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1. INTRODUCCION

La ejecucidon de los ciclos biolégicos de los nutrientes es indispensable para la
vida sobre la tierra, este fendmeno se encuentra mediado por los microorganismos
presentes en la biosfera terrestre. La biotransformacion efectuada por estos es
una modificacion bioldgica que altera la sustancia quimica estructural lograndose
sintetizar atomos o moléculas simples en moléculas mas complejas (biosintesis), 0
viceversa (biodegradacion). La biodegradacion puede definirse como el
rompimiento de una estructura molecular en sus componentes elementales o
constitutivos, obteniéndose a su vez que se incorporan otros &tomos para formar
nuevos compuestos (Diaz et al, 2007).

Un ejemplo del proceso de biotransformacion degradativa es el compostaje, el
cual se refiere a un proceso de descomposicion bioldégica de una mezcla sustratos
organicos originado por una comunidad microbiana compuesta por varias
poblaciones en condiciones aerdbicas que producto de su accionar eliminan al
medio diéxido de carbono, agua y minerales, asi como materia organica
estabilizada denominada “compost” (Wan et al, 2020).

El compost, a su vez posee una serie de agregados microbianos que lo hacen un
producto de excelente calidad con gran utilidad en la agricultura; por ello la
tecnologia de compostaje se ha convertido en un método relevante para la
eliminaciéon de residuos organicos. Uno de los aspectos por mejorar de esta
estrategia es el lapso que requiere la transformacion de la materia organica, de alli
que el empleo de indculos microbianos (preparados) como aceleradores de la
degradacion de la materia organica sea una practica implementada en diversos
sistemas agricolas alrededor del mundo (Wan et al, 2020).

Para que estos preparados microbianos sean expuestos como alternativa, deben
garantizar la constitucion de agregados significativos en nuamero, que logren
producir una bioaumentacion y la disminucion del tiempo de formacién y
maduracion del compost (Medina et al, 2018).

Uno de los principales retos que posee la industria productora de aceite de palma,
es el manejo de los desechos agroindustriales originados; constituidos
principalmente por materiales lignocelulésicos (celulosa (52%), hemicelulosa
(28%) vy lignina (17%)) cuyo proceso de compostaje es complejo debido a que su
degradacion requiere un largo periodo de tiempo (Mhdo et al, 2013).

Para lograr superar esta limitacion y acelerar este proceso, el empleo de inéculos
microbianos especificos surge como una posibilidad a evaluar, pero para ello se
requiere que dichos microorganismos exhiban caracteristicas de interés desde el
punto de vista enzimatico y fisiologico. De alli que el presente trabajo de pasantia
se llevé a cabo en el laboratorio de Bioinsumos perteneciente a la Organizacion
Pajonales SAS, el cual tiene como principal oficio productivo la fabricacion de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0325754117301050

formulaciones de microorganismos para uso agricola que aportan al control de
fitopatdgenos por su actividad entomopatogena.



2. MARCO TEORICO

2.1 DEFINICION DE COMPOSTAJE

El compostaje, es la transformacion, de un material organico inestable, a un
producto estabilizado, a través de respiracion aerobia, dicho proceso,
involucra la conversion biolégica, de este material organico a productos
atiles como fertilizantes. Independientemente del producto, las poblaciones
microbianas, son el componente activo de los procesos de biodegradacion
y conversion durante el proceso conduciendo a la produccion final de
diéxido de carbono, agua, minerales y materia organica estabilizada
(Escobar et al, 2012).

2.2 ETAPAS DEL COMPOSTAJE

En este proceso bioldgico se distinguen dos etapas, la descomposicion y la
estabilizacion. En la primera, los microorganismos meséfilos aerobios
convierten compuestos de mayor velocidad de degradacibn como lo son
azucares, proteinas, almidéon y aminoacidos a especies organicas e
inorganicas mas sencillas, prevaleciendo la produccion de energia que se
libera en forma de calor, el consumo de oxigeno (O2) y la emision de diéxido
de carbono (CO2) (Gonzales & Medina, 2014) (Ballesteros et al, 2018).

