limos.

Por esto se concluye que aunque el porcentaje de arcilla es menor en la mezcla
tierra:LVc, el modificar la mezcla a pH de 6,6 respecto al de 5,6 de la tierra sola,
hace que los valores de los cationes se incrementen regulando las condiciones del
suelo. El calcio se encontré en nivel alto y en las plantas de frijol sembradas se
observdé mayor desarrollo de brotes terminales, de los tejidos apicales de las
raices y sus hojas no presentaron decoloracion. El magnesio también incrementé
a niveles altos y no se detecto clorosis (Figura 25B-C), sodio y potasio normales,
responsables del crecimiento de tejidos meristematicos e intervienen en funciones
fisiolégicas. Hierro y boro son adecuados, zinc es alto, cobre permanece algo bajo
sin darse ruptura de hojas jovenes ni muerte de brotes. Fésforo duplicé su valor,

esencial para division celular y resistencia a enfermedades.
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CONCLUSIONES

La etapa termofilica se alcanzo a los 8 dias, la segunda mesofilica a los 35 dias y
el final del lombricompostaje se obtuvo a los 75 dias de iniciada la
biodegradacion. La temperatura de tratamientos de Aireacion artificial fue en
mayoria de casos menor respecto a los de volteo, no hay garantia de ausencia de

patdgenos al final del proceso en As y Ac;

El pH establecido cumplié con los valores de las normas establecidas para

compost maduros.

Se observa una competencia entre los hongos, requiriendo buena cantidad de
nutrientes para su crecimiento y reproduccion. El espacio, agua y oxigeno también
son importantes. Por esto usan mecanismos de competencia como inhibidores,

recuperacion rapida, crecimiento, esporulacion y nicho especial.

En este material vegetal se presentaron Zygomycetes como Rhizopus con altas
velocidades de crecimiento en presencia de azucares simples, también participan
hemiascomycetes como levaduras y posteriormente los Loculoascomycetes como
los Penicillium y Aspergillus, finalmente invaden basidiomycetes como Coprinus,

competidores efectivos cuando la poblacién esta establecida.

Enterobacter aerogenes, Lactobacillus y Trichoderma sp. no colonizaron,
Pseudomona aeruginosa lo hizo en Vc en la etapa termofilica. Aspergillus
fumigatus dominé en mayoria de etapas. Geotrichum sp. en etapa termofilica se
encontré en As, en la maduracién en Vs, As y Ac. Aspergillus wentii solo colonizé
en la maduracion en Vs. El hongo Penicillium expansum colonizé en los
experimentos con volteo en etapa termofilica, volteo y Ac a los 35 y en el

lombricompost.
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El lombricompost resultante de Vc es apto para ser utilizado como mejorador de
suelos o biofertilizante sin ningun riesgo de tipo sanitario, por la eliminacién de
CSR, coliformes fecales, menor cantidad de coliformes totales y la ausencia de
Salmonella. Ademas favoce el transporte de nutrientes y mejorando la
productividad del suelo ya que podra facilitar mecanismos de absorcidon por las
raices y aportara al suelo las principales propiedades quimicas como formacion de

complejos coloidales, capacidad de intercambio catidnico.

En primeras fases la degradacion de ligninas es mas lenta porque intervienen
microorganismos que utilizan carbohidratos y otros compuestos de facil
descomposicién, la aireacion artificial influencié positivamente la degradacion de
lignina y la actividad de las lombrices fue poco influenciada con el grado de

deslignificacion alcanzado en los diferentes compostajes.

Su transformacion en sustancias humicas en todos los procesos fue aumentando,
en etapa termofilica por los microorganismos adicionados; en el enfrianmiento,
maduracion y lombricompostaje ademas de estos microorganismos por el volteo,
confirmado con los indices de humificacion. Se dié una funcion ecoldgica, ya que
los residuos se devolvieron a la naturaleza aportando componentes humicos,

pequenas cantidades de nitrégeno, fésforo, potasio y otros elementos menores.

