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RESUMEN

Se estudiaron poblaciones microbianas en las etapas iniciales del compostaje, con el
objetivo de establecer relaciones con pH , temperatura y humedad a fin de elaborar con
ellas inoculos que aceleren el proceso. Se caracterizaron las poblaciones morfolégica y
tintorialmente, evaluando su capacidad degradativa frente a distintos sustratos. Los
resultados mostraron una actividad amilolitica mayor en bacterias en los primeros
momentos de la pila. La actividad lipolitica fue mas acentuada en la poblacion fingica,
como también fue mayor la proporcion de hongos con actividad celulolitica. Los datos
obtenidos seran utilizados para la elaboracion de los indculos.
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ABSTRACT

| Microbe populations were studied in the early stages of the composting process to
evaluate their relationship with pH, temperature and moisture, and to use them to-
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inoculate piles to accelerate the process. Microbe populations were characterized by
differential staining and morphological criteria and evaluated by their ability to degrade
different substrates. The results showed that while bacteria exhibited mainly amylolytic
activity in the first pile stages, fungi population displayed a higher lipolytic and cellulytic
activity. The data obtained will be used to elaborate inocula.

Key words: bio-residue, compost, microorganisms, degradation activity.

INTRODUCCION

El compostaje es la degradacion microbiana de material organico
s6lido (no acuoso), que involucra respiracion aerdbica pasando por una
etapa termofila, del que se obtiene un producto estabilizado, no
contaminante y util, que reduce la masa, el volumen, las posibilidades de
contaminacién, los olores desagradables, el desarrollo de insectos,
gusanos, produciendo la nactivacion de patogenos.

El manejo de los desechos solidos por medio del compostaje ha sido
preocupacion de muchas comunidades y objeto de estudios previos
realizados por Benintende et al. (2), Carpio et al. (4), Dalzell et al. (5), Mc
Clure et al. (/1) y Mustin (13).

Los objetivos de este trabajo fueron el estudio de las poblaciones
microbianas en las etapas iniciales del proceso de compostaje, su relacion
con el pH, la humedad y la temperatura de la pila y caracterizar
morfolégica y tintorialmente los aislamientos evaluando las aptitudes
degradativas frente al almudon, grasas y celulosa con la finalidad de
elaborar indculos que aceleren el proceso.

Este trabajo se realiz0 en el marco del Proyecto: “Biorresiduos
domiciliarios: aceleracion de su degradacion por inoculacion de
microorganismos”, contdndose para el mismo con los residuos del
Municipio de Oro Verde — Provincia de Entre Rios — Argentina.

MATERIAL Y METODOS

La preparacion de las pilas para el compostaje se realizo de acuerdo
con la metodologia desarrollada en un Proyecto precedente (4). Los
residuos preseleccionados fueron triturados en particulas homogéneas
pequefias (2 a 3 cm) a fin de ofrecer un area superficial adecuada para la
accion de los microorganismos. Se los deposité en plataformas de ladrillos
(hileras separadas entre si por 6 cm) a una profundidad de 0,30 m
lograndose pilas de | m de altura, por 2 m de largo y 1 m de ancho.

- Las pilas de tratamiento se sometieron a volteo permanente para
favorecer la aireacion y evitar asf los nicleos de anaerobiosis y se tomaron
muestras periddicas para el control de variables. Se numeraron en forma
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consecutiva desde el inicio del proyecto. En el presenté- trabajo se
muestran los resultados correspondientes a la tercera pila realizada (pila 3)

Variables medidas: relacion C/N, pH y temperatura en las pilas.

La relacion C/N inicial fue 23/1 (relacion C/N ideal es entre 25 y 30
(5)), debido a la presencia de gran cantidad de residuos ricos en proteinas
(15). La relacion C/N se obtuvo determinando el C orgénico por calculo a
partir del dato de materia orgédnica y ¢l de N organico por el método de
Kjeldahl en solucion acuosa del producto (9). El pH se midi¢ diariamente
en una suspension acuosa de los residuos ftriturados en una relacion 1: 2,35
y la temperatura se tomé diariamente en 5 puntos del interior de la pila,
promediandose los valores.