Durante esta etapa se producen fitotoxicos como amoniaco (NH3) y acidos
grasos volatiles de cadena corta los cuales son incorporados en el
metabolismo microbiano (Smars et al, 2002). Esta actividad se ve reflejada
en el aumento progresivo de la temperatura (> 45°C) y la seleccion de
microorganismos como se observa en la figura 1, manteniéndose dentro del
proceso los organismos termofilicos como bacterias termotolerantes y/o
termofilicas y actinobacterias, ocasionando un incremento de la temperatura
hasta alcanzar 62 ° C aproximadamente o mas superando la barrera de los
80°C. Una de las cualidades destacables de progreso térmico durante el
proceso de compostaje, es reduccidon de agentes fitopatdgenos, cuya
presencia en dicho producto de uso agricola afecta su calidad y por ende de
los cultivos donde sea aplicado. Este evento permanece hasta que los
nutrientes y compuestos facilmente degradables disminuyan (Gonzales &
Medina, 2014).
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Figura 1. Etapas del proceso de compostaje.
Fuente: Gonzales & Medina (2014)

Uno de los puntos criticos a tener en cuenta para que se dé una
higienizacion total de la materia organica lo constituye el proceso de
homogenizacion o mezcla puesto que no se alcanzan las mismas
temperaturas en todas las zonas de una pila de compost; por lo tanto, es
importante que, cada parte del sustrato se mueva a la zona central, la parte
mas caliente de la pila (Diaz et al, 2007) como se observa en la figura 2.

outer zone

inner zone




Figura 2. Esquema transversal de la hilera de compostaje (Zonas principales y
corriente de conveccion indicada)
Fuente: Bueno et al. (2008)

En la segunda etapa se degradan las moléculas mas complejas, ocasionando
un declive de la temperatura debido a la actividad de ciertos microorganismos
sobre estas moléculas, a su vez durante este lapso se mantiene el pH
ligeramente alcalino hasta finalizado el proceso (Fig.1). Desde el punto de
vista microbiol6gico la poblacion termofilica desciende y predominan
microorganismos mesofilos, asi como los actinomicetos que degradan
paulatinamente hemicelulosa, celulosa, almidén y ligninas, necesarias para la
sintesis de productos humicos (Gonzales & Medina, 2014) (Campos et al,
2016).

2.3 PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL COMPOSTAJE

2.3.1 Tamafo de particula: El volumen inicial de las particulas que
componen la materia organica a transformar es una variable significativa
para el éptimo desempefio del proceso, puesto que cuanto mayor sea la
superficie expuesta a la actividad microbiana por unidad de masa, mayor
sera la velocidad de reaccion y degradacion. Por ende, fraccionar el
material de partida favorece la actividad microbiana y la rapidez del
proceso; a su vez se debe tener en cuenta que al disminuir el espacio entre
particulas se aumentan las fuerzas de fricciobn y se limita la difusion de
oxigeno hacia el interior, asi como diéxido de carbono hacia el exterior.
Esto representa una limitante facilmente inhibitoria en la proliferacion
microbiana ya que seria imposible la aireacion por conveccion natural, por
ello la importancia de la aireacion mecéanica o manual (Morales-Maldonado
& Casanova-Lugo, 2015) (Bueno et al, 2008).

2.3.2 Relacién Carbono: Nitrogeno (C: N): Es un factor significativo que
influye en la velocidad de la descomposicién y en la pérdida de amonio
durante el compostaje. Una correlacion C/N mayor que 40 afectara
negativamente las actividades biol6gicas puesto que la microbiota debe
oxidar las cantidades extras de carbono ocasionando una ralentizacion del
proceso, debido a la insuficiente disponibilidad de nitrégeno para la
biosintesis de proteinas. Por otra parte, si la materia organica es poco
biodegradable, pero con una alta relacion C/N el proceso se desarrollara
rapidamente, pero afectara s6lo a una proporcibn de la masa total.
Finalmente, si la relacibn es muy baja el proceso biodegradativo es mas
rapido autorregulandose el sistema en la liberacion del exceso de nitrogeno
en forma de amonio (Sanchez et al, 2008) (Arango et al, 2016).



