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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia del in6culo microbiano encapsulado en pilas de compostaje de residuos
agropecuarios. Las pilas se prepararon con una mezcla de 100 kg de estiércol de gallinas ponedoras y 200 kg de cascara de mani,
las variantes del indculo fueron: T1 (200 g de capsulas), T2 (400 g de capsulas), T3 (600 g de capsulas) y un testigo (sin indculo).
Durante el proceso de compostaje se analizaron los parametros fisicos, quimicos y biologicos del sustrato. Como resultado se ob-
tuvo que todas las pilas mostraron temperaturas superiores a 55°C. El valor de pH en las pilas con inoculo fue ligeramente alcalino
en el rango de 7.6 a 8.2, mientras que los valores de CE oscilaron entre 1.03 a 1.58 dS m-1. Por otro lado, el contenido de humedad
oscil6 entre el 55 y 60%. Los tratamientos T2 y T3 presentaron mayor % Materia orgénica, contenido de macronutrientes e indice
de germinacion, a diferencia que T2 presento el mayor contenido de Fe y Mn. Se concluye que los tratamientos con adicién del
indculo microbiano presentaron indicadores fisico, quimicos y de fitotoxicidad de categoria A.

Palabras claves: Sucesion microbiana, comunidades microbianas, hidrolisis enziméatica, metabolitos fitotoxicos.

Efficacy of encapsulated inoculum in the
composting process of agricultural waste

Abstract

The objective of this research was to evaluate the efficacy of the microbial inoculum encapsulated in composting piles of agricultural
waste. The piles were prepared with a mixture of 100 kg of laying hen manure and 200 kg of peanut shell, the inoculum variants
were: T1 (200 g of capsules), T2 (400 g of capsules), T3 (600 g of capsules) and a control (without inoculum). During the composting
process, the physical, chemical and biological parameters of the substrate were analyzed. As a result, it was obtained that all the piles
showed temperatures above 55°C. The pH value in the inoculum piles was slightly alkaline in the range of 7.6 to 8.2, while the EC
values ranged from 1.03 to 1.58 dS m-1. On the other hand, the moisture content ranged between 55 and 60%. Treatments T2 and T3
presented the highest % organic matter, macronutrient content and germination index, unlike T2 presented the highest content of Fe
and Mn. It is concluded that the treatments with the addition of the microbial inoculum presented physical, chemical and category A
phytotoxicity indicators.
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I. INTRODUCCION
Las gallinas ponedoras pueden
la demanda de huevos, pero al mismo tiempo

satisfacer

producen cantidades significativas de estiércol
y desechos (Devi et al., 2012; Zhou et al., 2019);
de igual manera, la actividad agricola genera
abundantes residuos que normalmente se queman
en el campo, lo que produce contaminaciéon
ambiental y enfermedades respiratorias (Anyanwu
et al., 2013). Bajo estas condiciones se tienen que
validar alternativas biotecnolégicas que permitan
una buena gestion de los residuos agropecuarios.
Entre las opciones se encuentra el compostaje, el
cual es un proceso de descomposicion biologica de
materiales organicos que ocurre en un ambiente
predominantemente aerdbico (Bernal et al., 2009).

Duranteel procesodecompostajelascondiciones
en la mezcla de residuos deben ser adecuadas
para la poblacion mixta de microorganismos
(principalmente bacterias, hongos y actinomicetos)
responsables de la descomposicién. Estos
prosperan en un ambiente
calido, hiimedo y aer6bico (rico en oxigeno). Las

microorganismos

condiciones adecuadas de humedad y temperatura
resultan en una transformacion higiénica de los
residuos orgéanicos, en un material homogéneo y
disponible para las plantas (Christian et al. 2009).
El producto final (compost) debe ser beneficioso
para el adecuado desarrollo de las plantas, motivo
por el cual la fitotoxicidad debe reducirse por
completo (Insam & De Bertoldi, 2007).
Actualmente  se

