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Resumen

Titulo: Caracterizacion enzimatica de bacterias aisladas de un compostaje domeéstico con potencial
aplicacion en el aprovechamiento de residuos organicos”

Autor: Silvia Daniela Toloza Sandoval™

Palabras Clave: Celulosa, lignina, Pectina, Almidén, hidrolisis enzimatica, compost,

microorganismos

Descripcion: La explosion demogréfica en Colombia ha dado lugar a un mayor volumen de residuos
orgénicos de origen doméstico que son depositados masivamente en rellenos sanitarios, donde se producen gases de
efecto invernadero y lixiviados que afectan negativamente los ecosistemas. Ademas, debido a las toneladas que reciben
al afio y a su inadecuada gestion, aproximadamente el 31% de estos rellenos sanitarios se encuentran en sus ultimos
afios de vida dtil, lo que hace un llamado a la bisqueda de estrategias que se fundamenten en el aprovechamiento de
biorresiduos y en la proteccion del medio ambiente. Por tal motivo, estudiar la degradaciéon de materia organica que
ocurre en el compostaje doméstico es una opcion viable, ya que en este actGan microorganismos, fundamentalmente
bacterias, que secretan enzimas capaces de modificar los materiales organicos hasta formar un biofertilizante. En este
contexto, esta investigacion tuvo como objetivo aislar, caracterizar e identificar bacterias procedentes de un compostaje
domestico, con miras hacia el aprovechamiento de los residuos orgénicos. Para llevarlo a cabo, inicialmente se
construyé un sistema de compostaje doméstico controlado, a partir del cual se aislaron bacterias mediante tres
muestreos realizados cada 30 dias. Posteriormente, se evalud la actividad pectinolitica, celulolitica, amilolitica y
ligninolitica mediante la ejecucion de pruebas semicuantitativas y se seleccionaron los aislamientos mas eficientes en
cada actividad. Con estos aislados, se realizaron pruebas de sinergismo y antagonismo encaminadas hacia la formacion
de un consorcio microbiano. Por Gltimo, con los microorganismos que interactuaron sinérgicamente, se procedi6 a
cuantificar la actividad enzimatica pectinasa, celulasa, amilasa y peroxidasa, mediante pruebas espectrofotométricas.
Como resultado, se hallaron en total 15 aislados bacterianos, tres de ellos: M2C3, M3C4, y M2C5, evidenron las
mayores actividades en la degradacion de celulosa y lignina, pectina y almidoén, respectivamente. Estos mismos
aislados demostraron actividades sinérgicas entre si, por lo que podrian ser utilizados para formar consorcios
bacterianos implicados en la optimizacion del compostaje.

“ Trabajo de grado

* Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: William Fernando Hidalgo
Bucheli. Titulo. Doctor en Quimica. Codirector: Inés Hernandez Celi. Master en Ciencias
Biomedicas.
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Abstract

Title: Enzymatic characterization of bacteria isolated from home composting with potential
application in organic waste utilization
Author(s): Silvia Daniela Toloza Sandoval™

Key Words: Cellulose, lignin, Pectin, starch, enzymatic hydrolysis, compost, microorganisms

Description: The population explosion in Colombia has resulted in a greater volume of organic waste of
domestic origin that is massively deposited in sanitary landfills, where greenhouse gases and leachates are produced
that negatively affect ecosystems. In addition, due to the tons received per year and their inadequate management,
approximately 31% of these landfills are in their last years of useful life, which calls for the search for strategies based
on the use of bio-waste and environmental protection. For this reason, studying the degradation of organic matter that
occurs in domestic composting is a viable option, since microorganisms act in this process, mainly bacteria, which
secrete enzymes capable of modifying organic materials to form a biofertilizer. In this context, the objective of this
research was to isolate, characterize and identify bacteria from home composting, with a view to the utilization of
organic waste. To do so, a controlled home composting system was initially constructed, from which bacteria were
isolated by means of three samples taken every 30 days. Subsequently, pectinolytic, cellulolytic, amylolytic and
ligninolytic activity was evaluated by means of semi-quantitative tests and the most efficient isolates in each activity
were selected. With these isolates, synergism and antagonism tests aimed at the formation of a microbial consortium
were carried out. Finally, with the microorganisms that interacted synergistically, pectinase, cellulase, amylase and
peroxidase enzymatic activity was quantified by spectrophotometric tests. As a result, a total of 15 bacterial isolates
were found, three of them: M2C3, M3C4, and M2C5, showed the highest activities in the degradation of cellulose and
lignin, pectin and starch, respectively. These same isolates showed synergistic activities with each other, so they could
be used to form bacterial consortia involved in the optimization of composting.

“ Degree Work
“Faculty of Sciences. School of Biology. Biology. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli.
Doctor in Chemistry. Co-director: Inés Hernandez Celi. Master in Biomedical Sciences.
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Introduccion

El continuo aumento de los desechos sélidos supone un problema de contaminacion con
impacto social, ambiental y econémico (Superintendencia de Servicios Publicos Domiciliarios
[SSPD], 2021). A nivel mundial, se generan 2100 millones de toneladas de residuos solidos al afio
y se estima que la cantidad aumentara en un 70%, pues se alcanzaran los 3500 millones de toneladas
al afo en el 2050 (Kaza et al., 2018).

En muchos paises los residuos organicos representan un porcentaje considerable, en China
e India el 50% de los residuos solidos corresponde a materia organica, mientras que en Suiza, los
residuos organicos representan el 30% (Kaza et al., 2018). En el caso de Colombia, de las 13.8
millones de toneladas de residuos sélidos que se producen al afio, el 61.5% corresponden a residuos
organicos (Consejo Nacional de Politica Econdmica y Social [CONPES], 2016).

Es importante destacar que mas de la mitad de los residuos organicos se depositan en
rellenos sanitarios, donde se descomponen y, al reaccionar con compuestos inorganicos, producen
gases de efecto invernadero que contribuyen al incremento de la temperatura promedio de la
atmosfera (Aristizébal et al., 2015) Adicionalmente, dado que en estos vertederos se generan
lixiviados que se depositan en suelos y por percolacién llegan a aguas subterraneas potables, su
acumulacion afecta directamente la salud humana. De hecho, también se ha evidenciado un
incremento de moscas, roedores e insectos que funcionan como vectores de enfermedades como
malaria y dengue (Guerra, 2014).

Por otro lado, La Superintendencia de Servicios Publicos Domiciliarios (2021) informd
que, de los 266 vertederos sanitarios del pais, el 31% se encuentran vencidos o en sus ultimos afios
de vida util: 18 sitios cuentan con vigencia vencida; 30 tienen una vida util entre 0 y 3 afios; y 34

entre 0 y 6 afios. Dentro de estos destacan rellenos sanitarios regionales que reciben los residuos
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de los municipios aledafios. Por ejemplo, Dofia Juana, en Bogot4, tiene una vigencia de 2 afios
aproximadamente, mientras que La pradera, en Antioquia, cuenta con alrededor de 3 afios de vida
util (SSPD, 2021). En Santander, los residuos generados en el area metropolitana de Bucaramanga
han sido destinados al Carrasco, vertedero que posee una licencia vencida y el cual se ha declarado
cinco veces en estado de emergencia sanitaria, siendo la Gltima en el afio 2020, donde se establecio
como fecha limite el 22 de octubre de 2022. No obstante, continuara funcionando durante 24 meses
mas (Decreto 0153 de la Alcaldia de Bucaramanga, 2022), pese al dafio ambiental y social
ocasionado.

Con lo anterior, se reconoce que la extension de la vigencia de los vertederos no debe ser
considerada como una posible solucion, pues la acumulacién de residuos orgéanicos afecta cada vez
mas los ecosistemas. En su lugar, se evidencia la necesidad de estrategias que promuevan el manejo
adecuado de los biorresiduos y que interioricen los principios enmarcados en la economia circular
(Sulewski et al., 2021). Una de las alternativas que se han propuesto como método de eliminacién
y valorizacion de los residuos orgéanicos es el compostaje, mediante el cual se transforma
aerobicamente la materia organica en productos que pueden ser usados como abono natural
(Sanchez et al., 2017).

