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RESUMEN

En la industria porcicola se realizan monitoreos en las unidades de produccién, con el fin de garantizar
la salud, crecimiento y calidad de los cerdos. Aun asi, se genera muerte de los porcinos.
Tradicionalmente, la disposicion de estos residuos denominados mortalidad animal (cadaveres, restos
de necropsias y placentas porcicolas) se hace mediante procesos de incineracion, quema y entierro que
afectan la salud de los seres humanos y generan dafos irreparables en el medio ambiente. Una
alternativa sostenible y segura para el aprovechamiento de la mortalidad porcicola es el compostaje,
este proceso puede prolongarse por largos periodos por la complejidad de los sustratos y falta de
enzimas microbianas necesarias para degradarlos. Para reducir el tiempo del proceso, se adicionan
bioinoculantes capaces de producir gran variedad de enzimas, mejorando la degradacion de los

sustratos.

En el presente estudio, se evalud la actividad biolégica de un consorcio bacteriano 8AP y 12 AP y una
cepa fungica Talaromyces sayulitensis HC1, estas fueron incluidas a un bioinoculante compuesto, se
aplicé en cajones de compostaje, que presentaban diferentes proporciones de viruta, porcinaza y
mortalidad animal; se evaluaron parametros fisicoquimicos y microbiolégicos al inicio y durante el
proceso. Finalmente, la adicién del bioinoculante no generé un efectos sobre dichos parametros; sélo

en alguno de ellos como lo fue temperatura y pH, los cuales presentaron diferencias significativas.
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1. INTRODUCCION

Segun la FAOQ, la produccién de carne de cerdo en todo el mundo en el afio 2015, fue de 110,2 millones
de toneladas y se espera que para el ano 2030 se produzcan 124,5 millones de toneladas (Bruinsma
2015). En Colombia la porcicultura ha evidenciado un proceso de expansion dentro de la economia
nacional con sefiales de dinamismo, reflejadas en el aumento sostenido del sacrificio este pasé de
sacrificar en 71 municipios del pais 1°198.224 cabezas de porcinos en el 2004, a 1°752.255 en el 2009
(de enero a noviembre de 2009), lo cual se reflejé en un incremento del 65.7% en el numero de kilos
producidos, llevando la eficiencia productiva de 86.9 a 98.4 kg por animal al sacrificio (Diaz et al; 2011)
en el 2013 la produccién de carne de cerdo fue de 254 toneladas (Asociacion Colombiana de
Asoporcicultores-PORKCOLOMBIA, 2013).

En la produccion industrial porcicola por lo general se poseen granjas de cria e instalaciones de
procesamiento, donde el destete de lechones se realiza aproximadamente a los 21-24 dias de edad en
las unidades de parto de los cuales se realizan lotes semanalmente, estos lotes de destete son
enviados a granjas integradas de engorde los cuales permanecen en esta hasta que alcancen los pesos
estipulados en el mercado, después son transportados a plantas de sacrificio para luego ser

comercializados (Piewthongngam et al. 2012).

Durante ésta cadena de produccion, prevalece una problematica y es la tasa de mortalidad de lechones
lactantes las cuales varian entre el 4,7% al 12%. La mortalidad neonatal es una causa importante de
pérdidas previas al destete y las primeras 24 h después del nacimiento es el periodo mas critico,
cuando se produce el 28% de la mortalidad previa al destete. Bajo peso al nacer (14%), inanicion (7%),
aplastamiento por la cerda, de lechones enfermos (5%) y diarrea (4%), se encuentran entre las causas
mas frecuentes de muerte en la maternidad. Los lechones que no ingieren calostro o consumen una
cantidad insuficiente de calostro estan sujetos a la inanicién y por lo tanto, estan predispuestos a
aplastamiento y diarrea, lo que aumenta las pérdidas en el sistema productivo (Ferrari et al; 2014).
Segun un estudio realizado por la Asociacién Colombiana de Asoporcicultores (PORKCOLOMBIA,
2013), en el afo 2016, en 39 granjas porcicolas se obtuvo que el numero de cerdos nacidos muertos
correspondié al 4,98%, los momificados (escaso tamafo y peso y alto grado de deshidratacion) al

4,16% y la mortalidad pre-destete correspondi6 al 6,92%.
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Otra causa de mortalidad porcicola es la relacionada con el transporte de los animales, ya que algunos
factores como el confinamiento con una gran cantidad de poblacion, condiciones climaticas como la
temperatura y humedad, al igual que el tiempo prolongado de transporte, pueden ocasionar la muerte
de los lechones (Knaue et al; 2013). Asi mismo, durante la cadena de produccién de los cerdos, estos
pueden morir por microorganismos patdégenos, virus, donde cada uno de ellos son causantes de

enfermedades respiratorias y gastrointestinales (Sanchez, 2017).

Es de considerar que la mortalidad en las granjas porcicolas (cerdos muertos, fetos, placentas, etc.),
conforman la mayor parte del volumen de residuos sélidos de manejo especial; el inadecuado manejo y
disposicion de este tipo de residuos soélidos, es fuente de proliferacién de ambientes nocivos, la cual
puede transmitir enfermedades infecciosas y representar un riesgo de bioseguridad en las operaciones.
Los residuos solidos dispuestos inadecuadamente, también pueden generar gases, suspension de
particulas y polvos que contribuyen a la contaminacion atmosférica. Ademas pueden llegar a originar
problemas de contaminacion de los mantos acuiferos, por la percolacién de sus lixiviados en el
subsuelo (Bonhotal et al; 2014).

Los métodos principalmente utilizados para la eliminacion de la mortalidad son el entierro, incineracion
o quema (Bonhotal et al; 2014). Sin embargo, la implementacién del reglamento de subproductos
animales de la Union Europea (UE), prohibe estas practicas dentro de Europa. La prohibicién de estos
métodos se basd principalmente en el riesgo percibido por la presencia de microorganismos patégenos
como E.coli 0157, Cryptosporidium sp, Salmonella sp, coliformes fecales y otros agentes infecciosos
debido a su destruccion incompleta durante el entierro y la quema de las mortalidades porcinas. Esto se
evidencia por el aumento en las concentraciones de nitrogeno soluble en el suelo debido al entierro. La
incineracion, genera problemas de olor en el momento que se liberan dioxinas y furanos en el aire como

resultado de la combustion incompleta de este tipo de materia organica (Gwyther et al; 2011).

Por lo anterior, la mortalidad es un residuo que debe ser manejado con precaucién, por ende, se debe
cumplir adecuadamente con su manejo y disposiciéon final. Existe alternativas sostenibles para el
aprovechamiento de estos residuos como es el compostaje que es un proceso biolégico aerdbico,
mediante el cual los microorganismos actian sobre la materia organica (InfoAgro, 2005). Es un método
efectivo de eliminacién de porcinos muertos ya que permite la supresion de materiales de dificil
degradacién como lo son sustancias proteicas entre ellas queratina, colageno y elastina presentes en el

pelo, piel, ligamentos y huesos (Price et al; 1982).
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Al compostar la mortalidad porcina, los animales muertos que son ricos en nitrégeno, se les adiciona
como fuente de carbono materiales como aserrin, tallos de maiz picados u otro material similar, para
promover la actividad metabdlica por parte de los microorganismos presentes en esta materia organica,
y asi permitir la degradacién de la misma. Las bacterias y hongos que se encuentran naturalmente en la
mezcla causan la conversion de estos componentes en acidos humicos, biomasa bacteriana, fungica,
presentes en el compost obtenido. Durante este proceso, el diéxido de carbono, el vapor de agua y el
calor entre otros, se generan como subproductos. En el compostaje de mortalidad, es esencial que
cada canal, grande o pequena, esté completamente cubierta y rodeada con el agente de carga para
permitir la interaccion completa de los materiales ricos en carbono y nitrégeno y absorber la humedad y
los olores liberados por la mortalidad. Durante el proceso de compostaje, debe ser utilizado un material
considerado como “llenante”, que sirve como un aislante para retener el calor y los lixiviados que se
generan durante la degradacion de la materia organica. Estos residuos son generalmente, vegetales no

maderables como viruta, hojarasca, poda, entre otros (Compost, 2011).