El sistema por si requiere una fuente de nitrogeno (usando urea), la cual no se
utiliz6 debido a que se queria trabajar en condiciones normales para no

incrementar costos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que las camas donde se encontraban los monticulos de residuos
sean un poco mas bajas (10 centimetros aproximadamente), ademas las pilas o
monticulos deben tener una altura considerable para alcanzar mayores
temperaturas en las etapas termofilicas, ya que de la eficiencia de esta depende la

calidad del compost.

Viendo la necesidad del aporte de una fuente de nitrébgeno se recomienda
transportar el material ya compostado a Guatiguara para ser mezclado con
estiercol de ganado vacuno y ese material ya estabilizado ser usado en

mantenimiento de jardines.

Se hace sugerencia de la utilizaciéon de conglomerado de hongos no de bacterias,
ya que las bacterias adicionadas en los bioaumentos no se encontraron en los
siguientes muestreos lo cual indica que se presento dominio por parte de los

hongos.
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ANEXOS

ANEXO A. MEDIO DE CULTIVO PARA MICROORGANISMOS BENEFICOS

Medio de cultivo para Bacterias Nitrificantes (Valencia 1996)
K2HP04 1,0 g

MgSO..7H,0 0,29
CaCO3 1,09
NaCl 029
Na;Mo0QO4.2H,0 0,005¢g
Glucosa 109
Agar 2049
Agua destilada 1000 mL

AjustarpHa 7,0
Esterilizare a 15 libras de presién y 121 minutos durante 15 minutos

Medio de cultivo para Rizobium (Somasegaran y Hoben, 1985)

CaCl, 019
MgS0,4.7H,0 0,12 g
KH2PO4 0,19
Na;HPQO4.2H,0 0,15¢g
Citrato férrico 0,005¢g
Mn, Cu, Zn, B, Mo Trazas
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH a 6,5

Esterilizare a 15 libras de presién y 121 minutos durante 15 minutos

60



Medio de cultivo para Streptomyces (Valencia, 1996)

L-asparagina 0,13

KoHPO,4 0,13 g
MgS04.7H,0O 0,05¢g
FeS04.7H,0 0,003 g (trazas)
Agar 16 g

Agua destilada 1000 mL

AjustarpHa 7,0

Esterilizare a 15 libras de presion y 121 minutos durante 15 minutos

Medio de cultivo para Azotobacter
Al medio LMA se le agrega Benzoato en una proporcion de 3%
Al medio LMA + NaCl (3%)+ Zn (80mg)+ Al (10 mg)+ Mn (5 mg)+ Cu (80 mg).

Todo esto es para un litro de medio LMA

Medio para Streptomyces, GYM (Actinomicetos)

Glucosa 449
Extracto de levadura 49
Extracto de malta 109
CaCO3 29

Agar 129
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH a 7,2 con KOH antes de adicionar agar

Esterilizare a 15 libras de presion y 121 minutos durante 15 minutos
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ANEXO B. ANALISIS DE VARIANZA TIPO MLG DE DOS FACTORES (4*4) PARA LOS DATOS QUIMICOS

ExAlc-Ben ExAlcohol ci)?iiﬁ?e Celulosa Lignina hidrosolub &cidosolub huminas AHF
Tratamiento  jgior F 15,11 47,81 3,72 4,30 39,60 164,49 18,60 26,89 38,35
(Factor A)
G.L. 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Significancia P <0,001 P<0,001 P<005 P<0,05 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
valor F 716,29 233842 189,53 471833 434890 4512,31 1236,06 74576 78551
Muestreo
(Factor B) G.L. 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Significancia P <0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,000 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
Valor F 8,70 20,26 4,49 2,97 12,44 59,78 29,42 18,80 22,97
AXB G.L. 9 9 9 9 9 9 9 9 9

Significancia P <0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,05* P<0,001 P<0,000 P<0,001 P<0,001 P<0,001