2.3.3 Naturaleza del sustrato: La caracteristica quimica mas importante de
los sustratos es su composicion elemental, donde sobresalen sustancias
ricas en carbono, nitrogeno, y fosforo. Estos macronutrientes esenciales
permiten el desarrollo fisiol6gico de los microorganismos, siendo el carbono
necesario en la sintesis celular (protoplasma, lipidos, grasas vy
carbohidratos), a su vez en la produccion de energia luego de una ganancia
oxidativa o en la formacion de anhidrido carbonico luego del proceso de
respiracion celular. El nitrégeno por su parte es un elemento fundamental
durante la reproduccion celular asociado principalmente a la sintesis
proteica del protoplasma, finalmente el fosforo juega un papel relevante en
la formacién de compuestos celulares altamente energéticos y necesarios
en el metabolismo microbiano (Lopez et al, 2015) (Arango et al 2016).

2.3.3.1 Sustratos degradables de origen vegetal

2.3.3.1.1 Lignina

Es uno de los componentes estructurales mas importantes de las plantas,
formado por un polimero tridimensional complejo cuyas subunidades
aromaticas son sintetizadas a través de dos rutas metabdlicas, iniciando por
ruta de shikimato para la produccion de L-fenilalanina y L-tirosina (Fig 3
recuadro punteado) y la ruta de los fenilpropanoides desde la L-fenilalanina
hasta la biosintesis final de los alcoholes cinamilicos asi como estilbenos,
coumarinas, flavonoides y algunas fitoalexinas (Lagunes & Zavaleta, 2016).
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Figura 3. Rutas metabdlicas para la biosintesis de lignina: Ruta del shikimato
(plastidio) y fenilpropanoide (citoplasma)
Fuente: Chang Lui (2012)

En la planta, constituye un componente estructural fundamental para la
preservacion e integridad de la pared celular ya que provee de rigidez (Fig
4), resistencia, favorece el transporte de agua y solutos a través de los
haces en el sistema vascular, y proporciona barreras fisicas contra las
invasiones de fitopatdégenos y otros factores ambientales.



Planta

Pantosa

Hexosa

Calulosa
Cristalina’ =i

Figura 4. Estructura de la lignocelulosa. La resistencia a la degradacion de la
celulosa se encuentra influenciada por capas de polisacaridos presentes. La
hemicelulosa compuesta cpor azlcares tales como arabinosa, galactosa, glucosa,
manosa y xilosa. Finalmente, la lignina formada por alcohol p- cumaril (H), alcohol
coniferilico (G) y alcohol sinaptilico (S). La combinacién de estos constituyentes
forma las macrofibrillas que aportan estabilidad a la pared celular de la planta.
Tomado de Rgdde et al, 2008

Sin embargo, su presencia contribuye a la formacion recalcitrada de la
pared celular limitando su uso en la alimentacion del ganado, para la
fabricacion de pulpa y papel, asi como para la producciébn de
biocombustibles liquidos y finalmente dificultando su degradacion (Fig.4)
(Chang Lui, 2012). Si bien este es un sustrato que exhibe una dificil
biotransformacion, existen en la naturaleza microorganismos que presentan
dentro de su metabolismo produccién de enzimas oxidantes extracelulares
con actividad ligninolitica, que, aunque difieran en forma o sintesis debido a
los genes codificantes y cambios postraduccionales, su funcion y actividad
es la misma. Estas son principalmente producidas por hongos conocidos
ampliamente como causantes de la podredumbre blanca, estas con las
lacasas, pertenecientes al grupo del polifenol oxidasas que contiene cobre
como cofactor, poseen capacidad de oxidar polifenoles sustituidos y
diaminas, convertirlos en compuestos no toxicos (quinonas) o degradarlos a
diéxido de carbono y agua como es el caso de algunos compuestos
(Alvarez et al,2016)

Estas lacasas o peroxidasas ligninoliticas involucran a la lignina peroxidasa
(LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) las cuales se caracterizan por su alto
poder reductor y la degradacion de las unidades de lignina no fendlicas por



parte la LiP y la generacién de Mn3+ que ejerce como un oxidante difusible
en unidades de lignina fendlicas o no fendlicas a través de lipido como es el
caso de la MnP. Estas enzimas de han descrito regularmente en las
especies fungicas como Trametes versicolor (cola de pavo), Stereum
hirsutum (cola de pavo falso), y Pleurotus ostreatus el cual a su vez posee
la cualidad de co- degradar celulosa y lignina (Insam et al, 2010).