Los microorganismos mesdfilos y termofilos funcionan mejor entre gamas de temperaturas especificas,
los mesdfilos frecuentemente son los que generan calor suficiente para crear condiciones 6ptimas para
el grupo de termdfilos entre este se encuentran bacterias del género Pseudomonas sp y Bacillus sp y
hongos del género Aspergillus sp, Trichoderma, Pleurotus y Geotrichum (Berge et al; 2009), luego de
estos se da el paso a los termofilos, los cuales se evidencian en un aumento en la temperatura que
puede alcanzar hasta 70°C, especialmente actinomicetos (Streptomyces). Estos microorganismos son
nativos de los residuos a compostar y se encuentran involucrados de manera directa, ya que, son los

principales actores de la biotransformacion de sustratos organicos (Berge et al; 2009).

Trabajos realizados en el laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana,
han mostrado que Talaromyces sayulitensis HC1, tiene la capacidad de colonizar sustratos y
desintegrarlos mediante la produccion de enzimas celuloliticas, estas han sido empleadas en la
degradaciéon de residuos agricolas (principalmente en tamo de arroz), compuestos principalmente por
celulosa o hemicelulosa (Gutiérrez et al; 2015). Por otro lado, Galindo y Londofio (Galindo et al; 2005),
aislaron 13 cepas del género Bacillus sp, que poseen la capacidad metabdlica para degradar materia
organica, mediante la produccion de enzimas amiloliticas y proteoliticas, las cuales han sido usadas en
el compostaje de residuos sélidos organicos. Teniendo en cuenta lo anterior, la adicion de este hongo y
algunas de estas cepas bacterianas al proceso de compostaje de mortalidades, permitira la

degradacion de compuestos como residuos vegetales y materia organica presente. Por lo tanto, el
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objetivo de este trabajo es evaluar los efectos de un inoculante compuesto por Talaromyces
sayulitensis. HC1 y un consorcio bacteriano, en el proceso de compostaje de mortalidades porcicolas
(Chowdhury et al; 2013)

2. MARCO TEORICO

2.1 Compostaje

El compostaje es un proceso en el cual la materia organica urbana y agricola es transformada mediante
un proceso de degradacién en condiciones aerobias, controlando la humedad, temperatura y pH, para
obtener compost o abono organico, el cual se puede utilizar como fertilizante natural en suelo y de esta
manera aumentar la productividad del mismo (Meléndez y Soto, 2013). De igual forma, el compostaje
es una fuente de microorganismos responsables de la asimilacién de nutrientes que son absorbidos por
las plantas. Los diferentes tipos de microorganismos presentes en el proceso de degradacién son de
gran importancia debido a su metabolismo, ya que las enzimas viabilizan la degradacion de los

polimeros que constituyen los nutrientes (Rudnik, 2010).
2.1.1 Proceso del compostaje
El proceso de compostaje consta de 3 fases consecutivas:

La primera es la fase mesofilica. Esta fase ocurre aproximadamente en los primeros 25 dias del
proceso, en el cual la temperatura aumenta de 25°C-45°C empezando la degradacién de los residuos.
Esta degradacion se lleva a cabo por la actividad enzimatica de hongos y bacterias mesofilicas, los
cuales generan acidos organicos que disminuyen el pH del medio. Al final de la fase la temperatura
empieza a aumentar por las reacciones metabdlicas exotérmicas que se llevan a cabo, y se disminuye
la produccién de acidos organicos, es decir, el pH empieza a aumentar debido al producto obtenido en
la degradacion de las proteinas que genera el amonio; el pH tiene una variacion de 4.9 a 8.3. (Vakili et
al; 2010; Li et al; 2013).

La segunda es la fase termofilica. Esta fase ocurre entre los dias 30 y 130 dias del proceso de
compostaje en el cual aumenta la temperatura a 60°C o mas como resultado de la degradacion de la
materia organica por la accion de las bacterias y hongos. Los microorganismos presentes transforman
el nitrégeno en amoniaco lo que hace que el pH aumente obteniendo una variacion de 6.0 a 8.5
(Roman, 2013). Es de gran importancia mantener una aireacion en el proceso de compostaje; sin

embargo, se pueden generar gases como el sulfuro de hidrogeno. Los gases generados se ubican en
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zonas anaeroébicas en donde son mineralizados por la accién de microorganismos produciendo agua y
dioxido de carbono (Langston et al. 2002; Kalbasi et al. 2005).

Por ultimo, la tercera fase es la final o de enfriamiento. En esta fase, hay una disminucion de la
temperatura de 60°C — 45°C, se disminuye la velocidad de descomposicion de la materia organica y el
pH se neutraliza variando entre 6.5 a 7.5 y la relacién C/N es <20. Debido a las condiciones del medio
se favorece el crecimiento de microorganismos patdgenos y no patdégenos; los microorganismos no
patdgenos tienen una mejor asimilacion debido a que estos son mas tolerantes frente a condiciones de
humedad y pH (Langston et al. 2002; Kalbasi et al. 2005).

2.1.2 Propiedades fisico-quimicas del compostaje

Unas de las propiedades fisicoquimicas del compostaje es la temperatura. El aumento de esta es un
indicador de la actividad microbiana; sin embargo, la disminucion permite determinar el estado del
proceso de compostaje. Durante el compostaje se puede observar un rango amplio de temperatura que
evidencia el crecimiento de microorganismos mesdéfilos y termdfilos (30°C a 70°C). En el rango de
temperatura de 55°C a 70°C, se pueden inactivar microorganismos patégenos. La humedad es
necesaria para las actividades metabdlicas ya que permiten la degradacion de la materia organica, pero
el exceso de humedad puede generar condiciones de anaerobiosis que permiten la produccion de
metabolitos indeseable y olores durante el proceso, por lo cual, es de gran importancia el equilibrio
entre los materiales, presencia de material llenante y la aireacién (Suman et al, 2015). El valor de
humedad 6ptimo para el compost se encuentra alrededor del 55%, aunque puede variar dependiendo
del tamafio de residuos a utilizar, asi como del sistema empleado para realizar el proceso. Durante todo

el proceso se debe tener un rango de humedad entre 50 % a 80% (Roman, 2013).

Por otro lado, el pH es de gran importancia durante el proceso debido a que ademas de ser indicador
de la fase en la que se encuentra el proceso, puede inhibir la actividad de los microorganismos al tener
valores muy acidos o alcalinos. Durante la degradacion de la materia organica se producen acidos
organicos y amonio que favorecen el pH acido y alcalino, en un rango de 4,9 a 8,3. En el rango 6ptimo
de pH se evidencia que la mayor degradacion de la materia organica esta entre 6-8, por tal motivo para
mantener el pH en un rango deseado, se debe disminuir el tiempo del proceso del compostaje o
adicionar aditivos como soluciones amortiguadoras del pH (Kalbasi et al; 2005). Las reacciones
bioquimicas que se producen en el proceso de compostaje de mortalidad animal liberan NH, (base) y
CO, (acido), los cuales confieren funcion de buffer para lograr que el pH se encuentre en condiciones

Optimas para el proceso (pH) (pH 6ptimo para procesos de mortalidades porcicolas es de 6,5-8,0).
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Teniendo en cuenta que la fuente principal de la mortalidad animal es el nitrégeno, se deben adicionar
materiales como aserrin, viruta de madera, tallos de maiz o heno los cuales no solo modifican la
relacion carbono nitrégeno, sino que también tienden a disminuir la humedad que se presenta en la
mortalidad animal, absorben los lixiviados generados en el proceso y se mantiene la porosidad para
facilitar la entrada y salida de aire, la cual es fundamental para el proceso debido a que es un proceso
aerobio (Berg, 2009; Sun et al. 2015).

Y, por ultimo, se encuentra la relacién C: N, esta refleja el contenido de carbono y nitrégeno total
durante el proceso de compostaje, una relacion C: N aceptable oscila entre 25:1 a 40:1 (Owen et al.
2014).

2.2 inoculantes biolégicos

Los bio-inoculantes estan conformados por 2 o mas microorganismos, que por sus actividades
enzimaticas pueden estar clasificados como: biofertilizantes quienes promueven el acceso de las
plantas a los nutrientes disponibles en el entorno (Panda et al. 2016), aceleradores que aumentan la
concentracién microbiana presenta en la materia organica (nativa), por lo tanto, permiten llevar a cabo
la descomposicién de materia organica en menor tiempo (Vargas et al; 2016) y por ultimo, los
biocontroladores que son microorganismos que pueden ser fitopatbgenos o productores de
bacteriocinas, que se encargan de eliminar hongos y/o bacterias patdégenas en plantas y suelo, por lo
tanto, disminuyen el uso de los pesticidas y fungicidas. Los bio-inoculantes estan compuestos por
bacterias, hongos o ambos los cuales pueden emplearse de forma individual o en conjunto. Las
bacterias pueden acelerar el proceso y aumentar la cantidad de nutrientes que se encuentran presentes
al final del proceso, donde también los hongos degradan los residuos compuestos por celulosa y
hemicelulosa (Owen et al: 2014; Sarkar et al; 2014).