G.L Totales 47 47 47 47 47 47 47 47 47
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ANEXO C. ANALISIS DE VARIANZA TIPO MLG DE DOS FACTORES (4 X 4) DEL RECUENTO DE
MICROORGANISMOS PARA EVALUAR CALIDAD SANITARIA

Coliformes Coliformes Mesofilos Mohos y *CSR
totales fecales levaduras
Tratamiento Valor F 2585,37 1003,92 7504,56 272,78 2362,36
(Factor A) GL | 3 3 3 3 3
Significancia P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
M Valor F 102263,38 54143,17 113116,03 49315,95 2721,00
uestreo G.L. 3 3 3 3 3
(Factor B) o _
Significancia P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
Valor F 3100,66 3352,21 4712,84 1430,50 4759,20
AXB G.L. 9 9 9 9 9
Significancia P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
G.L Totales 47 47 47 47 47

*CSR: Clostridium Sulfito Reductor
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ANEXO D. PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR (APLICANDO LOGARITMO NATURAL) Y TEST DE TUKEY
PARA EVALUAR CALIDAD SANITARIA Letras en superindices muestra los sub grupos formados segun P<0,05
para el Test de Tukey.

Dia de Coliformes Coliformes Mohos y

Trat Mesofilos (CSR)*
muestreo totales fecales levaduras
Vs 0 244 + 003 % 20,0 + 0,20 ? 234 + 007 * 171 £ 0,04 % 69 + 0,10 ?®
8 18,4 + 0,10 ® 13,8 + 0,00 ° 213 + 006 ° 188 + 0,07 ° 97 + 0,06 °
35 57 + 0,07 © 0,0 £ 0,00 © 344 + 011 ° 248 + 0,00 ° 6,9 + 0,10 2
75 9,0 + 0,13 ¢ 30 + 0,05 ¢ 36,8 +010 ¢ 221 + 000¢ 72 + 0,08 °
244 + 003 % 20,0 + 0,20 ? 234 + 007 * 171 £ 0,04 ® 69 + 0,10 ?®
8 23,0 + 0,10 © 17,2 + 0,07 © 218 + 004 ¢ 179 + 0,00 ¢ 115 + 0,10 ¢
V
C
35 46 + 010 f 0,0 £ 0,00 © 350+ 006" 269+ 002°f 46 + 0,10 ©
75 83 + 0,26 9 0,0 + 0,00 © 386 + 0009 184 + 0109 0,0 + 0,00 f
244 + 0032 20,0 + 0,20 2 234 + 007 % 171+ 0042 69 + 0,10 2
R 237 + 005" 175 + 0,26 © 256 + 008" 184 + 010°% 69 + 0,10 2
S . )
35 53 + 0,10 92 + 010 f 309 + 004" 253+ 010" 126 % 0,00 ¢
75 16,8 + 0,05 ' 0,0 £ 0,00 °© 328 + 006’ 207 + 0,10 6,9 + 0,10 ?
244 + 0,032 20,0 + 0,20 2 234 + 007 % 171+ 0042 69 + 0,10 2
A 16,8 + 0,05 ! 76 + 0,05 ¢ 221 + 000 % 16,8 + 0,05/ 76 £ 005"
C .
35 46 + 0,00 f 10,8 + 0,00 " 202 + 000" 244 + 000% 62+ 000"
75 16,8 + 0,05 ' 3,0 + 0,05 ¢ 296 + 000 ™ 223+ 0,00' 10,3 + 0,00’

*CSR: Clostridium Sulfito Reductor
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ANEXO E. CORRELACION (r) PARA MICROORGANISMO Y VARIABLES QUIMICAS*