2.3.3.1.2 Celulosa

Es el compuesto organico natural mas abundante encontrado en casi todo
tipo de residuos organicos. Esta puede dilucidarse como una
macromolécula (polisacarida) semicristalina, que esta conformado por 3-D-
glucosa con un grado de polimerizacion de hasta 40.000, dichas moléculas
estan unidas por enlaces [B-1-4-glucosidico. La celulosa consiste en
dominios cristalinos y amorfos, que afectan ampliamente las propiedades
mecanicas de las fibras de celulosa, si bien los arreglos de cristales en
cada fibra de celulosa natural son diferentes segun su fuente, las
propiedades mecanicas de estas fibras difieren entre si (Abdul et al, 2017).

OH

HO O @)
OH
I OH Jn

Figura 5. Estructura quimica de la molécula de celulosa
Fuente: Abdul et al. (2017)

Como se evidencia en la figura 5, cada mondmero posee tres grupos
hidroxilo los cuales poseen la capacidad de formar enlaces de hidrogeno
jugando un papel importante en la forma cristalina y las propiedades fisicas
de la molécula de celulosa. En plantas se ha demostrado que la porcion
principal de la celulosa esta constituida por regiones amorfas intercaladas;
polimérficamente la celulosa presenta dos formas principales, como lo es la
celulosa nativa o celulosa tipo | es naturaleza cristalina y la celulosa tipo Il
se emplea en soluciones (celulosa precipitada) generalmente alcalinas
(Siquiera et al, 2010).

La transformacion de la celulosa tipo | en celulosa tipo Il es un tema de
interés, de denotdndose que, al someter esta celulosa nativa a tratamiento
con un alcali fuerte, de igual forma se expone la existencia de dos formas
cristalinas diferentes de dicha celulosa nativa, la e IB, siendo esta primera



predominante en celulosas bacterianas y esta Gltima en plantas anuales. La
presencia de ambas formas estructurales puede ser encontradas en la
misma molécula de celulosa o a lo largo de una microfibrilla dada siendo
una diferencia sustancial entre ambas el patrén de enlace del hidrogeno en
la conformacion de las cadenas polisacéridos (Siquiera et al, 2010).

En la naturaleza, los microorganismos con capacidades celuloliticas utilizan
diferentes habilidades para degradar las paredes celulares de las plantas
con el fin de para obtener sus azucares metabolizables, como es el caso de
bacterias, hongos y mixomicetos que contengan en su metabolismo las
enzimas involucradas en la degradacion, como lo son las (1) endo-3-1,4-
glucanasas que escinden los enlaces -1, 4 dentro de la molécula, lo que
origina cadenas largas con extremos libres, (2) exo-B-1,4-glucanasas
separan el disacarido celobiosa de los extremos libres y las (3) B-
glucosidasas hidrolizan la celobiosa para dejar mondémeros de glucosa.
Dentro de los microorganismos con capacidad de degradar este sustrato se
encuentran los géneros Chaetomium, Fusarium y Aspergillus especies
fungicas los cuales tienen una ventaja competitiva puesto que la celulosa es
rica en carbono, pero no contiene nitrdgeno u otros elementos esenciales
por lo tanto la estructura micelial les da una principal accion a los hongos.
Por su parte Pseudomonas, Cytophaga hutchinsonii, como especies
bacterianas activas bajo condiciones aerdbicas son degradadoras de este
sustrato (Insam et al, 2010). Entre los paradigmas enzimaticos el
“celulosoma” constituye un complejo de multiples enzimas activas en
carbohidratos, siendo un sistema eficiente para el rompimiento de la
biomasa celulésica producido por microorganismos anaerobios
particularmente especies clostridiales. Este fue dilucidado inicialmente en
Clostridium thermocellum una bacteria termofila anaerobia en la cual se
evidencio la presencia de una subunidad de alto peso molecular compuesta
(Fig. 6) por varios nédulos de cohesina tipo |, dockerina tipo Il y un enlace
de carbohidratos (CBM) interconectado por segmentos ligantes ricos en
prolina y treonina. Dicha estructura se encuentra unida a la superficie
celular bacteriana mediante interaccién cohesina-dockerina (tipo Ill), todo
este andamiaje molecular permite la accién efectiva de degradacion de los
sustratos celuldsicos recalcitrante (Phitsuwan et al, 2019) (Artzi et al,2016) .
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2.3.3.1.2 Hemicelulosa