En la mayoria de los bio-inoculantes se encuentra el género Bacillus sp., que tiene como caracteristica
pertenecer a la familia de las bacterias Gram positivas, aerobias facultativas o anaerobias y en la gran
mayoria mesofilas (Fadzilah et al; 2015). Algunas especies de este género, tiene la capacidad de
hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas por medio de las proteasas y de igual forma tiene la
capacidad de hidrolizar el almidén y polisacaridos por medio de las proteasas (Elorrieta et al; 2002).
Con respecto a los hongos, Penicillium sp., tiene la capacidad de aumentar el proceso de compuestos
dificiles de degradar como la lignocelulosa y de esta manera obtener una mejor eficiencia en el proceso
(Wang et al; 2011). Sumando a esto, también tiene la capacidad de secretar enzimas como proteasa,
celulasa, amilasa y xilanasa las cuales son importantes para el proceso de degradacion durante todo el

proceso (Zeng et al; 2006)
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2.2.1 Acelerantes del compostaje

Los acelerantes de compostaje, son microorganismos aerobios como Bacillus sp., Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., los cuales aceleran la degradacion de los compuestos lignoceluloliticos durante el
compostaje (Van Fan et al; 2016; Cariello et al; 2010). Otros microorganismos, tienen la capacidad de
degradar compuestos lignoceluloliticos y promueven el desarrollo del compost (Ji 2005). La inoculacion
de dichos microorganismos permite la mejor de degradacién de la materia organica, lo que esta
relacionado directamente con el aumento de la descomposicion de los residuos (Sarkar et al; 2014;
Cariello et al; 2010; Matiz et al; 2015).

2.3 ANTECEDENTES

En un estudio realizado por Beidou Xi et al. (2015), se reportd que el compostaje es un método efectivo
para tratar los residuos organicos solidos, donde el uso de bio-inoculantes en el compostaje, aumenta la
actividad enzimatica microbiana, promoviendo la biodegradacion de la materia organica y acelerando el
proceso de compostaje. En el estudio realizado por Cariello et al (2010), se evalué un proceso control
sin bio-inoculante y un proceso con bio-inoculante frente a condiciones de humedad, T°, relaciéon C: Ny
pH durante un tiempo de 12 semanas. Se observé que en el compostaje final tuvo una humedad del
40% en el control y en el proceso bio-inoculado se obtuvo una humedad menor al 40%. Con respecto a
la T°, el proceso control alcanzé un T° maxima de 57°C, mientras que el proceso bio-inoculado, alcanzé
una T° maxima del 63°C en el mismo periodo de tiempo. En la relacion C: N, se observo que el proceso
control al final tuvo una relacion 20:1, mientras que el proceso bio-inoculado tuvo relacion 15:1. En
estudios anteriores, se reportdé que la inoculacion con bacterias y hongos permite la aceleracién del
proceso pasando de una fase mesofilica a termofilica, lo que da como resultado una mayor produccion

de sustancias degradadas al final del proceso y una mejor maduracion Cariello et al (2010).

En cuanto al compostaje de mortalidades porcicolas en Colombia, se lleva a cabo mediante una mezcla
de porcinaza fresca (humedad entre el 45-55%), material vegetal seco, cadaveres, placentas, entre
otros, (PORKCOLOMBIA, 2013). El proceso de degradacién ha sido conducido Unicamente por la
microbiota nativa, lo que ha generado un aumento en el tiempo de degradacion de esto compuestos.
Inicialmente, el compostaje de mortalidad se implementé en granjas de produccion avicola Song et al.
(2010), donde se observé que la inoculacién de cepas de Bacillus licheniformis y Streptomyces sp
acelera el proceso de degradacién de desechos de aves de corral (especialmente de las plumas),

ademas de aumentar la degradacion de queratina.
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Por otro lado, la inoculacién de microorganismos compuestos (CMs) (Bacillus, Pseudomonas,
Trichoderma, Trametes, Phanerochaete), en el compostaje de residuos provenientes de estiércol de
ganado vacuno, de estiércol de cerdo y residuos de biogas aumenta el grado de condensacion y
aromatizacion, por otra parte aumenta la cantidad y diversidad de microorganismos presentes de forma
natural en el proceso, ademas mejora la eficiencia de compostaje y mejora la calidad del compost
aumentando la fase termofila por lo cual hay mayor degradacion de materia organica Rodriguez et al
(2006).

De acuerdo con lo anterior, en este proyecto de investigacion se plantea evaluar el efecto de un
bio-inoculante constituido por dos cepas bacterianas termdfilas del género Bacillus sp, con actividad
amilolitica y proteolitica y una cepa fungica identificada como Talaromyces sayulitensis HC1. la cual
produce altas cantidades de enzimas celuloliticas y xilanoliticas, por ende, tiene la capacidad de

degradar residuos celuldsicos agricolas Gutiérrez et al (2015).

Con base en los antecedentes y lo reportado en la literatura, con el presente trabajo se pretende
responder la siguiente pregunta de investigacion ¢;Cual es el efecto de un bio-inoculante sobre la

degradaciéon de mortalidad en una granja porcicola ?

3. OBJETIVO
3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un bio-inoculante sobre la degradacion de mortalidad en una granja porcicola.
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4. METODOLOGIA

4.1 Ubicacion

Este proyecto se realizO en una granja porcicola tecnificada asociada a PORKCOLOMBIA, con
importantes niveles de produccioén, registrada ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) ubicada

en Fusa, Cundinamarca.
4.2 Produccion del bio-inoculante
4.2.1.Consorcio bacteriano

La produccién del bioinoculante se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la
Pontificia Universidad Javeriana. Se produjo el bioinoculante necesario para aplicar una dosificacion de

1 litro / t de residuos, en dilucion 1/5, por cuatro aplicaciones durante el proceso de compostaje.
Preinéculo

Se reactivaron las cepas 8AP y 12AP, a partir del banco de cepas del laboratorio de Biotecnologia
Aplicada, en agar combinado (ver anexo 1) y se llevaron a incubar a 55°C por 72 horas. Posteriormente,
se realizaron suspensiones celulares de cada cepa en 30mL de solucion salina al 0.85% (p/v), en
matraz de 100 mL y se igualo al tubo nimero 5 de McFarland, correspondiente a 10x10° Cel/mL y se

confirmé registrando absorbancia a 540 nm (Rodriguez et al. 2006).
Inéculo

Cada una de las suspensiones se mezclaron en un matraz con una capacidad 1000 mL y un volumen
de caldo combinado (ver anexo 1) de 540 mL, posteriormente fueron incubadas en las siguientes

condiciones: 55°C, 150 rpm durante 21 horas (Rodriguez et al; 2006).
Fermentacion discontinua

Se prepararon 5,4 L de medio combinado (ver anexo 1), a los cuales se agregaron 0,6 L de in6culo para
realizar la fermentacién discontinua con un volumen efectivo de trabajo de 6L, en un reactor de 10 L, en
las siguientes condiciones: 55°C, 18 horas, 155 rpm y 0,5 VVM. Después del tiempo propuesto se
detuvo el proceso del reactor y en 2 botellones estériles se cosecharon 6 L de bio-inoculante. A partir

del bio-inoculante se realizé coloracion de Gram, evaluacion de la biomasa por recuento en placa en
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agar combinado (ver anexo 1) y evaluacion de la actividad enzimatica proteolitica y amilolitica por
medio de la técnica TCA (Uwe et al. 1993; Hmidet et al; 2009) y DNS (Miller 1959) respectivamente
(Rodriguez et al; 2006) .