estdin  comercializando

los inoculantes aceleradores de la
descomposicion de los residuos orgéanicos en
el compostaje. Estos bioinsumos por lo general

contienen microorganismos y un medio en el que

como

pueden desarrollarse (Christian et al., 2009; Amira
Dayana et al., 2011; Zhang & Sun, 2015). La adici6on
de indculo puede tener una influencia positiva
en los valores de los parametros fisicos-quimicos
que controlan la actividad de los microorganismos
y la degradacion tanto de la celulosa como de la
hemicelulosa durante el periodo termofilico del
proceso de compostaje (Ribeiro et al., 2017).

Las condiciones desfavorables de pH,
temperatura y conductividad eléctrica durante
el proceso de compostaje podrian inactivar los

microorganismos, ocasionando que no cumplan
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su funcién; sin embargo, la encapsulacion de
ingredientes activos bacterianos y fangicos, se ha
convertido en una practica comtn para prolongar
su vida ttil. Segin Krasaekoopt et al. (2003) el
encapsulado es un método muy utilizado debido a
su facilidad, simplicidad, bajo costo y condiciones
de formulacion suaves que garantizan una alta
retencion de la viabilidad celular.

La adicion de encapsulados de bacterias
y hongos en el compostaje de estiércol de
gallinas ponedoras con cascara de mani puede
proporcionar beneficios para el ambiente y en lo
econémico. Entre los beneficios del compostaje
a partir de estos residuos estin: eliminacion de
patogenos, estabilizaciéon microbiana, reduccion
de volumen y humedad, remocion y control de
olores, producciéon de fertilizante o sustrato de
buena calidad para uso agron6émico (Petric et al.,
2009). Ademas de la disminucién del tiempo de
maduracion del compostaje (Abdel-Rahman et al.,
2016), y aumentando el grado de humificaciéon y
mejora el proceso de compostaje (Wei et al., 2007).
Con lo expuesto, esta investigacién tuvo como
objetivo evaluar la eficacia del in6culo microbiano
encapsulado en pilas de compostaje de residuos
agropecuarios.

II. METODOLOGIA

Cepas
crecimiento y cultivo

El in6culo microbiano se preparé a partir de
microorganismos conservados en el cepario del
laboratorio de biologia molecular de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi-
Ecuador. Se emplearon las cepas de Bacillus.
subtilis (21 BMC, 20 BP, 31 BMC, E-54, 50 BP)
y B. licheniformis (E-44), que se cultivaron en
caldo nutritivo a 37°C durante 18 horas y 180
rpm. El ingrediente activo se recogi6é mediante
centrifugaciéon en frio (4°C) a 6000 rpm durante
5 minutos, se lavd dos veces en solucion salina
estéril, como lo recomiendan Lotfipour et al.
(2012) y Jalilpour et al. (2017). También se utiliz6
el hongo Trichoderma. longibrachiatum que
se cultivd en agar papa dextrosa (PDA) a 30°C
durante 72 horas, posteriormente las esporas se
removieron con Tween 80 al 0,1% (Seoudi, 2013).

microbianas, condiciones de
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Preparacion de capsulas

La solucion de alginato de sodio (1,6%) se
mezcld con el ingrediente activo bacteriano y
fangico, considerando las proporciones 4, 5y 6%;
a continuacion, se agité suavemente durante 30
minutos para obtener una suspensién homogénea.
Las suspensiones se extruyeron gota a gota a
través de una aguja de jeringa en una solucién
de endurecimiento estéril (CaCl2). Las capsulas
se agitaron a 150 rpm, y se obtuvieron mediante
filtracion aséptica (Whatman # 2), se lavaron
dos veces con agua estéril y se mantuvieron en
recipientes plasticos estériles a 4°C hasta su
posterior utilizacion, de acuerdo a las técnicas
sugeridas por Lotfipour et al. (2012); Adzmi et al.
(2012) y Dos Santos et al. (2015). Con las capsulas
se montaron los siguientes ensayos experimentales:

Viabilidad de B. subtilis, B. licheniformis y
T. longibrachiatum

La estabilidad de las cepas de B. subtilis,
B. licheniformis y T. longibrachiatum en la
formulaciéon encapsulada (4, 5y 6 g) se determiné
a los 30 y 120 dias. Las capsulas se colocaron en
solucidn de citrato de sodio (3% p/v) con agitacion
(150 rpm) para la disolucion completa de las
capsulas (Lima et al., 2014), posteriormente se
realizaron diluciones en series y se diseminaron
alicuotas de 0,1 mL en medio agar nutritivo para
las cepas de Bacillus y PDA para Trichoderma. El
nimero de colonias que se formaron después de
24 para las cepas bacterianas y 72 horas para las
fangicas se registr6 como unidades formadoras de
colonia por gramo (UFC/g) (Adzmi et al., 2012).

Inoculacion de las pilas de compostaje

Se prepararon cuatro pilas, mezclando 100 Kg
de estiércol fresco con 200 Kg de cascaras de mani.
A cada pila de compostaje se le inocul6 diferentes
gramos de encapsulados para obtener cuatro
variantes (T1: 200 g; T2: 400 g; T3: 600 g, y un
control sin in6culo).

Parametros fisicos y quimicos de las pilas de
compostaje

La temperatura de las pilas se monitored
periodicamente durante el proceso de compostaje,
insertando un termdémetro digital en tres puntos
equidistantes de cada pila (Kalamdhad y Kazmi,
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2009). El contenido de humedad se analizo
calculando la pérdida de agua cuando la muestra
se seco en la estufa a 105°C. Para la medicién del
pH y de la conductividad eléctrica las muestras de
compost se diluyeron (1:10 p/v) en agua destilada
y se midieron utilizando un potenciémetro y un
conductimetro (Rebollido et al., 2008; Chin et
al., 2020). El contenido de materia organica y la
concentracion de N, P, K Ca, Mg, S, B, Zn, Cuy Fe
se realizaron cada 30 dias.

Evaluacién de la fitoxicidad del compost

La fitotoxicidad de las muestras de compost se
realizd6 cada 30 dias y se determiné en extractos
de agua destilada (1:10, p/v). Los extractos
se agitaron durante 30 minutos y luego se
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos;
el sobrenadante se recogid y se destil6 a través de
un filtro de membrana de 045 micrémetros (um).
Posteriormente se adicionaron 5 mL del extracto
acuoso en placas de Petri esterilizadas (10 cm de
didmetro) y revestidas con papel de filtro Whatman
# 2. A continuacion, se dispersaron uniformemente
sobre el papel de filtro siete semillas de rdbano
(Raphanus sativus), y se incubaron durante 8 dias
a temperatura ambiente en la oscuridad, para el
testigo se utilizaron semillas colocadas en papel
filtro humedecido s6lo con agua destilada (Gao et
al., 2010; Guo et al., 2012).

El porcentaje de germinaciéon relativo de
semillas (PGR), crecimiento relativo de radicula
(CRR) y el indice de germinacion (IG) se calcularon
de acuerdo con la formula presentada por Tiquia &
Tam (1998).

Nimero de semillas germinadas en el extracto
PGR = —; - - — x 100
Nimero de semillas germinadas en el testigo

Elongacién de radiculas en el extracto
CRR = - - — X 100
Elongacion de radiculas en el testigo

_ PGRX CRR
100
III. RESULTADOS
Viabilidad  del
encapsulado
Las células bacterianas y conidios encapsulados
permanecieron viables durante los 9o dias de

IG

indéculo microbiano

conservacion a 4°C. La viabilidad de B. subtilis y B.
licheniformis disminuy6 a los 9o dias (Tabla 1). Los
resultados muestran que T. longibrachiatum en T1
present6 a los noventa dias de almacenamiento la
mayor viabilidad con 8,4X104 UFC/g.
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Tabla 1. Viabilidad de B. subtilis, B. licheniformis y T. longibrachiatum (UFC/g)