El xilano es el compuesto mas relevante dentro de los constituyentes
hemiceluldsicos, este esta conformado por pentosas (xilosa, arabinosa) o
hexosas (glucosa, manosa, galactosa) con un grado de polimerizacion de
30-100; las principales enzimas degradantes de este sustrato son las
xilanasas, producidas por muchas bacterias y hongos (Insam et al, 2010).
La pectina es otro compuesto constituyente formado por cadenas no
ramificadas de acido poligalacturénico que representan entre 2 y 35% de la
pared celular de la planta; numerosos hongos y bacterias (muchos de ellos
fitopatdgenos) producen pectinasas que lo degradan (Insam et al, 2010).
Finalmente el almidén esta compuesto de amilosa (20%), cadenas no
ramificadas de D-glucosa y amilopectina que se ramifica en la posicion 1,6
ademas de contener restos de fosfato e iones de Ca y Mg. Dentro de los
grupos enzimaticos mas importantes que escinden el almidén estan las
fosforilasas cuya actividad empieza en el extremo libre y no reductor de la
cadena de amilosa, y liberan moléculas individuales de glucosa-1-fosfato,
en los enlaces 1,6 la enzima se detiene y solo es nuevamente activa luego
de accion de la amilo-1,6-glucosidasa. Para concluir los enlaces a-1,4
dentro de la molécula son catalizados por la a-amilasa (Insam et al, 2010).

2.4 PARAMETROS DE MONITOREO DENTRO DEL PROCESO DE
COMPOSTAJE
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2.4.1 Temperatura: El proceso biooxidativo de la materia organica mixta es
llevada a cabo por la actividad microbiana lo cual origina reacciones de
naturaleza exotérmica, produciendo una cantidad relativamente grande de
energia la cual solo del 40-50% de esta puede ser empleada por el
microbiota presente para sintetizar ATP y la energia restante sale del
sistema en forma de calor; de alli que la temperatura sea considerada como
una variable fundamental de control dentro del compostaje (Hemidat et al,
2018).

2.4.2 Potencial de hidrogeno (pH): Generalmente, el pH comienza a
descender al comienzo del proceso de compostaje (hasta 5.0) como
resultado de la accion de las bacterias acido-formadoras que degradan el
sustrato rico en carbono a acidos organicos como productos intermedios.
Cuando esta fase acidificante culmina y los metabolitos intermedios estan
completamente mineralizados, el pH asciende para finalmente alcanzar
valores de 8.0-8.5 (Diaz et al, 2007).

2.4.3 Aireacién: El aire contenido en los espacios intermedios de la masa
de compostaje, durante la actividad microbiana oxidativa varia en
composicion, ocurriendo un desplome en el contenido de oxigeno y un
aumento gradual de dioxido de carbono favoreciéndose el desarrollo y
multiplicacion de microorganismos anaerobicos e inhibiendo los aerdbicos
siendo estos primeros desacelerantes del proceso de descomposicion, la
produccion de sulfuro de hidrégeno y la consecuente produccién de malos
olores. Por lo tanto, es importante que los microorganismos tengan un
suministro constante de oxigeno para mantener inalteradas sus actividades
metabdlicas puesto que después de algunas horas de compostaje, el nivel
de oxigeno cae a niveles muy bajos y el oxigeno debe ser suministrado por
ventilacion mecénica o manual (Diaz et al, 2007).

2.4.4 Contenido de humedad: El agua un recurso fundamental para toda
actividad microbiana y debe estar presente en cantidades apropiadas a lo
largo del ciclo de compostaje. Un contenido 6ptimo de humedad en el
material de partida varia ya que estd en funcién del estado fisico y el
tamafio de las particulas, asi como del compostaje sistema utilizado.
Habitualmente, un contenido de humedad del 60% en el material de partida
debe ser satisfactorio debido a que no todos los sustratos poseen las
mismas capacidades de retencion de agua, por lo tanto, no se puede
realizar una generalizacion de niveles adecuados de humedad iniciales.