4.2.2 Cepa fangica
Produccion

La cepa fungica (Talaromyces sayulitensis HC1) se obtuvo del cepario de la Pontificia Universidad
Javeriana, se reactivo en agar PDA y se incubd durante 8 dias a 28°C. Posteriormente, se realizo el
preindculo raspando las esporas con solucién salina 0.85% (p/v) y tween 80 0.1% (p/v), se realiz
recuento de conidios a partir de camara de Neubauer, con el fin de ajustar la concentracion a 10*8
conidios/mL. Se obtuvieron 75 mL de condios que se agregaron a 750 mL de caldo almidén modificado
(se realizé por quintuplicado). Se incubé durante 10 dias a 28°C con 120 rpm. Después del tiempo
propuesto se detuvo la incubacion y se tomé una muestra con el fin de determinar la biomasa por
recuento en placa en agar PDA, concentracion de conidios por medio de camara de Neubauer. Asi

mismo, se evalué cuantitativamente la actividad celulolitica, mediante la técnica de DNS (Miller, 1959).
4.3 Montaje de cajones de compostaje

Se llevo a cabo el proceso de compostaje de la mortalidad, mediante el montaje de un control y un
tratamiento 1, cada uno por triplicado, siendo el control el proceso que tradicionalmente se llevé a cabo
en la granja. El tratamiento 1 tuvo la adicion de bioinoculante acelerante, mayor frecuencia en los
volteos e incorporacién de 5 tubos de PVC con perforaciones, para alcanzar una mayor disponibilidad
de aire. Adicionalmente, se modificaron las proporciones de los materiales para alcanzar una mejor
relacién C/N al inicio del proceso. Para el proceso se empled 6 cajones bajo cubierta, compuestos de
guadua rustica de dimensiones de 1.0 mts de alto x 1.0 mts de ancho x 1.20 mts de largo. La

disposicién de los materiales se realiz6 como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Disposicion de los residuos organicos en los tratamientos experimentales.

Tratamientos %Mortalidad %viruta %Estiércol Adicion
animal bio-inoculante

Control 54,99 20,26 24,75 Ausente

1 4511 33,33 21,55 Presente
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4.3.1 Inoculacion

El bio-inoculante acelerante conformado por las bacterias y el hongo, tuvo una concentracién bacteriana
de 10x10° UFC/ImL y de hongo 10® conidios/mL y fue aplicado 1 litro/ por tonelada de residuo, diluido %
(Matiz et al. 2015).

4.4 Manejo y evaluacién del proceso de compostaje

El T1 se volteo manualmente, cada 15 dias hasta alcanzar 45 dias de proceso. El control no tuvo volteo
a los 45 dias, como se realizan tradicionalmente en la granja. Se tomaron muestras de cada una de las
réplicas tanto del control como el T1 al inicio, mitad y final del proceso y se les realiz6 los siguiente
analisis:

4.4.1 Analisis de las caracteristicas microbiolégicas
En el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Pontificia Universidad Javeriana se determiné la

presencia Salmonella sp mediante el NMP (Usepa 2006) y se realizé recuento de Coliformes.

Método De Numero Mas Probable (NMP) para Salmonella sp.
e Procesamiento de Las Muestras.

Se pesaron 30 g de la muestra lo cual fue agregado a 270 mL de agua peptonada bufferada y se agité
para homogenizar la muestra. Posterior a esto se realiz6 diluciones: La serie de 5 tubos tenian 10 mL
de TSB tres por cada uno. A estos se les agregd 2 mL de la muestra homogenizada. La serie de 5
tubos tenian 5 mL de TSB tres por cada uno. A estos se les agregé 10 mL de la muestra
homogenizada. La serie de 5 tubos tenia 10 mL de TSB uno por cada uno. A estos se les agrega 1 mL
de la muestra homogenizada. Se llevaron a incubar los tubos por 24 + 2 horas a 36°C + 1.5°C. Después
del tiempo de incubacion, se colocaron 5 gotas de 30 uL de cada uno de los tubos TSB en una caja de
Petri con medio Rappaport Vassiliadis Semisélido (MSRV) . No invertir las cajas. Se dejo que las
gotas se absorbieran en el medio durante aproximadamente una hora a temperatura ambiente y se
llevaron a incubar a 42°C = 0.5°C durante 16 a 18 horas. Después del tiempo de incubacion, se
revisaron las cajas para observar la motilidad que rodea las gotas; para una motilidad positiva se
observa un "halo blanquecino” de crecimiento aproximadamente de 2 cm desde el centro de la mancha.
Usando un asa, se tomd muestra en un halo desde el borde exterior de una colonia del medio MSRV y
se aislo en una caja de Petri con medio selectivo para Salmonella (agar hektoen, XLD o chromagar). se

llevé a Incubar las cajas del agar selectivo durante 24 horas a 36°C £ 1.5°C.
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e Determinacion total de sélidos
Determinacién del porcentaje de peso en seco: cuando los resultados de la muestra se calcularon en
base al peso seco, una segunda porcidén de la muestra se peso al mismo tiempo que la porcion utilizada
para la determinacidén analitica. Inmediatamente después de pesar la muestra para el examen
microbioldgico, se pesaron 4 g de muestra en un crisol embreado o plato de evaporacién de aluminio.
se seco esta alicuota durante la noche a 103 ° C a 105 ° C. se dejo enfriar en un desecador antes de

pesar. Posteriormente se calcul6 el % de peso seco.
Recuento de Coliformes

Recuento de E.coli

De la muestra previamente homogenizada se tomé 1 mL y se realizaron diluciones seriadas 10", 102
y 107 . Para realizar el recuento en placa en profundidad, se tomé 1 mL de cada dilucién y se sembro
en una caja petri vacia. Se sirvidé en agar cromogénico y se movié la caja de forma que la muestra y el

agar se homogenice. Posteriormente se llevé a incubar a 35°C por 24 horas.

Recuento de Clostridium sp.

De la muestra previamente homogenizada se tomé 1 mL y se realizé diluciones seriadas 107", 102,
107, 10*y 107°. Para realizar el recuento en placa en profundidad, se tomé 1mL de cada dilucion y se
sembro en una caja petri vacia. Se sirviéo en agar SPS y se movio la caja de forma que la muestra y el
agar se homogenice. Las cajas se pusieron en camara de anaerobiosis, con su respectivo sobre e

indicador de anaerobiosis. Posteriormente se llevé a incubar a 35°C por 24 horas.

e Protozoos y Helmintos de origen animal
Para la determinacién de la presencia de larvas de parasitos, huevos, quistes, y protozoarios, se

realizaron mediante las siguientes técnicas:

- Método directo
En una lamina portaobjetos se adiciono una gota de solucién salina (0,85%) vy al otro lado una gota de
lugol. Luego, se afadioé a cada lado una pequefia muestra y se homogeneizé. Se colocé una laminilla
cubreobjeto sobre cada preparacién (lamina-muestra-laminilla) Finalmente, se observd bajo el

microscopio optico con el objetivo de 10 y 40 X. (Laboratorio de parasitologia PUJ, 2016)

- Método de flotacion
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Se tomod la muestra y se depositd en un frasco de compota (2 g preferiblemente o la cantidad posible).
Se agregd suficiente solucion de Mcmaster y se agitd hasta homogeneizar la muestra (solucion
ligeramente acuosa). En seguida, la solucion + muestra se filtré6 por medio de una gasa doblada varias
veces que fue colocada en un embudo. El filtrado se recibié en un tubo de ensayo llenandolo hasta el
borde formando un menisco y se coloco una laminilla que hizo contacto con el filtrado. Se dejé en
reposo por 30 minutos , posteriormente se retird la laminilla y se colocd sobre una lamina portaobjetos
(con o sin solucién salina y/o lugol) para su observacion bajo el microscopio 6ptico. Se observé bajo el

microscopio optico con el objetivo de 10 y 40 X. (Laboratorio de parasitologia PUJ, 2016)

- Método de sedimentacion
Se tomo la muestra y se depositdé en un frasco de compota (10 g preferiblemente o la cantidad
posible).Se agregé suficiente agua y se agito hasta homogenizar la muestra (solucion ligeramente
acuosa). En seguida, la solucién + muestra se filtr6 por medio de una gasa doblada varias veces que
debe ser colocada en un embudo. El filtrado se recibio en un tubo de ensayo y se dejé en reposo por 45
minutos. Se descartd el sobrenadante y se agregé agua nuevamente, se homogeneizo y se dejé en
reposo por 30 minutos. Posteriormente se descartd el sobrenadante y con una pipeta pasteur se
recogid muestra del sedimento. En una lamina portaobjetos se adiciono una gota de solucién salina
(0,85%) vy al otro lado una gota de lugol y sobre ellas se puso una gota del sedimento. se observo en el

microscopio optico con el objetivo de 10 y 40 X. (Laboratorio de parasitologia PUJ, 2016)

4.4.2 Analisis caracteristicas fisico-quimicas
Las muestras del compost se llevaron a un laboratorio de referencia con registro ICA, con el fin de
determinar el carbono organico total, el nitrégeno total, pH, la relacién carbono nitrégeno, la capacidad

de intercambio catiénico, y el porcentaje de humedad.