El compostaje doméstico se ha efectuado en gran medida en paises desarrollados como el
Reino Unido, en donde el 40% de los hogares que poseen huertas lo llevan a cabo (Sulewski et al.,
2021). En contraste, en Colombia no es muy frecuente, pues se prioriza el vertido en rellenos
sanitarios y en vertederos ilegales a cielo abierto (Kaza et al., 2018). Esto ocurre a pesar de que la
implementacion del compostaje supone una opcion viable que puede ser realizada por personas del
comun, que les permite deshacerse de los residuos organicos que generan en sus actividades

cotidianas, mientras obtienen un material que funciona como biofertilizante y que reemplaza el uso
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de fertilizantes quimicos al mejorar la textura, estructura, aireacion y capacidad de retencion de
agua de los suelos (Unidad Administrativa Especial de Servicios Publicos [UAESP], 2018).

Dicho procedimiento es llevado a cabo por microorganismos como hongos y bacterias,
estas Ultimas destacan debido a su abundancia durante el compostaje y a su versatilidad metabolica
(Ma et al., 2020). De hecho, se han realizado investigaciones en las que se aprovecha el potencial
enzimatico de estirpes bacterianas aisladas de un compost, para mejorar la degradacion de materia
orgénica y acelerar el compostaje. Por ejemplo, Oviedo-Ocafia et al. (2022) concluye en su estudio
que la adicion de microorganismos de los géneros Brevibacillus y Paenibacillus diminuyo el
tiempo de compostaje en 13 dias y contribuy6 a obtener un producto maés estable.

Por lo anterior, el microbioma del compostaje merece especial atencidn, pues su estudio
permitira comprender y optimizar dicho proceso, lo que contribuiria a contrarrestar los impactos
negativos generados por la acumulacion de residuos organicos (Gao et al., 2021). Por tal motivo,
en la presente investigacion se llevé a cabo el aislamiento y caracterizacion enzimatica de bacterias
presentes en un compostaje doméstico, para explorar su potencial biolégico en procesos de
degradacidn de materia orgéanica, en busca de contribuir en la produccién de compostas de manera
mas eficiente y proponer alternativas de mitigacion frente al creciente problema de los residuos
organicos. Para la ejecucion del proyecto, se pretendi6é responder el siguiente interrogante: ¢es
posible emplear aislados del microbioma de un compostaje para biopolimeros constituyentes de la

materia organica?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad enzimatica de las bacterias procedentes de un compostaje doméstico
para degradar materia organica.
1.2 Objetivos Especificos

Obtener aislados bacterianos a partir de un compostaje doméstico controlado.

Seleccionar las bacterias con mayor capacidad degradativa amilolitica, celulolitica,
ligninolitica y pectinolitica.

Determinar sinergismo y antagonismo entre los aislados més eficientes

Evaluar la actividad bioldgica de los microorganismos de interés para degradar lignina,

pectina, celulosa y almiddn a escala de laboratorio.
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2. Marco tedrico
2.1 Compostaje domestico

El compostaje doméstico es un procedimiento mediado por microorganismos en el que se
transforman aerdbicamente los residuos organicos generados en el hogar, en un producto que puede
ser usado como abono natural (S&nchez et al., 2017).

Esta practica se ha extendido por todo el mundo. En Suecia, entre 2011 y 2014 se estimo
que el 16% de los residuos alimentarios eran destinados al compostaje doméstico (Ermolaev et al.,
2014). Ademas, en Reino Unido aproximadamente el 40% de los hogares que poseen huertas
efectan dicho procedimiento. De manera similar, en los Paises bajos se calcula que entre el 5y el
10% de las residencias lo llevan a cabo (Sulewski et al., 2021).

En Colombia, a pesar de ser una practica poco frecuente (UAESP, 2018), en el municipio
San Francisco de Sales (Cundinamarca) desde el 2017 se ha implementado el compostaje para el
aprovechamiento del 10% de los residuos orgénicos del municipio; generados en fruvers y
restaurantes (Comité Técnico Interinstitucional De Educacion Ambiental, 2020).

2.2 Aplicaciones del compostaje

El compost mejora la fertilidad de los suelos y favorece el crecimiento de las plantas.
Ademas, contrarresta los efectos de la erosion al aumentar la capacidad del suelo de retener agua
y repone los nutrientes que se perdieron en dicho fenémeno (Gonawala & Jardosh, 2018).
Adicionalmente, los microorganismos que se encuentran en las compostas contribuyen a la
remocion de metales pesados a través de la adsorcion bioldgica, la precipitacion extracelular y la

mineralizacion (Zhou et al., 2020).
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2.3 Microorganismos en el compostaje

Durante el compostaje se pueden observar acaros, hormigas y escarabajos, organismos que
descomponen fisicamente los residuos orgénicos, rompiendo los materiales en trozos mas
pequefios que contintan siendo visibles. No obstante, los microorganismos, tales como hongos,
protozoos y bacterias juegan un rol més relevante en la formacion del compost, debido a su
capacidad de transformar quimicamente la materia orgénica en moléculas méas simples (Sanchez et
al., 2017).
2.3.1 Actinobacterias

En la degradacion de materia orgénica actian tanto hongos como bacterias; sin embargo,
estas Ultimas destacan porque no presentan limitaciones en su actividad durante ninguna etapa del
compostaje (Wei et al., 2012). Dentro de estos microorganismos, dominan las actinobacterias, un
grupo de bacterias Gram positivas que presentan morfologia filamentosa, similar al micelio de un
hongo y que se caracterizan por ser responsables del olor del suelo (Parada et al., 2017). Estos
microorganismos soportan diferentes rangos de pH y temperatura, por lo que se encuentran activas
en todas las fases del compostaje (Sanchez et al., 2017). Algunas de las especies que se hallan con
mas frecuencia son Actinobifida chromogena, Thermoactinomyces vulgaris, Micromonospora
carbonacea, Streptomyces spp., entre otras (Sanchez et al., 2017).
2.3.2 Hidrolisis enzimatica de biomoléculas

Teniendo en cuenta que las bacterias degradan material organico mediante la sintesis de
enzimas hidroliticas extracelulares, a continuacién, se mencionan las macromoléculas que
constituyen mas del 50% de la materia organica total (Bernal et al., 2017) y las enzimas implicadas

en su degradacion.
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2.3.2.1 Almidon. Es un homopolisacérido compuesto de glucosa que cumple un rol
fundamental en la reserva de carbohidratos en las plantas. Su estructura consta de dos fracciones:
La amilosa (10-30%), un polimero lineal de bajo peso molecular (1.03 - 4.89 x 10° Da) compuesto
de mondémeros de glucosa unidos mediante enlaces a-1,4 glucosidos, y la amilopectina (70-80%),
cuyo peso molecular es mas alto (7.08 - 9.88 x 107 Da) y posee ramificaciones debido los enlaces
a-1,6 glucosidicos a partir de los cuales se unen los monémeros (Cornejo et al., 2018).

En la degradacion del almiddn intervienen tres tipos de enzimas que se diferencian entre si
de acuerdo con la manera en la que actdan sobre los enlaces glucosidicos. La a-amilasa (EC
3.2.1.1), una enzima dependiente de calcio ataca los enlaces internos de la amilosa y la
amilopectina para generar maltosa, maltotriosa y dextrina limite. Por otro lado, la B-amilasa (EC
3.2.1.2) actlia sobre el penultimo enlace a-1,4 de los extremos no reductores de la amilosa y libera
principalmente maltosa y dextrina limite. Adicionalmente, la y-amilasa (EC 3.2.1.3) hidroliza los
ultimos enlaces a-1,4 y a-1,6 de la amilosa y la amilopectina para producir glucosa (Tiwari et al.,
2015).