Aislamiento y purificacion de microorganismos

Se extrajeron dos muestras por cada pila durante la primera y
segunda semana del proceso, y se continué con una por pila en las
semanas siguientes. Las muestras se conformaron con submuestras
extraidas de distintos sitios de las pilas con el objeto de obtener
organismos que se desarrollan en la superficie, a menor temperatura y
otros en la profundidad a temperaturas mayores. Cada muestra se diluyé al

10% (P/V) en solucién fisiolégica (SF). Se sembraron en agar nutritivo
(AN) (3) y agar rosa de bengala estreptomicina (ARBE) (3), e.n placas en
estrias por agotamiento a partir de diluciones de la muestra 10* (P/V). Una
vez obtenidos los aislamientos de colonias se procedié a su purificacién.

Para la purificacion de bacterias de cada colonia macroscdpicamente
aislada, se hicieron repiques sucesivos en caldo nutritivo (CN) y AN,
incubando a 37 °C hasta desarrollo visible. A cada colonia se le realizé
tincion de Gram para la observaciOn microscopica. Debido a que las
condiciones y composicién del medio de compostaje son variables, se
eligieron los medios de cultivo mencionados para los aislamientos, por ser
los utilizados habitualmente en los estudios de suelos y por su escasa
selectividad, lo que permite el desarrollo de distintos microorganismos.

Para la purificacion de hongos se repic6 de colonias
macroscopicamente diferentes a tubos con agar papa glucosa (APG) (3). A
partir de un tubo se realiz6 una suspension de esporos agregando 5 mi de
H,O estéril agitando suavemente para desprenderlas. La suspension se

diluyé convenientemente para ebtener una concentracion de esporos de
entre 100 y 200/ml.

Se sembraron 0,1 ml de dicha diluci6n en superficie en placa de
APG, incubandose a 37 °C hasta aparicion de colonias aisladas. De cada
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una se repicéd en tubo con APG en pico de flauta para obtener un cultivo
monosporico (3).

Evaluacion de actividad metabolica de los microorganismos
aislados

La actividad amilolitica se evalué mediante la siembra en placas de
AN con agregado de almidén (2%). La amilolisis se puso de manifiesto
mediante agregado de lugol (/6). Los grados de actividad se establecieron
segiin cuatro criterios: Nula, Baja, Media y Alta, en funcion de los halos de
'degradacién de almidon en las cercanias de la zona de crecimiento del
microorganismo testeado. | '

La actividad lipolitica se evaiad medlante la siembra en placas de
Agar Tributirium (/2) y se estableci6é segun los mismos criterios: Nula,
Baja, Media y Alta, teniendo en cuenta ¢l halo de degradacion en las
inmediaciones de las colonias.

‘Para la actividad celulolitica se utiliz6 el medio para celuloliticos de
Wollum II con celulosa en polvo como Unica fuente carbonada. La
actividad se puso de manifiesto por la aparicion de halos de degradacion
de celulosa en las inmediaciones de las colonias (/7). Se siguid la misma
metodologia estableciendo los cuatro criterios mencionados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Temperatura, humedad, relacion C/Ny pH

Los primeros microorganismos llegan con los residuos y en las
primeras etapas se multiplican cambiando las condiciones del medio y
baciéndolas mas aptas para otro grupo microbiano. Esta actividad
involucra procesos metabdlicos que ocasionan un marcado aumento de la
temperatura.

El aumento de la temperatura en la pila se inici6 entre el 4° y 5° dia
manteniéndose mas elevada que la temperatura media ambiente. Esta
situacion cambiod alrededor del dia 20 a partir del cual se fue perdiendo
progresivamente (Figura 1)

La humedad de las pilas se mantuvo en un rango entre el 50 y 60 %
lo que posibilité el ascenso de temperatura hasta valores cercanos a los

70 °C; rangos de humedad extremos limitan el crecimiento microbiano (6).

La relacidon C/N final obtenida: 13,5/1 permite la incorporacion
directa del producto al suelo ya que por su grado de madurez no compite
por el N con semillas y/o plantas. Esto se debe a que el compost no libera
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acidos organicos ni amoniaco y tampoco absorbe N de la solucion del
suelo. |
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FIGURA 1 - Evolucion de las temperaturas de la pila 3

La gran proporcion de compuestos nitrogenados provoco el ascenso
del pH en la pila manteniéndose alto a lo largo del proceso, ya que el
exceso de N se libera como NH; (5, 6) (Figura 2). Dicha caracteristica
provocd también un marcado aumento de la temperatura en los primeros
dias del proceso (8).
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FIGURA 2 - Evolucién del pH en la pila 3.
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Caracterizacion morfolégica y tintorial de los aislamientos.