5. ANALISIS ESTADISTICO

De acuerdo a las variables obtenidas se realizaron determinaciones mediante estadistica descriptiva y
se realizaron analisis de varianza entre tratamientos para establecer si existen o no diferencias
significativas. Teniendo en cuenta lo anterior, como modelo estadistico, para el analisis de los
resultados obtenidos en cada tratamiento se aplicd el coeficiente de asimetria para observar la
distribucion normal de los datos; si los datos presentan una distribucién normal se aplico la prueba F y
para determinar la mejor mezcla se aplico6 ANOVA de una via (statistix). Asi mismo, la prueba de
Kruskal Wallis.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion de la actividad biolégica del Bio-inoculante

La Norma Técnica Colombiana (NTC) 5842 del 2011 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
indica que los microorganismos transformadores de materia organica clasificados dentro de los
inoculantes biolégicos, deben presentar una pureza minima del 95% y no deben contener
microorganismos contaminantes, patégenos de animales, humanos o plantas. Adicionalmente como
requisito de su elaboracion debe tener una concentracion minima 1x 10*6 UFC/mL, y asi mismo

presentar actividad enzimatica proteolitica, celulolitica o amilolitica.

Las tinciones de Gram realizadas al consorcio bacteriano que hace parte del bioinoculante compuesto,
mostraron la presencia de Bacilos Gram positivos, siendo esta la microscopia esperada, lo que indica
que no hay contaminacion con otro tipo de microorganismos. Por otra parte, la evaluacion de la
biomasa indicé un recuento de 1x10*7 UFC/mL lo que concuerda con lo exigido en la NTC. Se debe
tener en cuenta que los lotes 1 y 2 corresponden a un solo tratamiento, lo que quiere decir un

bioinoculante

En cuanto a la actividad enzimatica se observa actividad proteolitica donde disminuye 294000 unidades
en el segundo lote, mientras que la actividad amilolitica se mantiene y lo que aumentd en el lote 2
fueron valores minimos (figura 1). La diferencia puede deberse a la presencia de entrada de flujo de

aire (0,5 VVM) y agitacion en el primer lote, mientras que el segundo lote solo presentaba agitacion.

3x 1095 - 8000
e UP/L
mex  UA/L
! - 6000
2x 1095+ T —
d B o C
% -4000 2>
=
1x 10095
- 2000
0 0

i b
Lote 1

Figura 1. Actividad proteolitica y amilolitica de los dos lotes del consorcio bacteriano del bioinoculante.
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Uno de los factores mas limitantes en la actividad de las proteasas y amilasas del género Bacillus es la
aireacion. Cuando se presentan niveles bajos de aire puede disminuir la formacion de biomasa y la
utilizacion de los sustratos, o que genera niveles bajos de produccion enzimatica. Adicionalmente, se
ha visto que cuando se emplea agitaciéon y entrada de flujo de aire existe mayor eficiencia en la
produccién de las enzimas. Lo que puede explicar por qué se presenta mayor produccién proteolitica en
el lote 1 con respecto al lote 2. Asi mismo, se ha evidenciado que cuando se emplea Unicamente
agitacion, se pueden presentar problemas en la transferencia de oxigeno, por lo cual no se puede
satisfacer la demanda de este para la formacion de productos (Singh et al; 2014; Nikiforova et al.;
2016).

En diferentes estudios se ha demostrado que la produccién de amilasas y proteasas se ve afectada por
una variedad de factores fisico quimicos, donde se incluye el tipo y composicion del sustrato, el tiempo
y la agitacién, la concentracién y el tipo de las fuentes de carbono y nitrégeno (Blanco et al.2016).
Teniendo en cuenta lo anterior, se ha reportado que para algunas especies de Bacillus las amilasas son
producidas desde la fase exponencial mientras que las proteasas se producen al final de esta fase, lo
cual se ha atribuido a obtener nutrientes de supervivencia para una fase post-exponencial (Mukhtar &
Haqg 2012).

La actividad proteasa esta estrechamente relacionada con el ciclo del N y cataliza la hidrélisis de las
proteinas al amoniaco, actuando sobre los sustratos de polipéptidos de cadena corta. La actividad de la
proteasa aumento y se mantuvo en los 2 lotes (figura 1), debido a la eliminacién del amoniaco a través
de la aireacion. De lo contrario, el amoniaco puede actuar como un inhibidor, ya que es el producto de

las reacciones hidroliticas catalizadas por las ureasas y las proteasas (Paut et al; 2008).

En cuanto a la cepa fungica presenta un recuento de conidios de 1,3 x 10 *6 conidios /mL, estos
resultados cumplen con el requisito de concentracién minima de microorganismos presente en el
bioinoculante de la NTC 5842. Se evidencio la produccién de celulasas por parte de Talaromyces
sayulitensis HC1 obteniendo 4000 UC/L y 5000 UC/L (figura 2), respectivamente. Es de importancia la
actividad celulolitica presentada por parte del hongo en el bioinoculante, de tal manera que las enzimas
producidas puedan hidrolizar la viruta presente en los cajones de compostaje. La viruta de madera

presenta en su composicion celulosa, hemicelulosa y lignina (Sjostrom, 2013).
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Figura 2. Actividad celulolitica de los dos lotes de la cepa fungica (Talaromyces sayulitenses HC1).

En estudios realizados demuestran que el hongo es capaz de producir enzimas como B — glucosidasa

donde la induccién de estas se da principalmente por la presencia de celobiosa u otros oligosacaridos
presentes ( Bennet 2014). Otro estudio realizado por Correa (2016), encontré que el al utilizar como
sustrato cascarilla de cebada, Talaromyces sayulitensis. HC1 produce endoglucanasas (954,3 U/L),
celobiohidrolasas (103,3+1 U/L) y B 1,4-D-glucosidasas (4490U/L).

6.2. Evaluacion de la efectividad del bioinoculante en el proceso de compostaje

6.2.1. Evaluacioén de parametros fisico-quimicos

6.2.1.1 Comportamiento del pH

El pH es un parametro muy importante siendo indicador del estado de degradacion de la materia
organica durante el proceso de compostaje, y asi mismo el pH en el compost obtenido permite

establecer si es posible su uso en campo (Wang et al; 2015).
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Figura 3. Comportamiento del pH en funcién del tiempo, para el control y tratamiento. *significancia
p=0,05

Durante el proceso de compostaje el pH en el tratamiento disminuy6 de 8.8 a 6.5 (Figura 3), donde se
logra evidenciar que se estaba llevando a cabo la transformacion de la materia organica. Inicialmente
presentan valores de pH alcalinos lo que indica la presencia de tejido animal, la degradacion de
proteinas presentes (lo que generd amonio), y a la descomposicion de los acidos organicos presentes
en los primeros dias del proceso (Warman et al; 2005). A medida que avanza el proceso estos valores
se vuelven a un pH cercano a la neutralidad (6.5 -7), esto puede ser debido a la alta cantidad de
proteinas presentes en las materias primas, lo que permite una mayor produccién de compuestos
alcalinos (Pan & Sen 2013, Nakasaki & Hirai; 2017).

El 6ptimo rango de pH se encuentra entre 6.5 - 8 donde se evidencia mayor degradacion de la materia
organica (Knauer et al. 2013), como se logro evidenciar en el tratamiento a diferencia del control, el cual
se mantuvo por todo el proceso de compostaje en pH alcalino (8.5 - 9.2), esto se pudo haber
presentado porque la fase termofilica es tan prolongada que ocurre la degradacion de proteinas y

amonificacion. (Oviedo et al; 2014).