2.3.2.2 Pectina. Es un heteropolisacarido que se encuentra en la pared celular y en la savia
de la mayoria de angiospermas, confiriéndoles integridad estructural, resistencia y flexibilidad
(Nasrollahzadeh et al., 2021). Estd compuesta principalmente por cadenas de alrededor de 300-
1000 unidades de acido galacturdnico esterificado con grupos metilo unidos entre si a partir de
enlaces a-1,4 glucésidos. También posee ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa en las cadenas
laterales, por lo que se considera un polimero ramificado (Mohnen, 2008).

En la hidrolisis de este polimero participan mdltiples enzimas con diferentes
especificidades. Por ejemplo, las poligalacturonasas, que a su vez se dividen en

endopoligalacturonasa (EC 3.2.1.15) y la exopoligalacturonasa (EC 3.2.1.67), las cuales hidrolizan
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la cadena lineal de acido poligalacturdnico en las posiciones internas y externas para reducir la
longitud del dicho polimero. El segundo grupo lo conforman las pectinesterasas (EC 3.1.1.11), que
catalizan la ruptura de los ésteres metilados para producir &cido péctico y metanol. Finalmente, las
pectin liasas (EC 4.2.2.10) catalizan la ruptura de los enlaces a-1,4 glucésidos mediante f-
eliminacion, generando mondmeros de acido galacturdnico con un enlace insaturado entre los
carbonos cuatro y cinco (Abbotty & Boraston, 2008).

2.3.2.3 Celulosa. Es el polisacarido mas abundante del planeta, constituyendo méas del 50%
de los carbohidratos presentes en la pared celular de la mayoria de plantas (Chang et al., 2009).
Esta conformado por mondmeros de glucosa, unidos entre si a partir de enlaces B-1,4-glucosidicos
(Ortiz, 2014). Este homopolisacérido es degradado en su totalidad debido a la accion de tres
enzimas celuloliticas sintetizadas por microorganismos: la endo-p-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4), que
escinde la cadena en posiciones internas y aleatorias, la celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91), una
exocelulasa que corta progresivamente los extremos de la celulosa, liberando celobiosa y la B-
glucosidasa (EC 3.2.1.21), cuya funcion es romper los enlaces de la celobiosa para obtener azucares
libres (Wu et al., 2022).

2.3.2.4 Lignina. Es un polimero aromético que conforma alrededor del 30% de los tejidos
lefiosos de las plantas, proporcionandoles rigidez, impermeabilidad y proteccién (Ortiz, 2014). Esta
conformado por grupos fendlicos, tales como guayacilo, siringilo e hidroxifenilo (Lee et al., 2019).
Ademas, es insoluble en agua y es dpticamente inactivo, lo que dificulta su degradacion (Ortiz,
2014), la cual, a pesar de que se ha documentado esencialmente en hongos, estudios actuales
resaltan el rol de las bacterias en este proceso. Dentro de estas Gltimas, destacan actinobacterias
como Enterobacter lignolyticus, Streptomyces viridosporus, S. paucinobilis y Rhodococcus jostii

debido a su capacidad de producir enzimas extracelulares, siendo la mas estudiada la lacasa (EC
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1.10.3.2), lignina peroxidasa (EC 1.11.1.14) y manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) (Janusz et al.,
2017)

La lacasa es una proteina que contiene &tomos de cobre en su centro activo y utiliza oxigeno
molecular para oxidar moléculas fendlicas (Gedikli et al., 2010), mientras que las peroxidasas
pertenecen al grupo de las hemoproteinas debido a la presencia de ferriprotoporfirina 1X como
grupo prostético y catalizan la oxidacion de sustratos fenolicos mediante la reduccion del peroxido
de hidrégeno (H20.) (Mika & Ldthje, 2003)

2.4 Estado del arte

Tras el aumento de los residuos solidos depositados masivamente en los vertederos y los
efectos nocivos a la salud que la acumulacion de estos ocasionaba, en India, en el afio 1933, Robert
Howard (1933) propuso el compostaje como una estrategia encaminada al aprovechamiento de los
residuos organicos. Desde entonces, su estudio ha venido aumentando, pues solo en el afio 2021,
segun las métricas de Scopus, se publicaron aproximadamente 90 articulos cientificos enfocados
en el rol de las bacterias durante dicho proceso. A continuacion, se mencionan algunos de los
recientes estudios.

Y. Wang et al. (2020) centraron su estudio en identificar las bacterias que con mayor
frecuencia se aislaban de compostas. Para ello, estudiaron el microbioma de 116 muestras de
compost recolectadas en diferentes provincias de China y, mediante la secuenciacion del gen
bacteriano ARNr 16S, determinaron que mas de 90% de los géneros hallados pertenecian a los filos
Firmicutes y Actinobacteria.

Adicionalmente, en la investigacion de S. Wang et al. (2021), se tuvo en cuenta que la
biomasa lignoceluldsica es muy resistente a la degradacion enzimatica y se propuso la adicion del

anion radical sulfato (SO42), generado por activacion térmica del persulfato (>50 °C), como
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promotor de este proceso. En el estudio, los resultados mostraron que en las compostas en las que
se afiadio dicho compuesto, la tasa de degradacién de lignocelulosa incrementd en un 3% vy la de
formacion de sustancias hiimicas en un 6%, mejorando su calidad.

Por otra parte, se planteo la posibilidad de afiadir microorganismos para acelerar el proceso
de compostaje. Un ejemplo de ello es el trabajo llevado a cabo por Gao et al. (2021), en el que se
hallé que una dosis de 0.9% de un inoculante bacteriano mejor6 la degradacion del material
organico y la humificacién. Ademas, se encontr6 que dichas bacterias inhibieron la proliferacion
de organismos anaerobios que realizan fermentacion organica y respiracion de nitratos, lo que
condujo a una disminucion de entre el 11% y el 54% de las emisiones de gases de efecto
invernadero. Asimismo, en la investigacion de Zhao et al. (2022), se determind que la adicion de
bacterias de los géneros Brevibacillus y Paenibacillus prolongé la fase termoéfila 2.8 veces e
incremento la degradacion de lignocelulosa 1.2 veces

Por otro lado, Ortega-Torres et al. (2021) propusieron la adicion directa de enzimas, en
lugar de bacterias, dado que se ha encontrado que los microorganismos cultivados en el laboratorio
exhiben poca adaptacion a las condiciones ambientales cuando el compost es aplicado como abono.
Por tal motivo, afadieron fosfatasas y fitasas de Pseudomonas aeruginosa a un compost de
estiercol de vaca, con las que se evidenci6 un aumento de fosforo del 94.8%, en comparacién con
las compostas sin dichas enzimas, y un incremento del 20% con las tratadas con cultivo bacteriano.