Se realizé la caracterizacion morfolégica y tintorial de los
aislamientos obteniéndose 128 aislamientos, 79 de bacterias y 49 de
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hongos. De los gérmenes totales, las bacterias aparecieron en todas las
etapas del compostaje. Este grupo tuvo pocos atributos morfolégicamente
distintivos. |

El estudio microscdpico de los aislamientos bacterianos mostrd un
predominio de los bacilos (57%), frente a los cocos (37 %)y cocobacilos

(6%) (Figura 3).

| 57%

Bacilos B1Cocos B Coco bacilos

FIGURA 3 - Caracteristicas morfologicas de bacterias aisladas de las pilas.

| Se observé (Figura 4) que un 73% de las bacterias aisladas fueron
Gram (+), lo que estuvo relacionado a las caracteristicas del medio del que
fueron aisladas, ya que muchas de ellas se caracterizan por poder hacer

uso de una amplia variedad de sustancias presentes en las pilas.
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| FIGURA 4 - Proporcion de bacterias Gram (+) y (-) aisladf.s de las pilas.

| Cuando se combinaron esas caracteristicas morfoldgicas vy
 tintoriales, hubo un amplio predominio de los bacilos Gram (+) totales, y
una marcada disminucion de los Gram (-) entre los dias 6 y 10 de
comenzado el proceso (Figuras Sy 6).
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FIGURA 5 - Morfologia asociada 4 la coloracidn de Gram de bacterias aisladas -
en las pilas.
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FIGURA 6 - Proporcidon de bacterias con caracteristicas tintoriales
diferentes en distintos momentos de las pilas.
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Del total de la poblacion bacteriana (Figura 7), el 37% fueron
esporulados, incrementiandose entre los dias 6 y 10 de iniciado el proceso,
vinculado con el aumento de la temperatura, la cual produjo una seleccion
diferencial de aquellos con capacidad de formar estructuras de resistencia
al calor . En las etapas siguientes se recolonizaron las partes mas externas
de las pilas, las cuales no habian logrado incrementos térmicos tan
marcados (J).
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O Esporulados B No esporulados

FIGURA 7 - Proporcion de bacterias esporuladas y no esporuladas en las
pilas.

Del analisis de la evoluciéon de la poblacién en funcion del tiempo se
observd que los bacilos Gram (+) predominaron en todas las fases,
encontrandose el mayor porcentaje entre los dias 6 y 10 en coincidencia con el
aumento de temperatura y la supervivencia de las formas de resistencia.
Comportamiento similar tuvieron los cocos Gram (+), mientras que los
microorganismos Gram (-) tendieron a desaparecer frente a los incrementos de
temperatura, debido a su incapacidad de formar dichas estructuras.

De los géneros conocidos como formadores de esporos, algunos son
encontrados en los materiales como los que forman las pilas (14). Cabe
destacar que muchos organismos patdgenos que la bibliografia cita como
inactivados durante la etapa termofila , pertenecen a las bacterias Gram (-), tal
el caso de coliformes como Salmonella, Escherichia, etc. (10) (Figura 8).
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FIGURA 8 - Evolucién de los aislamientos bacterianos con capacidad de
esporulacion en los distintos momentos de las pilas. !
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Actividad metabolica de los aislamientos

El 46% de las cepas bacterianas estudiadas no .present6 actividad
amilolitica, el 26% presento actividad entre media a alta (Figura 9).

— il ol

actividad amilolitica

l | ' cepas (%)
]

| FIGURA 9 - Actividad amulolitica de bactenas aisladas de las pilas

El 59 % de los hongos no presentaron actividad amilolitica. Del
41% restante, solo el 14% presento actividad media y alta (Figura 10).

actividad amilolitica

FIGURA 10 - Actividad amilolitica de hongos aislados de las pilas.
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Las figuras 11 y 12 muestran la distribucion de estos aislamientos en
el tiempo. Se observo una disminucion relativa de la microbiota con
actividad amilolitica media y alta en el transcurso de los dias, siendo mas
notoria esta disminucion en la poblacion fingica. Estos resultados se
relacionan a que el almidén y los azicares simples desaparecen
rapidamente de la pila por la actividad de la microbiota inicial (7). Al
desaparecer este sustrato, la flora amilolitica es sucedida por
microorganismos que utilizan otro tipo de fuentes carbonadas mas dificiles
de degradar. Generalmente en esta etapa del compostaje las grandes
moleculas disponibles deben ser degradadas por enzimas extracelulares
antes de ingresar al microorganismo
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FIGURA 11 - Proporcion de bacterias con actividad amilolitica
aislados de las pilas en distintos momentos.
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|FIGURA 12 - Proporcién de hongos con actividad amilolitica aislados