Trat

Parametro EXAB ExA ExH;O Celulosa Lignina hidrosolub &cidosolub huminas AHF
Coliformes totales 0,73 0,94 0,85 0,86 0,89 0,96 -0,82 0,86 -0,88
Vs Coliformes fecales 0,74 0,94 0,85 0,87 0,90 0,96 -0,82 0,86 -0,88
Mesofilos -0,80 -0,97 -0,67 -0,82 -0,93 -0,89 0,75 -0,70 0,71
Mohos y levadura -0,59 -0,88 -0,75 -0,75 -0,81 -0,89 0,70 -0,76 0,78
Vc  Coliformes totales 0,74 0,98 0,92 0,80 0,86 0,88 -0,80 0,87 -0,88
Coliformes fecales 0,82 0,98 0,95 0,88 0,92 0,93 -0,88 0,93 -0,94
Mesdfilos -0,80 -0,97 -0,93 -0,87 -0,97 -0,85 0,85 -0,93 0,94
Mohos y levadura -0,63
CSR 0,80 0,76 0,71 0,89 0,61 -0,67 0,79 -0,79
Coliformes totales 0,75 0,64 0,62 0,61
As Coliformes fecales 0,93 0,95 0,97 0,96 0,99 0,92 -0,96 0,97 -0,96
Mesofilos -0,83 -0,99 -0,97 -0,95 -0,99 -0,96 0,88 -0,93 0,94
Mohos y levadura 0,77 -0,65 -0,64 -0,66
Coliformes totales 0,69 0,70
Coliformes fecales 0,84 0,63 0,91 0,91 0,81 0,64 -0,75 0,90 -0,91
Ac Mesofilos -0,86 -0,97 -0,76 -0,79 -0,90 -0,97 0,90 -0,75 0,75
Mohos y levadura -0,79 -0,95 -0,72 -0,73 -0,84 -0,95 0,80 0,67
*CSR -0,66 -0,64 0,67 -0,74 0,72

Solo se muestran correlaciones con p<0,01 CSR: Clostridium Sulfito Reductor
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ANEXO F. CONSIDERACIONES GENERALES DE ANALISIS DE SUELOS*

ALCALINO

* Extractables con DTPA

H P K % Materia Organica % Nitrogeno total CICA Saturacién
?_1 Apreciacion| ppm |meqg/100g Clima Clima meq/100 g| bases*
' Bray Il | desuelo | Frio | Medio |Célido| Frio Medio Célido de suelo %
<45 Bajo <15 <01 <5 <3 <2 <0,25 <0,15 <01 <10 <35
extremadamente 2,0-
acido Medio 15-30|0,2-0,3 |50-1013,0-50 4,0 (026-0,5/0,2-03| 0,1-0,2 [10,0-20,0| 35-50
4,6-5,0 Alto > 30 >0,3 >10 >5 >4 >0,5 >0,3 >0,2 > 20 > 50
muy fuertemente
acido Apreciacion RELACIONES Clasificacion de acuerdo a | Saturacion Apreciacién
51-5,5 (Ca+ sales y sodio Aluminio %
Ca/Mg| Mg/K | Ca/K |[Mg)/K
fuertemente acidoj Relacion |, 44| 3 6 10 | SE | PSI cpase Sin problemas en
56-6,0 ideal dS/m Yo <15 | limitant
medianamente genltte_ra . limitan ?bpl)ara
4cido et >18 | >30 | >40 | 0-20 | | Nomal cultivos susceplib’es
6,1-6,5 2,0-4,0 a Limite Limitante para cultivos
ligeramente acido mg 4,0-8,0 S1 15-30 moderadamente
. >10 <1 15
6,6-7,3 deficiente 8,0-16 S2 tolerantes
neutro nivel Elementos menores > 16 S3
74-7.8 critico Zn Cu Mn Fe 0-4,0 Na 30 - 60 Limitante para cultivos
LIGERAMENTE 4,0 tolerantes
ALCALINO SUELO - 13,0-4,0| 20-50 80-100 |[4,0-8,0|Superior| Na S1
79-84 6,0 8,0-16 a Na S2
MEDIANAMENT 30 15 > 60 Niveles toxicos mayoria
E ALCALINO PLANTA | - | 5,0-25(30-200| 60-500 >16 Na S3 de cultivos
8,5-9,0 100
FUERTEMENTE
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