En todos los reportes anteriormente expuestos, se evidencia la importancia que tienen los
microorganismos en el compostaje, asi como su potencial biotecnoldgico en el desarrollo,
aplicacion y aprovechamiento de los residuos derivados de procesos agroindustriales y domésticos,

lo que aporta a la busqueda de alternativas que contribuyan a mitigar el impacto negativo generado



BACTERIAS DEGRADADORAS DE MATERIA ORGANICA 21

por la acumulacion de basuras y su consecuente contaminacion en el ambiente, para que al mismo
tiempo, puedan enfocarse en el interés dirigido hacia una economia sostenible para la sociedad.
3. Materiales y métodos

3.1 Disefio del sistema de compostaje

Tomando en cuenta las instrucciones que plantea Romén et al. (2013) en el Manual de
Compostaje del Agricultor, se seleccion6 un recipiente de polipropileno de 100 L (73 cm x 60 cm
x 56 c¢cm), en el que se adicionaron 8.5 Kg de materia organica distribuidos con los siguientes
porcentajes con el propésito de mantener una proporcion de C:N ideal (30:1) : residuos de frutas y
verduras (29%), hojas secas de Tabebuia rosea (35%), hojas verdes de Tabebuia rosea (12%),
restos de césped fresco (12%) y restos de césped seco (12% y una solucion de melaza 5% (v/v).
Los materiales se fragmentaron en trozos de 10-15 cm aproximadamente. Ademas, durante 120
dias de compostaje se realizaron volteos y se tomaron medidas de temperatura cada 20 dias.
Finalmente, al compost resultante se le realizé un andlisis fisicoquimico en el Laboratorio Quimico
de Consultas Industriales de la Universidad Industrial de Santander.
3.2 Aislamiento de microorganismos

Se realizaron 3 muestreos correspondientes al dia 30, 60 y 90 del compostaje (Chadna et
al., 2013). En cada uno se tomaron 5 submuestras de 6 g en distintos lugares de la pila de
compostaje y se mezclaron hasta obtener una muestra homogénea de 30 g, la cual se adicion6 a
270 mL de agua peptonada 0.01% (p/v). Luego, se realizaron diluciones seriadas hasta 103 y se
sembraron las dos Ultimas por triplicado en un medio de cultivo con cascara de mazorca de cacao
(celulosa (8.7-12.8%), lignina (14-28%) y pectina (6-12.6%) (Campos et al., 2018)); 4 g/L de
almidon soluble; 1 g/L de glucosa; 0.2 g/L de extracto de levadura; 1.4 g/L de (NH4)2SO4; 2 g/L

de KH2POg4; 0.3 g/L de MgSO4; 0.4 de CaCly; 1.25 g/L de CuSQg; 15 g/L de sales de Wenber; 15
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g/L de agar-agar y 1 mL de nistatina. Posteriormente, las cajas se incubaron a 30 °C y después de
72 h se transfirieron las unidades formadoras de colonias (UFC), diferenciadas por morfotipos, a
otras placas para obtener colonias axénicas.
3.3 Evaluacion semicuantitativa de la actividad enzimatica
3.3.1 Ajuste de la poblacion bacteriana

Previo a los ensayos semicuantitativos, se ajustd la poblacion bacteriana utilizando como
estandar de turbidez la escala de McFarland N° 1 (3.0 x 1083UFC) (McFarland, 1907).
3.3.2 Actividad amilolitica

Se adicionaron 10 pL del indculo (seccion 3.3.1) correspondiente a cada aislado en medios
con almidén (0.06 g/L peptona, 0.5 g/L de MgSOs, 0.5 g/L de KCI, 15 g/L de agar-agar, y 10 g/L
almidoén, pH 7.0). Posteriormente, se incubaron a 30° C y después de 72 h las placas se trataron
con Lugol 1% (p/v). Finalmente, se observo si se formaba un halo de hidrdlisis alrededor de cada
colonia y se calculd la relacion entre el didmetro del halo y el didmetro de la colonia (Ver Figura
1) (Castelblanco et al., 2020).
3.3.3 Actividad celulolitica

Siguiendo la metodologia empleada por Paillié (2012), se sembraron 10 pL de inéculo
(seccidn 3.3.1) correspondiente a cada aislado en medios para organismos celuloliticos (1 g/L de
NH4CI, 1 g/L de (NH4)2S04, 0.1 g/L KH2PO4, 0.4 g/L de CaCly, 0.1g/L de MgSOa4 + 7H-0, 15 g/L
agar-agar, 0.5 g/L de glucosa y 10 g/L de carboximetilcelulosa, pH 7.0). Los medios se incubaron
a 30 °C y después de 72 h se adicion6 Rojo Congo 0.1% (p/v) sobre las colonias, cuyo excedente
se retird luego de 15 minutos al agregar 2 mL de NaCl 0.1 M. Posteriormente, las cajas se llevaron
a la neveray se incubaron durante 24 h. Finalmente, se calculo el diametro del halo en los aislados

que hidrolizaron la carboximetilcelulosa (Ver Figura 1).
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3.3.4 Actividad pectinolitica
Se tomaron 10 pL del del inéculo (seccion 3.3.1) correspondiente a cada aislado y se
adicionaron en medios con pectina (3 g/L de KH2POg, 6 g/L de Na;HPO4, 2 g/L de NH4ClI, 5 g/L

de NaCl, 0.1 g/L de MgSO4 - 7H20, 15 g/L de agar-agar, 0.5 g/L de glucosa y 2 g/L de pectina,

pH 7.0). Luego de 72 h de incubacidn, se adicionaron 2 mL de Lugol (p/v) sobre las colonias y se
midio el halo traslicido como producto de la hidrdlisis de pectina, como se ilustra en la Figura 1
(Kabir & Tasmin, 2019)

Figural

Esquema metodoldgico para determinar actividad enzimatica

i (
| 10 pL (3x10° UFC) |

) Actividad Actividad Actividad
2mL Lugol 1% p/v 0 amilolitica pectinolitica celulolitica

2 mL Rojo Congo 1% p/v

Nota. Para relevar el halo producto de la degradacion de almiddn y pectina se uso Lugol 1% (p/v),
mientras que para la actividad celulolitica se empleé Rojo Congo 0.1% (p/v).
3.3.5 Actividad ligninolitica

Se adicionaron 10 uL del inoculo (seccion 3.3.1) correspondiente a cada aislado en medios
de cultivo con guayacol (1 g/L de KH2POs, 0.5 g/L de KoHPO4, 0.4 g/L de (NH4)2S04, 0.2 g de
KNOs, 0.15 g/L de MgCl, 0.025 g/L de CaCL>, 0.002 g/L de FeCls, 15 g/L de agar-agar, 0.5 g/L
de glucosa y guayacol al 0.06% (p/v), pH 7.0). Luego de 5 dias de incubacion a 30 °C, se midio el

halo color rojizo producto de la oxidacion del guayacol (Paillié, 2012).
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3.3.6 Seleccion de bacterias con mayor potencial

Se utilizaron tres réplicas en cada una de las pruebas de degradacion. Los datos fueron
sometidos a pruebas de hipétesis de homogeneidad de varianza y distribucién normal, con un nivel
de confianza del 95%. Posteriormente, se efectuaron analisis de una via (ANOVA) para determinar
si existen diferencias significativas entre las medias obtenidas para cada uno de los aislados que
realizaron una misma actividad. Finalmente, se determind el aislado més eficiente tanto en la
degradacion de almiddn, como en la de pectina, celulosa y lignina.
3.4 Pruebas de sinergismo y antagonismo
En primer lugar, se seleccionaron los cuatro aislados que evidenciaron halos con mayor diametro
en cada una de las actividades y se realizé un patrén 1.0 MacFarland. Posteriormente, como se
ilustra en la Figura 2, se efectué una siembra en superficie de cada uno en Agar nutritivo,
empleando un hisopo estéril para extender uniformemente la suspension microbiana en la caja
Petri. Luego de 30 min, se inocularon gotas de 10 pL de los asilados restantes sobre discos de papel
filtro que se ubicaron sobre la superficie del aislado previamente sembrado. Finalmente, las cajas
se incubaron durante 48 h a 30 °C y se registro la formacion de un halo traslicido alrededor de la

colonia producto del antagonismo microbiano (Ismail et al., 2016).