Tratamientos Cepas bacterianas Cepa fangica
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias
T1(48) 6,8x107 5,5X103 1,3X104 8,4x104
T2(5g) 1,7x 108 4,5%103 1,5X104 3,0X104
T3(68) 7,5X107 5,0X103 2,6x104 3,2X104

Temperatura

El T1 alcanzoé la fase termofilica (<55°C) a las
24 horas y los tratamiento T2, T3 y el testigo a las
48 horas, la cual se mantuvo durante 10 dias en el
T1y11dias en T3y testigo. También el T1 fue el que

—=—T1(200g) —— T2 (400 g)

present6 el mayor valor de temperatura con 69°C
al quinto dia, seguido por el T2 que alcanz6 68°C
a los seis dias. Al final del proceso de compostaje,
las temperaturas en T1 y T3 alcanzaron 30°C, T2
obtuvo 33°C y el testigo registré 35°C (Figura 1).

T3 (600 g) Testigo

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (Dias)

11 12 13 14 15 30 45 60 75 90 105 120

Figura 1. Evolucién de la temperatura durante el proceso de compostaje

Potencial hidrégeno (pH)

El pH aument6 rdpidamente y super6 las nueve
unidades a las 24 horas en T1, T2 y T4 y a las 48
horas en T3 (Figura 2), prolongandose durante 10

/ﬁ\*Q./

4

——T1(200g) —=—T2 (400g)

_——

dias en T2y T4y hasta 11 dias en T1y T3. A partir de
los 45 dias se obtuvieron valores de pH favorables
para los microorganismos que promueven la
estabilizacion del compost.

T3 (600 g) Testigo

e

P

3

pH
SN 00000000 NDNDNDND
~IMN RN B NOON RN

0 1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 30 45 60 75 90 105 120

Tiempo (Dias)

Figura 2. Evolucién del pH durante el proceso de compostaje

Conductividad eléctrica (CE)
Inicialmente, el T4 tuvo el valor CE mas bajo de
0.96 dS/m™, mientras que el compost T1 registro la

CE més alta con el valor de 1.4 dS/m™ (Figura 3).
Al final del proceso de compostaje se obtuvieron
valores de CE comprendidos entre 1.03 y 1.58.
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Figura 3. Evolucién de la conductividad eléctrica durante el proceso de compostaje
Humedad tratamientos y testigo, estuvo entre los 56-58%
El contenido de hamedad inicial, en los (Figura 4), lo que resulta beneficioso.
. —e—TI1 (200 g) T2(400g) —=— T3 (600 g) Testigo

Humedad %
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Figura 4. Evolucién del contenido de humedad durante el proceso de compostaje

Materia organica (%)

El contenido de materia organica del compost
a los 120 dias de compostaje fluctud entre los 19.2
y 22.5%, los valores mas altos corresponden a los

tratamientos que recibieron la mayor cantidad de
in6culo, aunque comparten categoria estadistica
con las otras variantes (Tabla 2).

Tabla 2. Variacion de la materia organica durante el compostaje

Tiempo de compostaje (dias)

Tratamiento
30 60 90 120
T1 (200 g) 19.2 19.0 19.0 19.2%
T2 (400 g) 19.1 19.2 19.6 22.0%
T3 (600 g) 19.0 19.0 19.4 22.5°
Testigo 19.6 17.8 19.4 19.5%

Contenido de macronutrientes

La concentracion fue progresiva hasta los 120
dias, sobre todo en las pilas que recibieron el
inéculo encapsulado (Tabla 3). El contenido de N de
las compostas maduras para todos los tratamientos
se encontro entre 1.6 -1.7 % peso seco. El contenido
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de P total de los compost maduros para todos los
tratamientos se encontr6 entre 0,61 y 1,30%. Los
valores de K aumentan gradualmente desde el
periodo de compostaje inicial hasta las etapas de
compostaje final para todos los tratamientos.
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Tabla 3. Evolucién del contenido de macronutrientes (%) durante el proceso de compostaje