La adicion de microorganismos al proceso de compostaje permite mayor actividad enzimatica por lo
cual, se favorece la degradacion de la materia organica; las bacterias del género Bacillus sp inoculadas
producen proteasas que actuan a pH de 6.0 -9.0 con éptimo de 7, mientras que las amilasas presentan
mayor actividad en un rango de pH 6.0-8.0 (Kumar et al; 2010; Panda et al; 2016; Padmapriya &
Williams 2017). Mientras que el hongo del género Talaromyces produce celulasas que presentan su

mayor actividad en un rango de pH de 5.0 -6.5 (Muthukrishnan, 2017).
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De acuerdo a lo anteriormente mencionado, se observa que en el tratamiento (figura 3) se estaba
llevando a cabo una mineralizacion adecuada de la materia organica, donde se favorecié las
actividades enzimaticas del bioinoculante favoreciendo la disponibilidad de nutrientes, observando
diferencias significativas frente al control. Por otra parte, la NTC 5167 del 2011, indica que un abono
organico obtenido a partir de la estabilizacion de residuos animales, vegetales o residuos sélidos debe
presentar un pH mayor a 4 y menor a 9. Basado en lo anterior, el producto obtenido a partir del
compostaje cumple con este parametro para ser empleado como abono organico, ya que el pH final

presentado en el tratamiento es de 6.5.
6.2.1.2 Comportamiento de temperatura

Durante el proceso de compostaje se observaron cambios de temperatura en el tratamiento (figura 4)
donde en el dia 20 se alcanzaron temperaturas mayores a 40°C lo que corresponde a la fase termofilica

, esta etapa ocurre entre los 20 y 30 dias del proceso de compostaje.
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Figura 4. Comportamiento de la temperatura, durante el tiempo del proceso del compostaje en el
control y tratamiento. * significancia p<0, 05

Como se evidencia en la figura 4 se presenta un aumento de la temperatura en los 20 dias del proceso
en el tratamiento, a diferencia que el control el cual tardé mas dias de proceso en el aumento de la
temperatura. Este aumento indica que se esta presenciando una fase termofilica, se favorece la tasa de
degradacién de materia organica por parte de los microorganismos. Lo cual es realizada por hongos y
bacterias termofilicas. En un estudio realizado por Teodoro & Martins (2000), se afirman que bacterias
del género Bacillus sp sintetizan amilasas a temperaturas entre 45 y 55°C, teniendo actividades 6ptimas
en pH ligeramente acidos (figura 3), en otro estudio reportado por Uyar et al. (2011), especies del

genero Bacillus sp y de Talaromyces un rango optimo de temperatura para sintesis de proteasas y
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celulasas es entre 30 y 60°C, como se logra evidenciar en la (figura 1y 2), el bioinoculante compuesto
por un consorcio bacteriano y cepa fungica presentaba tanto actividad amilolitica como proteolitica y
celulolitica. Cabe resaltar que el incremento se debe a la generacion de calor producto de reacciones
exotérmicas por la rapida degradacién de compuestos organicos por parte de los microorganismos.
Adicionalmente, la prolongacion de altas temperaturas durante varios dias indica una degradacion

eficiente durante el proceso (Wang et al; 2011; Zhang et al; 2011).

Después de la fase termdfila se observd una disminucion gradual hasta llegar a una temperatura
ambiente (30°C), donde se evidencio la maduracién del proceso dias antes que el control,
respectivamente. La disminucion se puede haber presentado por la baja disponibilidad de nutrientes, lo
que conlleva a una baja actividad microbiana y en la produccién de calor. Por otra parte, el retorno de a

las condiciones ambientales indica que el compost es estable (Nolan et al; 2011; Wang et al;2011).

En cuanto a los demas parametros fisico-quimicos, esta tendencia de la degradacion de la materia
organica en el tiempo establecido de compostaje y la efectividad del bioinoculante compuesto, no se ve
reflejada en el tratamiento comparado con el control, en los cuales no se evidencia diferencia
significativa (tabla 2). Esto se pudo haber presentado probablemente porque hubo contaminacion
cruzada en el momento de toma de muestras para la realizacién de estos analisis, debido a la poca
disponibilidad de espacio en la construccion de los cajones dispuestos para el compostaje, por estas
razones no se evidencio lo esperado en los parametros fisicoquimicos y que si evidencian los
resultados de temperatura, pH y microbioldgicos. Cabe resaltar que Las proporciones de adicién de
material tanto en el tratamiento como en control son diferentes, que hace que la relacion C/N sean
distintas. En el control la relacion C/N fue desequilibrada, ya que se agregé mayor cantidad de
nitrégeno que de carbono (tabla 1), en comparacion con el tratamiento donde la relacion de C/N fue
mas equilibrada con adicion de carbono y nitrégeno de acuerdo a lo reportado en literatura, donde
mencionan que la relacion C/N de inicio de un proceso de compostaje debe estar en un rango de 25:1 -
30:1 (Knauer et al; 2013)

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas y micronutrientes evaluados en el tiempo de compostaje (0, 30 y
45 dias).

Tabla 2.1 Resultados fisico — quimicos del dia 0 del proceso

R. insoluble

Dia 0 Humedad Cenizas P. volatilizacion acido CIC CIC/CO
Control 52,233 27,467 20,300 22,733 59,100 161,600
+9,620 +1,677 +7,957 +4,954 +1,744 +4,927
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Tratamiento 15,767 25,633 58,567 40,967 63,267 175,000
+2,290 ++1,429 +1,305 +0,603 +5,613 +6,844

**Entiéndase el + cdmo la diferencia entre los datos.

Dia 0 COT oxidable pH Densidad C.E Relaciéon C/N NOT
Control 36,533 8,077 0,287 0,717 11,267 3,250
10,777 +0,067 +0,049 10,322 10,907 10,295

Tratamiento 36,233 8,067 0,327 0,697 11,400 3,187
14,200 +0,117 +0,006 +0,299 +0,173 +0,398

**Entiéndase el + cdmo la diferencia entre los datos.

Dia 0 Cd Ca Cr Mg Ni Pb K Na
2,032 5,710 1,020 1,930 1,399 0,00 1,125 0,219
+1,173 10,981 0,589 +0,118 1,111 0,000 0,291 0,082
0,00 5,837 2,312 2,924 4,060 0,568 1,264 0,212
+0,000 0,676 £1,335 10,961 2,620 0,328 0,067 0,015
**Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.

Control

Tratamiento

Dia 0 Mn S Br P total Zn Cu Fe
Control 0,042 0,323 6,567 5,940 0,062 0,012 0,067
+0,001 0,038 0,862 +1,389 +0,004 +0,001 0,044
0,044 0,310 6,500 6,213 0,077 0,011 0,078
+0,003 10,250 +0,458 0,631 +0,006 +0,000 0,006
**Entiéndase el £ como la diferencia entre los datos.

Tratamiento

Tabla 2.2 Resultados fisicoquimicos del dia 30 del proceso

Dia 30 Humedad  Cenizas  P.volatilizacién  ° '2:;':""6 cic cicico
Control 27,867 31,267 40,867 49,467 59,400 180,967
+13,103 +4,786 +17,884 +8,597 +10,461 +45,704
Tratamiento 13,870 19,733 66,433 48,067 64,033 190,733
+3,803 +6,236 +2,468 +4,119 +6,959 +33,431
**Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.
Dia 30 COT oxidable pH Densidad C.E Relacion C/N NOT
Control 33,300 7,987 0,393 0,488 13,900 2,897
+3,477 +0,170 +0,110 +0,172 +8,669 +1,230
Tratamiento 33,867 7,943 0,313 0,357 12,500 2,743
+2,665 +0,236 +0,038 +0,052 +1,732 +0,385
**Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.
Dia 30 Cd Ca Cr Mg Ni Pb K Na

0,868 0,436 9,333 3,037 15,300 3,303 2,200 0,231
+0,103 10,084 +2,458 +0,456 +3,568 +3,658 +1,044 10,094
Tratamiento 0,729 0,463 8,033 2,738 10,050 0,00 1,750 0,164

+0,088 +0,037 +1,815 +0,056 +5,803 +0,000 0,501 0,073
**Entiéndase el = como la diferencia entre los datos.

Control

Dia 30 Mn S Br P total Zn Cu Fe

0,077 0,200 0,001 7,097 1,080 0,019 0,130
+0,012 40,071 +0,000 +1,982 +0,041 +0,003 +0,050
0,066 0,173 0,009 7,443 1,043 0,013 0,120
+0,008 10,074  +0,007 +0,357 +0,198 +0,003 +0,009

Control

Tratamiento
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**Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.