Figura 2

Metodologia empleada para evaluar la interaccion entre los aislados mas eficientes

30 min [

’ v

Bacteria siembra masiva

N N\ N £
(1) 2) {3) (3)
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Nota. Las siembras se realizaron por triplicado con cada uno de los aislados seleccionados.
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3.5 Evaluacion cuantitativa de la actividad enzimética

Con el propdsito monitorear la degradacion de cada una de las biomoléculas evaluadas en
este estudio a lo largo de 120h y de determinar la actividad enzimatica de cada uno de los aislados,
se prepararon medios liquidos con almidon soluble (0.06 g/L peptona, 0.5 g/L de MgSO4, 0.5 g/L
de KCI y 10 g/L almidodn, pH 7.0), alfa-celulosa (1 g/L de NH4Cl, 1 g/L de (NH4)2SOs4, 0.1 g/L
KH2POg4, 0.4 g/L de CaCly, 0.1g/L de MgSO4 + 7H.0 y 10 g/L de alfa-celulosa, pH 7.0), pectina

(3 g/L de KH2POQOy4, 6 g/L de Na2HPOg4, 2 g/L de NH4Cl, 5 g/L de NaCl, 0.1 g/L de MgSO4 = 7H>0O

y 2 g/L de pectina, pH 7.0) y guayacol (1 g/L de KH2PO4, 0.5 g/L de KoHPO4, 0.4 g/L de
(NH4)2S04, 0.2 g de KNOs3, 0.15 g/L de MgCla, 0.025 g/L de CaCL>, 0.002 g/L de FeClz y guayacol
al 0.06% (p/v), pH 7.0) como principales fuentes de carbono. Adicionalmente, se prepard una
suspension de cada aislado equivalente en turbidez a 1.0 de la escala McFarland y se adicionaron
6 mL de esta ultima a 114 mL de tres medios de cultivos con las condiciones descritas a
continuacion:
1) la fuente de carbono de estudio: almiddn, celulosa, pectina y lignina.
2) la fuente de carbono de estudio mas glucosa 0.5 g/L
3) glucosa 0.5 g/L como Unica fuente de carbono

Se realizaron tres réplicas técnicas y bioldgicas de cada experimento y se tomo6 como blanco
medio de cultivo con las mismas condiciones de cada tratamiento y sin microorganismo. Para
realizar los ensayos descritos a continuacion, los cultivos se incubaron en agitacion (150 rpm) a 30
°Cy cada 24 h durante 120h se tomaron muestras de 2 mL que se centrifugaron a 8000 rpm durante

8 minutos.
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3.5.1 Concentracion de proteinas

Se realiz6 el ensayo de Bradford (Noble & Baile, 2009) para cuantificar proteinas totales
producidas en los tres ensayos. Para esto, primero se elabor6 una curva de calibracion con
soluciones patron de albumina, con concentraciones de 0.1 — 1.0 g/L. Después, se tomaron 5 pL
del sobrenadante de cada medio centrifugado, incluyendo el blanco, los cuales se mezclaron con
250 pL de reactivo Bradford. Luego de 2 min, se midid la absorbancia a 595 nm en el lector de
microplacas Thermo Scientific.

Los datos obtenidos en esta seccion se usaron para realizar el célculo de la actividad
enzimatica. Para ello, se tomé como punto de referencia el tiempo (h) en los que se registré mayor
concentracion de proteinas tanto en los ensayos amiloliticos, como en los celuloliticos,
pectinoliticos y ligninoliticos. En cada caso, el sobrenadante libre de células obtenido después de
la centrifugacion se utiliz6 como fuente de enzima cruda y se emple6 como blanco el sustrato y
solucion buffer fosfato.

3.5.2 Concentracion de glucosa

Se midié la concentracion de glucosa en los tres tratamientos descritos anteriormente. Para
ello, se empled el Kit de Glucosa Oxidasa/Peroxidasa de Biosystems y el protocolo proporcionado
por el mismo proveedor (Biosystems, 2011).

Se adicionaron 5 pL del sobrenadante de cada medio de cultivo en tubos Eppendorf y se
mezclaron con 500 pL del reactivo A (Fosfatos 100 mmol/L, fenol 5 mmol/L, glucosa oxidasa >
10 U/mL, peroxidasa > 1 U/mL, 4-aminoantipirina 0,4 mmol/L, pH 7,5). Se utiliz6 como blanco
el reactivo A 'y como patron una solucion de Glucosa/Urea/Creatinina incluida en el Kit. Después

de 10 minutos, se leyd la absorbancia del patron y de las muestras a 500 nm frente al blanco.
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3.5.3 Monitoreo de la degradacion de almidon y celulosa

Se empled el método del DNS (acido 3,5-dinitrosalicico) descrito por Burgos (2018) para
cuantificar la concentracion de azlcares reductores producto de la degradacion de almidon y
celulosa. Para ello, inicialmente se construyé una curva de calibracion con las siguientes
concentraciones de glucosa: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 g/L. Posteriormente, cada 24 h se tomaron 167 pL
del sobrenadante de los medios de cultivo recién centrifugados y se mezclaron con 167 pL de
reactivo DNS en tubos de ensayo recubiertos con papel aluminio. Estos se calentaron en un
recipiente con agua a 92 °C durante 5 minutos y se detuvo la reaccion al colocar los tubos en agua
fria en el transcurso de 1 minuto. Posteriormente, se adicionaron 1666 L de agua destilada y se
midio la absorbancia a 540 nm en el lector de microplacas Thermo Scientific.

3.5.3.1 Determinacion de la actividad de la enzima amilasa y celulasa. Se tomaron 100
pL de la enzima cruda y se mezclaron con 900 pL de almidédn soluble 1% (p/v) disuelto en tampdn
fosfato 0.1 M (pH 7.2). Después de 10 minutos de incubacién a 30 °C se tomaron 167 pL de la
muestra a los que se le adiciond 167 uL de DNS. Los tubos se colocaron en agua hirviendo y luego
se enfriaron. Finalmente, se adicionaron 1666 pL de agua y se leyé la absorbancia a 540 nm. La
unidad de enzima se definié como la cantidad de amilasa necesaria para catalizar la formacion de
azucares reductores, que es equivalente a 1 umol de glucosa por minuto en las condiciones de
ensayo (Luang-In et al., 2019).

Este procedimiento se repitid nuevamente para calcular la actividad enzimatica de la
celulosa. En este caso, se utilizd como sustrato alfa-celulosa 1%.
3.5.4 Monitoreo de la degradacion de pectina

Se utilizé como indicador Lugol 1% (p/v) para determinar la cantidad de pectina presente

en las muestras antes y después de adicionar los microorganismos. Para llevarlo a cabo, primero se
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elaboré una curva de calibracion con concentraciones de pectina de 0.1 a 2 g/L. Luego, cada 24 h,
a 1 mL del sobrenadante de los medios de cultivo se les adiciond 50 pL de Lugol 1% (p/v). Se dejé
actuar por 2 min y se realiz6 la lectura de la absorbancia a 680 nm en el lector de microplacas
Thermo Scientific.

3.5.4.1 Determinacion de la actividad de la enzima pectinasa. Se tomaron 100 pL de la
enzima cruda y se mezclaron con 900 pL de pectina 1% (p/v) disuelta en tampon fosfato 0.1 M
(pH 7.2). Las muestras se incubaron a 50°C durante 30 min y se midio la desaparicion del sustrato
utilizando 50 pL de Lugol 1% (p/v). La unidad enzimatica se definié como la cantidad de pectinasa
necesaria para catalizar 1 pumol de acido galacturénico en un minuto (Flores et al., 2013).
3.5.5 Monitoreo de la oxidacion de guayacol

Se midid la oxidacién del guayacol a partir de la formacion del tetraguayacol, cuya longitud
de onda de méxima absorcion es 470 nm. Paraello, se tomaron muestras de 1 mL del sobrenadante
del medio de cultivo cada 24 horas, y se determin6 su absorbancia utilizando un espectrofotdmetro
con una celda de 1 cm. La concentracion de tetraguayacol se calcul6é a partir de los datos de
absorbancia, el ancho de la celda y el coeficiente de extincion (g) de 26600 (470 nm) Mt cm™?
reportado en la literatura (Koduri y Tien, 1995).