Dias Tratamiento N P K Mg Ca
30 1.9 0.50 1.07 3.84 0.34
60 1.5 0.47 1.11 3.97 0.34

200 g/capsulas
90 1.6 0.52 1.05 3.11 0.36
120 1.6 0.61 1.5 3.35 0.41
30 1.6 0.53 1.05 3.11 0.36
60 1,0 0.45 1.15 3.45 0.36
400 g/capsulas
90 1.6 0.51 0.91 3.62 0.33
120 1.7 1.19 1.93 4.67 0.69
30 1.6 0.61 1.48 3.35 0.41
60 1.2 0.45 1.39 3.72 0.35
600 g/capsulas
90 1.2 0.81 1.45 4.56 0.51
120 1.6 1.30 1.79 4.71 0.67
30 1.1 0.52 1.33 2.52 037
60 . 1.2 0.25 0.69 3.19 0.21
Testigo
90 1.1 0.40 1.15 2.88 0.36
120 1.7 0.92 1.77 3.61 0.60

Contenido de micronutrientes
Tabla 4. Evolucion del contenido de micronutrientes (ppm) durante el proceso de compostaje

Dias Tratamiento B Zn Cu Fe Mn
30 43 75 27 784 184
60 35 74 27 775 165

200 g/capsulas
90 31 74 26 795 172
120 47 74 38 685 220
30 58 76 30 797 196
60 34 71 26 802 156
400 g/capsulas
90 27 76 30 796 184
120 44 75 44 697 272
30 77 77 30 786 204
60 75 75 27 794 164
600 g/capsulas
90 22 79 36 796 246
120 49 76 41 679 264
30 35 78 31 781 192
60 . 32 42 11 661 71
Testigo
90 19 72 27 803 175
120 41 74 39 701 228
Fitotoxicidad madurez del composty que estan libre de materiales

Los Tratamientos T1, T2 y T3 tienen indices de  fitotoxicos para las plantas que podrian inhibir la
germinacion > 9o % (Figura 5), como indicativo de  germinacion y el crecimiento de las semillas.
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Indice de germinacion %
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Figura 5. indice de germinacién de las semillas de rabano durante el compostaje

IV. DISCUSION

La temperatura en las pilas de compostaje
afecta el crecimiento y la reproduccion de
microorganismos (Jia et al., 2021), ya que es el
principal factor selectivo para las poblaciones
y determina la tasa de actividades metaboélicas
(Rebollido et al., 2008). En la curva de temperatura
(Figura 1) se observa que todos los tratamientos
mostraron un rapido incremento a las 24 horas,
debido a la intensa biodegradacién provocada por
la actividad microbiana presente en la mezcla de
residuos (Petric et al., 2009). Las temperaturas
superiores a 55°C durante varios dias (al menos
tres) contribuyen a la inactivacién de organismos
patogenos (Valliniet al.,2002; Rastogiet al.,2020).
El comportamiento observado durante los 120 dias
de proceso puede estar relacionado posiblemente
con el agotamiento gradual del material facilmente
biodegradable a lo largo de la etapa biooxidativa
como lo indican Lopez-Gonzalez et al. (2013).