Tabla 2.3 Resultados fisicoquimicos del dia 45 del proceso

R. insoluble

Dia 45 Humedad Cenizas P. volatilizacién acido CIC Cic/co
Control 41,30 28,13 30,53 27,00 52,10 186,67
+ 21,209 + 3,201 + 18,968 + 9,289 + 11,130 + 65,987
Tratamiento 15,4 23,6 61,0 40,0 454 140,7
+ 1,852 + 3,911 +4,943 +1,877 + 23,604 + 86,048
**Entiéndase el £ como la diferencia entre los datos.
Dia 45 COT oxidable pH Densidad C.E Relaciéon C/N NOT
Control 29,10 8,45 0,33 0,37 7,73 3,98
+ 3,637 + 0,302 +0,042 + 0,056 + 1,861 +1,413
33,7 7,7 0,3 0,9 10,3 3,3

Tratamiento + 8,248 +0,914 + 0,040 + 0,726 + 1,457 + 0,380

**Entiéndase el + cdmo la diferencia entre los datos.

Dia 45 Cd Ca Cr Mg Ni Pb K Na
0,56 0,32 6,16 2,37 11,84 4,48 1,55 0,18
+0,197 +0,026 *+4,093 +0451 7,409 +1400 0,660 0,047
0,8 0,3 4.1 2,1 9,8 1,9 1,2 0,2
+0,480 +0,112 +£2,369 #0257 +2,702 +1419 0,505 +0,096

**Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.

Control

Tratamiento

Dia 45 Mn S Br P total Zn Cu Fe
Control 0,06 0,14 0,00 6,77 0,84 0,02 0,12
+0,014 0,025 +0,000 +0,918 +0,142 +0,009 +0,048

0,0 0,2 0,0 5,8 0,7 0,0 0,1
+0,025 +0,099 +0,000 +1,527 +0,236 +0,003 +0,003
*Entiéndase el + como la diferencia entre los datos.

Tratamiento

6.2.1.3 Caracteristicas cualitativas del tratamiento y control

Las caracteristica cualitativas o especificas, fueron consideradas como aquellas que se evidenciaron
durante el proceso de compostaje como: textura, visualizacion de la degradacién de la mortalidad,
presencia de larvas, presencia de moscas, emision de olores, entre otros . Las caracteristicas que
permitieron evidenciar una diferencia entre el proceso control y tratamiento (ver anexo 3) son las

siguientes:

-> Después de finalizado el proceso de compostaje, en el control se observaba presencia de tejido
animal aun sin degradar, a diferencia del tratamiento ya no se observaban este tipo de

estructuras.
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= Durante el proceso de compostaje en el tratamiento se mantuvo aireacién mediante volteos
cada 15 dias y la presencia de tubos de PVC, con perforaciones que permitieron la entrada de
aire, mientras que el control no se llevé a cabo ningun mecanismo de aireacién. Lo anterior
influyé en la homogeneizacion del material que fue evidente en el tratamiento y en la aireacion
constante, que es un factor importante teniendo en cuenta que los microorganismos que hacen

parte del bioinoculante y el compostaje son aerobios.

= El contenido de humedad disminuy6é en el tratamiento, esto pudo deberse a la actividad
microbiana y la pérdida de agua por evaporacion y esto se evidencio finalizando el proceso de
compostaje, a diferencia del control donde aun llegando al final del proceso se observaba
presencia de lixiviados, lo que puede causar disminucion en la mineralizacion de la materia
organica, también pueden producir zonas de anaerobiosis y microaerofilia que generan gases
efecto invernadero como éxido nitrico y nitroso (proceso de desnitrificacion) y metano por la
mineralizacion de compuestos como la celulosa o el almidon (Stres et al; 2008; Makan et al.
2013; Misra et al; 2016).

Por tal razén la adicién de viruta se realiza para disminuir el contenido de humedad, ya que
permite absorber el agua que presenta y libera la mortalidad porcicola (Bonhotal et al; 2014).
Por esta razén se adiciono un porcentaje mas alto de viruta en el tratamiento que en el control
(tabla 1).

6.2. 2 Evaluacion de parametros microbiolégico

6.2.2.1 Salmonella spp.

Se evalud la presencia de Salmonella spp y recuento de coliformes totales, en las materias primas
(mortalidad de cerdos, porcinaza y viruta) y durante el proceso de compostaje (Datos obtenidos de los

laboratorios de alimentos de la universidad javeriana, 2018).

Los resultados encontrados en el analisis de Salmonella spp con respecto al dia 30 del proceso de
compostaje fue de 0.65 NMP/4g (figura 8) evidenciando la presencia de Salmonella spp. En el dia 45 el
cual fue finalizado el proceso de compostaje se observé un aumento de la concentracidon de Salmonella

spp de 0.67 NMP/4g. Se presentd ausencia/30g.
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Figura 5. Evaluaciéon de Salmonella spp. NMP/4g de materias primas. A) dia 0 B) dia 30 C) dia 45
* significancia p<0,05

Se reportd presencia de Salmonella spp, tanto en las materias primas y durante el proceso de
compostaje. EI aumento de Salmonella observado al final del proceso (dia 45) se pudo haber
presentado porque el proceso de compostaje esta llegando al punto de maduracién, las temperaturas
que se encuentran en 55°C (fase termdfila) empiezan a disminuir a temperatura ambiente, cuando se
da esta estabilizacidon de temperatura se puede presentar una re contaminacion de la pila por

microorganismos patdgenos (Casco & Herrero 2008).

Con respecto al dia 30 del proceso de compostaje, el tratamiento en comparacion con el control, se
evidencié una disminucion de Salmonella (figura 5) esto se pudo presentar es porque una de las
principales funciones del compostaje es la eliminacién o disminucion de microorganismos patégenos.
También porque se observa un aumento de la temperatura a 55°C (figura 4) presente durante el
proceso, permite eliminar o disminuir indicadores sanitarios como coliformes fecales y Salmonella,
ademas de distribuir patdégenos presentes en sustratos como la porcinaza (Bernal et al. 2009; Rashad
et al. 2010; Sundberg et al. 2011).

La NTC 5167 del 2011, indica que se debe presentar ausencia/25 g muestra de Salmonella, los

resultados obtenidos cumplen con este requisito.
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6.2.2.2 Coliformes totales

Para el caso de los coliformes totales, en el dia 45 final del proceso de compostaje, se evidencio una
disminucion de coliformes en el tratamiento (figura 6) de 3.894 unidades logaritmicas (UL) en

comparacion con el dia 0 que arranco con un recuento de coliformes de 6.386 UL.
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Figura 6. Recuento coliformes totales durante el proceso. A) dia 0 B) dia 30 C) dia 45

La disminucion de recuento de coliformes en el dia 45 se pudo haber presentado, porque hay poca
materia organica o sustratos facilmente degradables para este tipo de microorganismos, cuando se
presenta sustratos complejos, los coliformes no pueden hacer uso de la degradacion de estos y

aparecen en las fases finales del compostaje (Topal et al. 2016).

Los coliformes crecen en el compostaje si el proceso se realiza a temperaturas de 37°C (Jones et al,
2003). En la norma NTC 5167 de 2011 en el parametro de coliformes totales se estipula como

requisito <1000 NMP o UFC/g o ml, donde se observa que no cumple con la norma establecida.

5.2.2.3 Clostridium sp.

En cuanto al recuento de Clostridium spp, durante el proceso de compostaje en el dia 30 se observé un

aumento considerable de Clostridium de 5.500 UL en comparacion con el control. A diferencia del dia

45 que disminuy6 a 4.500 UL (figura 7).
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Figura 7. Recuento de Clostridium durante el proceso. A) dia 0 B) dia 30 C) dia 45
* significancia p<0, 05

Se debe tener en cuenta que el proceso de compostaje por si mismo no logra destruir la concentracion
de esta bacteria, la cual es esporulada, por lo que las temperaturas del compost no garantizan su
completa eliminacién; sin embargo, se observé disminucion (figura 7). En Colombia, en la norma NTC
5167 de 2011 no se hace referencia a Clostridium spp. como parametro de evaluacion
microbioldgica. La reduccion de Clostridium spp en el proceso de compostaje se debe a los volteos
realizados durante su elaboracion donde se permite la oxigenacion en el proceso que favorece la
multiplicacién del bioinoculante y al ser Clostridium spp un microorganismo anaerobio se ve
inhibido frente al oxigeno que se vuelve toxico para este. Cabe resaltar que la heterogeneidad

de las muestras, puede generar también la presencia de Clostridium spp (Matiz et al. 2017).