de las pilas en distintos momentos.
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La actividad lipolitica media y aita fue del 38% sobre el total de
aislamientos  bacterianos, siendo solo del 22% para la poblacion de
hongos. Fue alto el porcentaje de cepas con actividad baja y nula (62%
para bacterias y 77% para hongos). Cabe destacar que la poblacion fingica
con actividad nula solo alcanzd el 16% frente al 42% de la bacteriana

(Figuras 13y 14).
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FIGURA 13 - Actividad lipolitica de bacterias aisladas de las pilas
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Durante las primeras etapas del compostaje se pudo ver que en
bacterias un 46% presento actividad lipolitica entre media y alta en los
primeros dias y luego los porcentajes decrecieron notoriamente. No
sucedio asi en la poblacion de hongos, donde los porcentajes, aunque
bajos, 20%, no solo se mantuvieron en un principio sino que se observo un
aumento relativo a partir de los 10 dias (Figuras 15y 16).
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FIGURA 15 - Proporcion de bacterias con actividad lipolitica aisladas de
las pilas en distintos momentos.
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FIGURA 16 - Proporcion de hongos con actividad lipolitica aislados de
| las pilas en distintos momentos.

i —

El numero de individuos con actividad lipolitica media y baja
parecio mantenerse a lo largo del proceso mesofilo (como minimo hasta
los 20 dias mas o menos), por estar relacionado con la necesidad de un
mayor tiempo para la degradacion. Por ejemplo, la presencia de cutina, que
directa o indirectamente protege a algunos lipidos de la degradacion,
prolonga este periodo provocando que haya mayor cantidad de
aislamientos con actividad lipolitica que amilolitica.

En el total de aislamientos bacterianos y fungicos no se detectaron
poblaciones con actividad celulolitica media y alta. En cuanto a los que
presentaron actividad baja, un 20 % correspondio a bacterias y un 33 % a
hongos. El mayor porcentaje de microorganismos. aislados presento
actividad nula (Figuras 17y 13).
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FIGURA 17 - Actividad celulolitica de las bacterias aisladas de las pilas.

W

actividad celulolitica

FIGURA '1-8 - Actividad celulolitica de hongos aislados de las pilas.

La evolucion de la actividad en los primeros estadios del proceso
mostrd que en las bacterias disminuyd la proporcion de individuos con
actividad baja hasta desaparecer después de los 10 dias y aument6 la de
aquellos con actividad nula. En los hongos también se incrementé
notablemente la proporciéon de individuos con actividad baja hasta el dia
10, desapareciendo luego. En cambio los de actividad nula disminuyeron
entre los dias 6 y 10, aumentando luego considerablemente.

En los hongos se encontrd una mayor proporcion de aislamientos
capaces de realizar, al menos, una degradacion parcial de este compuesto,
que necesita un proceso mads complejo de descomposicion. La
hemicelulosa y celulosa son moléculas que deben ser atacadas por
enzimas extracelulares antes de ser incorporadas por los microorganismos
para suuso (5) (Figuras 19y 20).
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La poblacion fungica es importante en la descomposicion de estas
moléculas altamente polimerizadas. Los resuitados obtenidos del 33% de
actividad celulolitica coinciden con las investigaciones sobre actividad
celulolitica en suelos, especialmente en condiciones poco favorables a las
bacterias (I, 7).
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FIGURA 19 - Proporci6n de bacterias con actividad celulolitica aisladas
de las pilas en distintos momentos.
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FIGURA 20 - Proporcion de hongos con actividad celulolitica aislados

de las pilas en distintos momentos.
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CONCLUSIONES

1) De la poblacién bacteriana los bacilos Gram (+) predominaron
durante todo el periodo estudzado y las formas de resistencia en la etapa
termofila.

2) Hubo una mayor propor_cién de bacterias que de hongos con
actividad amilolitica, desapareciendo pronto esta poblacion debido al
agotamiento del almidén como fuente de C.

3) La actividad lipolitica se mantuvo por méis tiempo que la
amilolitica.

- 4) Existi6 una mayor proporciéon de hongos que de bacterias con
actividad celulolitica.
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