Los microorganismos operan mejor en el
rango de pH comprendido entre 6.5 y 8.0 (Vallini
et al., 2002), por otro lado, cuando se presentan
valores de pH bajos podrian conducir a una
tasa de descomposicion retardada de la materia
orgéanica y, por lo tanto, disminuir la eficiencia del
compostaje debido a la reduccion de las actividades
microbianas (Song et al., 2018). Los valores
finales de pH (Figura 2) tiene correspondencia con
los estandares de calidad de compost, utilizados
por la Canadian Council of the Ministers of the
Environment [CCME], (2005) que establece un
limite comprendido entre 5 y 8.5. El compost
que tiene una CE alta influird negativamente
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en los microorganismos del suelo (Song et al.,
2018). Los valores altos de CE indican altos
contenidos de sales solubles que pueden inhibir
la actividad biolbdgica o pueden ser inadecuadas
para la aplicacion a la tierra si se utilizan grandes
cantidades del abono (Moldes et al., 2007). Al final
del proceso la CE en los tratamientos no superan
el valor (<4.0 dS m-1) (Figura 3) recomendado
por Gaind et al. (2005). Todos los tratamientos
estuvieron en el rango establecido por la Norma
Chilena 2880 [NCh2880], (2004), <3 dS/m y la
Norma Ambiental para El Distrito Federal [NADF-
020-AMBT], (2012), 4 dS/m para compost tipo A”.

El contenido de humedad se encuentre en el
rango comprendido entre 50 al 65% (Elcik et al.,
2016). Durante las evaluaciones realizadas se
registraron picos bajos en el contenido de humedad
(Figura 4), lo cual pudo ser causado posiblemente
por la generaciéon de calor y la vaporizacion
en la mezcla debido a la actividad microbiana
(Nutongkaew et al., 2014). La materia organica
mejora la estructura del suelo y la capacidad de
retencion de agua (Anyanwu et al.,, 2013). En
esta investigacion este pardmetro cumple con lo
establecido por la NCh2880, (2004), al reportar
valores superiores al 20% en T2 y T3 (Tabla 2).

El contenido de los macronutrientes, en todos
los tratamientos, esta dentro del valor establecido
por las normas Norma Técnica Colombiana 5167
[NTC5167], (2011) y NCh2880, (2004) para un
compost estable, estos se ubican en clase A; Los
contenidos N, P y K (Tabla 3) son superiores a los
reportados por Neata et al. (2015). El contenido
de Zn y Cu en el producto final (Tabla 4) no
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exceden los limites establecidos por la European
Commission, (2015) y por la NCh2880, (2004),
para su utilizacion como enmienda del suelo o
como sustratos para cultivos. De manera similar
Jadia y Fulekar (2008) reportaron que con la
mayor concentraciéon de Zn (50 ppm) en girasol
obtuvieron la mayor tasa de germinaciéon (94%) y el
mejor promedio en lo relacionado con la longitud
de la raiz (17,3 cm).

El IG se emplea para evaluar la fitotoxicidad
de la mezcla de residuos durante el proceso de
compostaje y, por lo tanto, su madurez (Milanovié¢
etal., 2019), ya que los compost inmaduros pueden
liberar una variedad de sustancias quimicas que
obstaculizan o detienen el crecimiento de las
plantas (Dorahy et al., 2007). En este estudio el IG
present6 una tendencia a incrementarse (Figura
5), similares resultados presentaron Li et al.
(2020), y al finalizar el proceso de compostaje, los
tratamientos inoculados alcanzaron el requisito de
madurez ya que presentaron un IG superior al 85%
para compost tipo “A” (NADF-020-AMBT, 2012),
con indices de 91,5% (T1), 94,04% (T2) y 96,51%
(T3), como indicativo de la desapariciéon de los
compuestos fitotoxicos.

V. CONCLUSION

Los resultados en este estudio muestran
que la matriz conformada por alginato de calcio
fue adecuada para las cepas de B. subtilis, B.
licheniformis y T. longibrachiatum ya que se
mantuvieron viables durante los 9o dias de
conservacion a 4°C. Los tratamientos con adicion de
encapsulados presentaron valores de indicadores
fisico, quimicos y de fifotoxicidad dentro de lo
establecido por las normas para categoria A. Sin
embargo, se sugiere la utilizacion del tratamiento
con adicién de 400 g de capsulas.
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