3.5.5.1 Determinacion de la actividad de la enzima lignina peroxidasa. Se mezclaron
7.5 mL de sustrato (7 mL de agua destilada, 0.3 mL de peroxido de hidrogeno 0.02% y 0.2 mL de
guayacol 0.02%) con 7.5 mL de enzima (6 mL de buffer acetato y 1.5 mL del sobrenadante). La
reaccion se dejé actuar durante 5 minutos y se midio la absorbancia a 470 nm en el
espectrofotometro utilizando una celda de 1 cm. La unidad enzimatica se midié como la cantidad

de enzima necesaria para producir 1 umol de tetraguayacol (Rosa et al., 2020).
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4. Resultados
4.1 Andlisis de parametros fisicoquimicos durante y despues del compostaje
4.1.1 Temperatura
Se registraron valores de temperatura cada 20 dias. Se observo un aumento en los primeros

60 dias y luego hubo un descenso hasta alcanzar nuevamente la temperatura ambiente.

Figura 3

Cambios de la temperatura durante el proceso del compostaje
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4.1.2 Parametros fisicoquimicos del compost maduro
Después de 120 dias de compostaje, se realiz6 un analisis fisicoquimico donde se
determinaron los valores expuestos en la Tabla 1. Dichos datos fueron comparados con valores de
referencia reportados en la literatura y se encontré que la mayoria esta dentro del rango permitido.

Tabla 1

Caracteristicas fisicoquimicas obtenidos tras culminar el proceso de compostaje

Parametro Resultado Valores 6ptimos

pH (Unidades de pH) 6.69 6.5 — 8-5 (Martinez et al., 2013)

Relacion C/N 11.6 10 — 15 (Martinez et al., 2013)




BACTERIAS DEGRADADORAS DE MATERIA ORGANICA 30

Densidad (g/cm?) 0.539 < 0.7 g/cm® Martinez et al., 2013)
Nitrogeno Total (% N) 3.365 1-5 % (Alurralde et al., 2021)
Fdsforo (% P20s) 0.673 0.4 —1.2 (Alurralde et al., 2021)
Potasio Total (% K20) 0.224 0.18 — 3 (Alurralde et al., 2021)
Sodio (% Na) 0.022 0.02-4.10 (Alurralde et al., 2021)
Calcio Total (% CaO) 0.753 1.5 - 3.5 (Sullivan et al., 2018)
Magnesio Total (% MgO) 0.14 0.25-0.7 (Sullivan et al., 2018)
Humedad (%) 43.49 35-50 (Sullivan et al., 2018)
Azufre Total (% S) 0.147 0.25-0.8 (Sullivan et al., 2018)
Cenizas (%) 2.4 <6 (Sullivan et al., 2018)

Carbono Orgénico Total Oxidable (% C) 38.99

> 15 (Sullivan et al., 2018)

Cobre Total (% Cu) 0.003 0.015 (Huaman, 2020)
Zinc Total (% Zn) 0.031 0.03 (Huaman, 2020)
Hierro Total (% Fe) 0.049 0.015 (Huaman, 2020)
Manganeso Total (% Mn) 0.005 0.000291 (Huaman 2020)

Nota. Los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales de la

Universidad Industrial de Santander.

4.2 Aislamiento de microorganismos

Se realizaron tres muestreos que corresponden a las iniciales M1, M2 y M3

respectivamente, en cada uno se obtuvieron cinco aislados enunciados por la sigla C, diferenciados

por las caracteristicas morfologicas y bioquimicas planteados en la Tabla 2.



BACTERIAS DEGRADADORAS DE MATERIA ORGANICA

Tabla 2

Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias aisladas en los tres muestreos
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M1C1 | Puntiforme  Entero Plana Mucoide Beige - Bacilo
M1C2 | Circular Entero Convexa Mucoide Beige - Bacilo
M1C3 | Circular  Ondulado Plana Viscosa Blanco - Bacilo
M1C4 | Irregular Entero Convexa  Quebradiza Marron - Bacilo
_ Beige )
M1C5 | Irregular Entero  Umbonada Fluida - Bacilo
0scuro
M2C1 | Circular Entero Plana Quebradiza  Beige + Bacilo
M2C2 | Irregular Entero Plana Quebradiza Marron - Bacilo
_ Beige )
M2C3 | Irregular  Ondulado Plana Fluida - Bacilo
Claro
M2C4 | Circular Entero Plana Mucoide  Marréon  + Bacilo
M2C5 | Circular Entero  Umbonada  Viscosa Beige - Bacilo
) Beige )
M3C1 | Circular Entero Plana Cremosa + Bacilo
claro
M3C2 | Irregular  Ondulado  Convexa Viscosa Marron - Bacilo
M3C3 | Puntiforme  Entero Plana Quebradiza  Beige - Bacilo
M3C4 | Circular Entero  Umbonada  Viscosa Beige - Bacilo
M3C5 | Circular Entero Plana Mucoide Beige + Bacilo
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4.3 Evaluacion semicuantitativa de la actividad enzimética

En el primer muestreo todos los microorganismos aislados formaron halos de hidrolisis
como indicativo de la degradacion de almidon, celulosa y lignina. Sin embargo, no se evidencid
actividad pectinolitica (Ver Figura 4.A). Por otra parte, en el muestreo 2 (Ver Figura 4.B) se
encontraron valores para todas las actividades y los halos de hidrélisis tuvieron mayor didmetro
con respecto a los hallados en el primer y ultimo muestreo (Ver Figura 4.C). Dentro de estos valores
destacan los halos de degradacion de celulosa (M2C3) y almidén (M2C5), cuyos didmetros
oscilaron entre 4 cm aproximadamente (Ver Figura 5). Durante el tercer muestreo, se pudo observar
que M3C4 presentd los halos de hidrélisis de pectina con mayor didmetro de todos los aislados

evaluados en este estudio.

Figura 4

Diametro de los halos de degradacion formados por los aislados evaluados en cada muestreo.
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B.
Almidén Celulosa Lignina Pectina
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Nota. En A) se exponen los didmetros de los halos calculados en el muestreo 1, en B) los del

muestreo 2 y en C) los del muestreo 3.
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Figura 5

Halos de degradacion formados por los aislados mas eficientes

Nota. En A) se presenta en aislado M2C5, que demostré mejor capacidad para degradar almidén.
En B) M2C3 en la degradacion de celulosa, en C) M2C1 en la oxidacion del guayacol y en D)
M3C4 en la degradacion de pectina.
4.4 Pruebas de sinergismo y antagonismo

Para las pruebas de sinergismo y antagonismo se seleccionaron los aislados que degradaron
en mayor proporcién lignina (M2C1), celulosa (M2C3), pectina, (M3C4) y almidon (M2C5).
Asimismo, se incluyo el aislado M1C1 debido a que, en promedio, fue el que presenté una mayor
capacidad de degradacién de todas las biomoléculas mencionadas anteriormente.

Se encontrd que las bacterias M2C3, M3C4 y M2C5 interactuaron en sinergia entre si y, a
su vez, fueron inhibidas por la presencia de M1C1y M2C1 (Ver Tabla 3 y Figura 6).
Tabla 3

Pruebas de sinergismo y antagonismo entre los aislados M1C1, M2C1, M2C3, M3C4 y M2C5.