El proceso de compostaje adecuado, destruye eficazmente los patdégenos vegetativos por las altas
temperaturas (>60°C), sin embargo, se han reportado esporas de algunas especies de Clostridium
que son altamente resistentes a la temperatura, desecacién, asi como a varios productos
quimicos y desinfectantes. Por lo tanto, las esporas de estas especies de Clostridium pueden

sobrevivir en compost, incluso después del tratamiento de compostaje (Usui 2017).
6.2.2.4 Protozoos y Helmintos de origen animal

Dada la composicién material compostado (mortalidad con 6rganos intestinales y restos fecales), se
esperaba abundante presencia de parasitos gastrointestinales (PGIl); sin embargo, los resultados
obtenidos por los métodos de sedimentacion y flotacion, evidenciaron la presencia de quistes de

Balantidium coli (B. coli), y huevos de Ascaris suum (A. suum) y Strongylus spp.
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Como se presenta en la figura 8(A) hubo presencia de quistes de B. coli en el control en las tres épocas
evaluadas. Sin embargo, al comparar con el tratamiento se observa que solo hay presencia del parasito
en el dia 30. Asi mismo, en la figura 8(B) se presentan los resultados de A. suum teniendo presencia en
el control solo en el dia 30 y en el tratamiento se presenta un aumento en este mismo dia en donde
hubo una diferencia significativa con un P valor <0,05. Por ultimo, en la figura 8(C), se evidencia que en

el control no hubo presencia de Strongylus sp, en comparacion del tratamiento en donde se presentd a

los 30 y 45 dias del muestreo.
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Figura 8. Presencia de quistes compatibles con B. coli (A) y huevos compatibles con A. suum (B) y

Strongylus sp.(C) en el proceso de compostaje. * significancia p<0, 05

Balantidium coli tiene como hospedero principal el cerdo. Este parasito puede encontrarse en forma de
trofozoito o como quiste; en los resultados obtenidos se encontro la presencia del parasito en forma de
quiste al los 30 dias del tratamiento. En la literatura esta reportado que distintos factores como el pH'y
la temperatura pueden influir en la persistencia del parasito en el ambiente (Betancur et al; 2017). A los
30 dias del proceso ya se habia alcanzado la maxima temperatura y el pH se estaba empezando a
acidificar, por lo cual el quiste le puede conferir resistencia de tal forma que tenga la capacidad de

permanecer por mas tiempo en tratamiento.
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En la literatura esta reportado que los huevos de A. suum se pueden inactivar a una temperatura de
45°C (Arianne L et al; 2018), lo que se puede relacionar con los resultados obtenidos en el dia 0 del
proceso en donde, en comparacion con el dia 30 es menor, esto puede deberse a una inactivacién a

causa de la temperatura, debido a que la maxima alcanzada (49°C) fue superior a la reportada.

Como se presenta en la figura 8, hay un aumento de protozoos y helmintos a los 30 dias del
tratamiento. Esto puede deberse a que probablemente en el muestreo, en los volteos realizados o en la
disposicién de los cajones se presentd contaminacion cruzada con protozoos como Eimeria sp, €
Isospora sp, y/o con helmintos como Trichinella sp y Trichuris sp, quienes también como uno de sus
hospederos es el cerdo y por ende se esperaria encontrar estos parasitos en las muestras analizadas
(Mendoza M, Pulido A, et al; 2015).

Por otro lado, el aumento de protozoos y helmintos en los ultimos dias del proceso esta relacionado con
el manejo de los cajones debido a que en el control no se realizaron volteos durante el proceso, por lo
cual la toma de muestras se realiz6é de la superficie del material dispuesto en el cajén por lo que no se
obtenia una homogeneizacion en esta. Sin embargo, al comparar con el tratamiento en donde se
realizaron volteos cada 15 dias, las muestras fueron homogeneizadas de tal forma que los parasitos
que se encontraran en el fondo del cajon estuvieran presentes en la parte superior haciendo que en el
muestreo se evidenciara su presencia por medio de las técnicas utilizadas haciendo una presencia

constante durante el proceso.

En los resultados obtenidos por medio de la tincién de Ziehl neelsen se evidencid la presencia de
ooquistes compatibles con Cryptosporidium sp. Como se observa en la figura 9, en el dia 0 (cero) del
proceso se presentd una cantidad aproximada de ooquistes tanto en el control (4 ooquistes) como en el
tratamiento (3 ooquistes). Al comparar el inicio del proceso con los dias 30 y 45 (en donde se volvieron
a tomar muestras) se evidencia que hay una disminucién obteniendo 2 ooquistes en el tratamiento del

dia 30y, la presencia de 1 ooquiste en el control y 4 ooquistes en el tratamiento al final de proceso.
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Figura 9. Presencia de ooquistes compatibles con el proceso de compostaje a lo largo del proceso. A)
dia 0. B) dia 30. C) dia 45.

En el estudio realizado por Herk Van F. y colaboradores en el 2004, se reporta que los ooquistes de
Cryptosporidium sp. pueden ser inactivados a una temperatura de 50°C. En los resultados obtenidos y
presentados en la figura 9 se evidencia que en los primeros 30 dias del proceso hay una disminucion de
ooquistes los que esta relacionado con la temperatura maxima alcanzada del proceso la cual fue de
49°C, por lo cual se pudieron a ver inactivado los ooquistes presentes. Sin embargo, en la literatura esta
reportado que la contaminaciéon por Cryptosporidium sp. se puede dar por el contacto con agentes
contaminados como agua, lixiviados o por un proceso de zoonosis (Mendoza M, Pulido A, et al; 2015)
Esto, se relaciona con el aumento del parasito en los ultimos dias del proceso en donde se puedo haber
dado una re-contaminacion por parte del personal al momento de hacer los volteos o la toma de

muestras a analizar.

Por ultimo, aunque estos parasitos pueden ser patégenos tanto para humanos como para porcinos, la
cantidad detectada no altera la calidad de compost obtenido y no representa riesgo para la salud

publica y animal.
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7. CONCLUSIONES

La adicion de un bioinoculante compuesto por un consorcio bacteriano del género Bacillus sp. y
Talaromyces sayulitensis. HC1 (tratamiento 1) bajo las condiciones evaluadas, no presenta un efecto

sobre la degradacion de mortalidad porcicola

La adicién del bioinoculante permitié reducir microorganismos patégenos en el compostaje, aunque en
el tiempo de finalizacién del proceso (dia 45) se presentd una reactivacion de algunos patégenos como
Salmonella, coliformes totales y Ooquistes de Cryptosporidium, en la cantidad presentada no alteran la

calidad del compostaje, y tampoco representa riesgos de salud para el animal y el ser humano.

8. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer una optimizacién del medio a utilizar, de tal forma que se establezcan las fuentes

de carbono y nitrégeno especificas requeridas para el crecimiento éptimo de los microorganismos

Es recomendable evaluar el recuento de los microorganismos amiloliticos, celuloliticos y proteoliticos
durante el proceso de compostaje para determinar cuando las poblaciones microbianas disminuyen,
con el fin de realizar inoculaciones en esos periodos y favorecer la degradacion de la materia organica

por parte de los microorganismos inoculados.

Es importante evaluar el efecto de la inoculacion del consorcio bacteriano y Talaromyces sayulitensis.
HC1 en los cajones de compostaje, los microorganismos pueden comportarse diferente en los cajones

de compostaje debido a que las condiciones varian.

Realizar un andlisis mas detallado y preciso de los parametros fisicoquimicos, ya que son factores

determinantes en cuanto a la efectividad del bioinoculante en el compostaje.

Analizar de manera mas detallada la influencia de microorganismos patégenos en el compostaje, para

asi evitar riesgos tanto en la salud humana ,como en el animal.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1. Composicion de Medios de cultivo

Medio combinado

Maicena 1,2 % (p/v)

Leche 1,2 % (p/v)

Glucosa 1 g/L.

Extracto de levadura 2,5 g/L.

Sulfato de amonio 1 g/L.

Cloruro de calcio 0,5 g/L.

Fosfato monobasico de sodio 0,5 g/L.
Fosfato dibasico de sodio 0,5 g/L.
Agar 15 g/L.

Medio almidén modificado

Almidon 10 g/L

Extracto de levadura 1,255 g/L.

Sulfato de magnesio heptahidratado 0,5 g/L.
Cloruro de calcio 0,5 g/L.

Carbonato de calcio 0,5 g/L.

Fosfato dipotasico 1,0 g/L.

10.2 Anexo 2. Curva patrén glucosa (g/L)
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10.3 Anexo 3. Caracteristicas cualitativas

Imagen, Cajon de compostaje control
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Imagen, Cajon de compostaje Tratamiento
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