Aislado bacteriano M1C1 M2C1 M2C3 M3C4 M2C5

M2C3* - - + +
M3C4* - - + +
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Nota. (+) con inhibicion, (-) sin inhibicion. Los aislados etiquetados con asterisco (*) representan
el césped bacteriano.
Figura 6

Actividad sinérgica y antagonica de las bacterias M1C1, M2C1, M2C3, M3C4 y M2C5
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Nota. En A) se presenta el aislado M1C1 como el césped bacteriano. En B) M2C1, en C) M2C3,
en D) M3C4 y en E) M2C5. Los nimeros denotan las bacterias sembradas sobre el césped:
1 (M1C1), 2 (M2C1), 3 (M2C3), 4 (M3C4), 5 (M2C5).
4.5 Evaluacion cuantitativa de la actividad enzimética

La cuantificacion de la actividad enzimatica se llevd a cabo con los aislados que
evidenciaron mejores resultados en las pruebas semicuantitativas y que interactuaron
sinérgicamente.
4.5.1 Monitoreo de la degradacion de almidon con el aislado M2C5

En la Figura 7 se observa que la produccion maxima de azUcares reductores fue de 0.279 +
0.028 g/L en el medio que contenia almidén como Unica fuente de carbono, mientras que en el
medio que contenia almiddon y glucosa se alcanzé una concentracion de 1.129 + 0.013 g/L. Por otro
lado, en los medios que contenian glucosa como fuente de carbono adicional, se evidencié una
concentracion maxima de proteinas de 0.628 g/L y una actividad enzimatica de 0.924 UlI/mL a las
48 h. En comparacion, en los medios que tenian almidén unicamente, se hallé una concentracion

de proteinas de 0.435 g/L y una actividad enzimatica 0.534 UI/mL en el mismo tiempo.
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Figura7

Concentracion de azucares reductores producto de la degradacion de almidén durante 120 h de

fermentacién
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Nota. La degradacion de almidon fue llevada a cabo por el aislado M2C5 empleando dos medios
de cultivo. En A) medio de cultivo con almidén como Unica fuente de carbono y B) medio con
almiddn y glucosa.
4.5.2 Monitoreo de la degradacion de celulosa con el aislado M2C3

En la Figura 8.A se observa que, en el medio con solo celulosa como fuente de carbono,
hubo un incremento de la concentracion de azucares reductores desde las 24 h, hasta alcanzar 0.130
+0.020 g/L a las 120 h. Sin embargo, este valor no supera a lo encontrado con la combinacion de
celulosa y glucosa, donde la concentracion de azlcares reductores fue de 0.289 + 0.028 g/L. Por
otra parte, a las 72 h se observo un incremento en la cantidad de proteinas en ambos tratamientos,
tiempo en el que se procedi6 a cuantificar la actividad enziméatica. En los medios con celulosa y
glucosa se encontro una concentracion de proteinas de 0.683 + 0.012 g/L y una actividad enzimatica
de 0.504 UI/mL. En comparacién, cuando se utilizd solo celulosa se determind una concentracion

de proteina de 0.532 + 0.128 g/L y una actividad enzimatica de 0.375 Ul/mL
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Figura 8
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Concentracion de azlcares reductores producto de la degradacion de celulosa durante 120 h de

fermentacion
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Nota. Azlcares reductores producidos por el aislado M2C3 empleando dos medios de cultivo. En

A) medio de cultivo con celulosa como unica fuente de carbono y B) medio con celulosa y glucosa.

4.5.2 Monitoreo de la degradacion de pectina con el aislado M3C4

En la Figura 9, se muestra que la concentracién de pectina disminuy6 de 2.0 a 1.51 g/L +

0.009 en 120 horas cuando el medio de cultivo contenia glucosa como fuente de carbono adicional

y de 2.0 a 1.89 = 0.0028 cuando el microorganismo crecié Unicamente con pectina.

Por otra parte, se encontré una mayor concentracion de proteinas a las 72 h, por lo que se

utilizo6 este hallazgo para calcular la actividad enzimatica. Cuando se utilizé glucosa y pectina, la

concentracion de proteinas fue de 0.484 g/L y la actividad enzimatica de 0.738 Ul/mL. Mientras

que, cuando se emple6 solo pectina, se obtuvo una concentracion de proteina de 0.209 g/L y una

actividad enzimética de 0.464 Ul/mL.
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Figura 9

Degradacion de pectina durante 120 h de fermentacion
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Nota. En A) se presenta la degradacién de pectina en los medios de cultivo con y sin glucosa y en
B) el consumo de glucosa en el medio que contenia pectina y glucosa.
4.5.2 Monitoreo de la oxidacién de guayacol con el aislado M2C3

En la Figura 10 se evidencio una mayor produccion de tetraguayacol por parte de M2C3
cuando se inocul6 en el medio suplementado con glucosa (20.72 uM), que cuando se afiadié al
medio que contenia Unicamente guayacol como fuente de carbono (17.81 uM). Este patron se
repitié de igual manera en la concentracion de proteinas y en la actividad enzimatica, pues se

encontré que el microorganismo produjo mas proteina y tuvo mayor actividad enzimatica en

presencia de glucosa (0.361 g/L y 0.0108 Ul/mL), que sin ella (0.221 g/L, 0.00936 UI/mL).
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Figura 10

Produccidn de tetraguayacol durante 120 h de fermentacion
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Nota. La concentracion de tetraguayacol se calculd con € = 26000 M cm'?
5. Discusion

5.1 Parametros fisicoquimicos durante y despueés del compostaje

La temperatura es un factor critico durante el compostaje, ya que influye en la actividad
metabolica de los microrganismos y, por ende, en la tasa de degradacion de la materia organica.
En este estudio, se encontrd que la temperatura aumento hasta 32 °C en el dia 60, momento en el
que se observaron los didmetros mas amplios de los halos de degradacion (Ver Figura 4.B). Esto
concuerda con la investigacion de Kazemi et al. (2017), quienes encontraron mayores actividades
metabdlicas en los picos més altos de temperatura (55°C). Si bien en este compostaje no se
alcanzaron temperaturas por encima de 50°C como lo documentan dichos autores, el valor
registrado permite la proliferacion de bacterias mesofilas, catalogados como los descomponedores
mas efectivos segin Polomski (2009). Ademas, los resultados del analisis fisicoquimico sugieren
que los parametros medidos se encuentran dentro del rango Optimo para un compost de calidad.

Por ejemplo, segun los parametros evaluados por Martinez et al. (2013), el pH registrado (6.69) se
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considera favorable para el desarrollo de microorganismos, el proceso de descomposicién y el
crecimiento de las plantas. Asimismo, este autor recomienda que, para mantener una poblacion
microbiana activa en un compostaje, la relacion carbono-nitrégeno disponible debe mantenerse
entre 10-15, lo que concuerda con los valores obtenidos (C: N = 11.6).

5.2 Aislamiento y evaluacion semicuantitativa de la actividad enzimética

A lo largo de tres muestreos fue posible aislar 15 bacterias con potencial para degradar
materia orgénica. Todas tuvieron la capacidad de consumir celulosa, lignina y almidén. No
obstante, solo 2 de ellas mostraron actividad pectinolitica. Este patron guarda relacién con los
hallazgos de Yeager (2017), quienes evaluaron la capacidad degradativa de 112 aislados y
encontraron que solo 20 hidrolizaron pectina. Adicionalmente, Ruiz (2020) estudi6 la actividad
pectinolitica de los microorganismos presentes en diferentes tipos de compostas (restos de café,
bovinos, forestales, lombricomposta y residuos caseros) y encontrd que ninguna de las bacterias
aisladas de los residuos domésticos fue capaz de degradar pectina. Este resultado podria explicarse
de acuerdo con lo sefialado por Mohnen (2008), quien destaca que, debido a que la pectina es un
polisacarido muy complejo y heterogéneo, su degradacion requiere la accién de multiples enzimas
con diferentes especificidades y mecanismos de regulacién. Ademas, en los materiales que se
utilizaron para realizar el compostaje doméstico habia una cantidad limitada de citricos, que, segln
Nasrollahzadeh et al. (2021), son los vegetales en donde esta en mayor abundancia la pectina.

Por lo anterior, el M3C4 evidencié un halo de hidrdlisis de pectina de 1.95 + 0.053 cm de
didmetro. Estos resultados son comparables con los hallazgos de Arellano et al. (2015), quienes
obtuvieron halos de hidrolisis con un didametro promedio de 1.7 cm. Ademas, demuestran un mayor
potencial que los reportados en la investigacion de Cedefio et al. (2015) en donde se encontraron

halos de hidrdlisis con 0.17 + 0.03 y 0.18 + 0.047 cm de diametro en especies del género Bacillus.
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Por otro lado, M2C3 registré un halo de 3.65 + 0.045 cm de didmetro como indicativo de la
degradacion de celulosa. Este valor es mayor a los reportados por Pazmifio (2021) y Dewiyanti et
al. (2022) cuyas cepas bacterianas mas efectivas lograron producir halos con un diametro de 1.68
cmy 2.27 cm, de manera respectiva. En cuanto a la degradacion del almidon, el aislado M2C5 fue
capaz de formar un halo con 3.65 + 0.037 cm de didmetro en 48 h. Este hallazgo sugiere una mayor
eficiencia en la degradacion de almidon en comparacion con los resultados obtenidos Paillié
(2012), que encontré halos de degradacion con 2.72, 2.83, y 5.05 cm en los dias 4, 7 y 13 de
incubacidn, respectivamente. Finalmente, la oxidacién de guayacol como evidencia indirecta de la
degradacion de lignina también mostré resultados positivos, pues se obtuvieron halos con 2.01+
0.021 cm de diametro.

Lo anterior, destaca la importancia de esta investigacion, puesto que encontrar
microorganismos con capacidad para degradar almidoén, pectina, lignina y celulosa, establece un
punto de partida para futuras investigaciones encaminadas hacia el uso de consorcios microbianos
para el aprovechamiento de la materia orgéanica y el mejoramiento del compostaje, tal como lo
demuestran  Oviedo et al. (2022), quienes inocularon compostas con microorganismos
pertenecientes a los géneros Paenibacillus y Bacillus, que habian sido aislados de la fase de
enfriamiento y cuya capacidad de degradar celulosa y hemicelulosa habia sido comprobada
mediante la aparicion de halos. En su estudio, concluyeron que la adicion de estas bacterias
disminuyd el tiempo de compostaje en 13 dias y contribuy0 a obtener un producto més estable con
un indice respiratorio (IR) de 2.9 + 0,2 g de CO2 kgVS*d %, en comparacion con el experimento

control en el que se evidenci6 un IR igual a 4.5 + 0,1 g de CO, kgVvSd ™.
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5.3 Sinergismo y antagonismo entre las bacterias mas eficientes

Las pruebas de sinergismo y antagonismo permiten seleccionar las bacterias que
posiblemente pueden llevar a cabo la degradacién de la materia organica de manera parcial o
completa debido a la produccion de sustratos complementarios que aumentan la actividad
metabdlica y el crecimiento microbiano. Por ejemplo, Deng y Wang (2016) encontraron que la
actividad enzimatica de la enzima B-1,4-glucosidasa, implicada en la degradacién de celulosa, se
incrementd hasta tres veces cuando se trabajé con cultivos sinérgicos (133.5 nmol/h/ml) en
comparacion de cuando se emplearon cultivos puros (43,7 nmol/h/ml).

Por otra parte, se encontr6 que, de los cinco aislados con mayor potencial degradativo, solo
tres (M2C3, M3C4 Y M2C5) crecieron en sinergia, por lo que podrian ser utilizados como
inoculantes de compostas en futuras investigaciones. Por otra parte, las bacterias M1C1 y M2C1
presentaron efectos antagonistas, esta Ultima destaca porque tuvo el mayor halo en la oxidacion de
guayacol. En relacion, Ismail et al. (2016), mencionan que dicho efecto se produce debido a la
secrecién de sustancias antibidticas por parte de algunas bacterias para inhibir el crecimiento de
otras.

5.4 Evaluacién cuantitativa de la actividad enzimatica con los aislados que evidenciaron
actividad sinérgica.

Rodriguez (2018) sugieren que la adicion de glucosa a un cultivo microbiano podria
potenciar el crecimiento de los microorganismos y la actividad metabolica durante los periodos de
fermentacion. Lo anterior, guardo concordancia con lo encontrado en este estudio, puesto que la
presencia de glucosa mejord la degradacion de pectina, la produccion de azUcares reductores

cuando se evaluo la actividad amilolitica y celulolitica, y la oxidacion del guayacol.
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En cuanto a la actividad amilolitica, S. Wang et al. (2016) evalu6 la influencia de nueve
monosacaridos sobre la actividad de la a-amilasa y encontré que la glucosa tuvo el mayor efecto
inductor, pues increment6 la poblacion bacteriana y la produccion de esta enzima hasta en un
165%. Por otro lado, en la Figura 7.B se puede observar que las bacterias tuvieron la capacidad de
consumir almidoén y glucosa simultaneamente y que no hubo una competencia entre los sustratos.
Esto se podria explicar segun Rodriguez (2018), quien menciona que el metabolismo de la glucosa
no interfiere en la degradacion de almidon.

Con respecto a la degradacion de la celulosa, en la figura 8.B se observa inicialmente una
preferencia hacia la glucosa como sustrato, esto concuerda con lo reportado por Hsieh (2014), quién
demostré que las concentraciones elevadas de monosacaridos pueden actuar como inhibidores de
la actividad de las celulasas. Lo anterior, explica por qué se observé un incremento en la
concentracion de azlcares reductores justo después de que la cantidad de glucosa disminuyo
drasticamente. Por lo tanto, se puede inferir que este monémero impulsé indirectamente a la
produccion de una mayor cantidad de azUcares reductores al potenciar el crecimiento poblacional
durante las primeras 72 h, en comparacion con en el medio que solo contenia celulosa como fuente
de carbono.

Por otra parte, en cuanto a la degradacion de la pectina, Fontana y Silveira (2019)
encontraron un efecto inductor de la glucosa sobre la produccién de enzimas pectinoliticas. Esto
guarda relacion con lo descrito en la Figura 9, en donde se evidencia un mayor consumo de pectina
cuando dicho monosacarido estuvo presente. De igual manera, se encontro una disminucion en la
concentracion de glucosa desde el inicio, lo que concuerda con lo expuesto por Duskova y
Marounek (2001), quienes mencionan que ambos sustratos pueden ser utilizados simultaneamente.

Este mismo comportamiento se encontré cuando se evalud la oxidacion de Guayacol, puesto que
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se hall6 una mayor concentracion de tetraguayacol cuando los microorganismos crecieron con una
fuente de carbono adicional. En la Figura 10 se observa que las concentraciones se mantuvieron
constantes después de las 24 h, Rosa et al. (2020) sugiere que esto sucede debido a la inestabilidad

del tetraguayacol y a que este es utilizado como sustrato por la misma enzima que lo produce.

6. Conclusion

Se obtuvo un total de 15 aislados bacterianos, como M1C1, M1C2, M1C3, M1C4, M1C5,
M2C1, M2C2, M2C3, M2C4, M2C5, M3C1, M3C2, M3C3, M3C4 y M3C5, en los tres muestreos
realizados en el compostaje doméstico. Todas las bacterias demostraron capacidad para consumir
almidon, celulosa y guayacol. Sin embargo, solo 2 de ellas, M2C5 y M3C4, evidenciaron actividad
pectinolitica. Adicionalmente, se encontr6 que M2C5 tuvo la mayor capacidad para degradar
almidén, M2C3 para degradar celulosa, M2C1 para degradar lignina (evaluada mediante la
oxidacion del guayacol) y M3C4 mostro el mayor potencial para degradar pectina. De los 4 aislados
mencionados, M2C3, M3C4 y M2C5 , interactuaron sinérgicamente por lo que podrian ser
empleados para establecer un consorcio microbiano implicado en la degradacion de materia
orgénica, en busca de contribuir en la produccion de compostas de manera mas eficiente y proponer
alternativas de mitigacion frente al creciente problema de los residuos organicos a nivel local y

nacional.
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