Durante el proceso una baja humedad indica una deshidratacion temprana
de la masa y por ende un detenimiento de la actividad biologica volviendo el
proceso inestable. Por otra parte, el exceso de agua dentro del sistema
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tiende a tapar los poros e impidiendo el intercambio de gases (02 y CO2)
favoreciendo la aparicion de los procesos anaerobicos, lo que resulta en un
proceso mas lento y un producto final de baja calidad (Bing et al, 2016).
Como se indic6 anteriormente, el contenido de humedad permisible, es
decir el nivel en el cual no se desarrollan inconvenientes durante la
biodegradacion y la disponibilidad de oxigeno estan estrechamente
interrelacionados durante el proceso de compostaje. Un contenido maximo
de humedad permitido se encuentra asociado a la resistencia estructural
(compresion) de las particulas que componen el material organico de
partida, por ello entre mayor sea su capacidad de resistencia mayor sera el
contenido de humedad permitido (Bueno et al, 2008).

2.5 CULTIVO DE PALMA ACEITERA

La palma de aceite cuyo nombre cientifico es Elaeis guineensis Jacq tiene
sus comienzos en el siglo XV, siendo originaria de las costas del Golfo de
Guinea, Africa occidental. Su amplia distribuciéon en el mundo se ha dado en
forma natural aprovechando las margenes de grandes rios y favoreciéndose
por condiciones climéticas ideales.

Alrededor del siglo XVI, colonizadores y comerciantes de esclavos
portugueses introdujeron la Palma de aceite en el continente americano,
empleando los frutos de esta como parte de la dieta alimenticia durante los
largos viajes trasatlanticos, haciéndose los primeros ingresos en la region
de San Salvador (antigua capital del Brasil). Tiempo después
aproximadamente siglo XIX en el continente europeo y africano se empezo6
a comercializar la palma de aceite como materia prima para la elaboracion
de velas y lubricantes de trenes.

A inicios de siglo la industria aceitera presentd un crecimiento exponencial
con la aparicion de sectores dedicados a la produccién de jabones y grasas
comestibles, provocando que se enfocaran los esfuerzos para mejorar las
condiciones de aprovechamiento de palmas silvestres e incorporando los
elementos necesarios para el procesamiento del fruto de palma en la region
europea. Por su parte Asia en la zona de Java (Indonesia y Malasia)
alrededor del afio 1948 dio origen a metodos de plantaciones dando lugar
gue entre los afios de 1961 y 1977 Malasia sembrara mas de setecientas
(700) mil hectareas y paso a ser el principal exportador del mundo en el afio
1966.

En Colombia, Florentino Claes en el afio de 1932 trajo consigo al pais las
primeras palmas de aceite africanas cuyo fin era ornamental para algunos
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pueblos y lugares concretos de la Region Amazonica y en la Estacion
Agricola de Palmira, en el Valle del Cauca. Su atractivo visual que poseia
sumado a que el fruto que esta originaba era comestible, la multinacional
“United Fruit Company” lider en la produccién y comercializacion de frutos
tropicales se interes6 en el cultivo, manufacturacion y comercializacion de
palma de aceite a mediados de 1945 comenzando en la zona bananera del
departamento de Magdalena; su alto rendimiento en unidad de superficie
asi como la diversidad de productos generados por la planta y sus partes
fue razon de peso para que el pais empezara a sembrar y producir palma
de aceite en masa.

Su utilidad o aprovechamiento se encuentra en la industria alimentaria en la
margarina, manteca, aceite de mesa y de cocina; de igual forma se emplea
en la produccion de acero inoxidable, concentrados minerales, aditivos para
lubricantes, crema para zapatos, tinta de imprenta, velas, laminaciéon de
acero y aluminio. La mayor innovacion esta dada en la produccion de
biodiesel, donde este puede ser empleado en motores de combustién
diésel, y como biocombustible en sistemas de calefaccion (Mujica, 2010).
Actualmente Colombia cuenta con 500.000 hectareas de palma de aceite
distribuidas en cuatro zonas productivas, la zona norte comprende los
departamentos de Magdalena, Norte del Cesar, Atlantico, Guajira; la zona
central Santander, Norte de Santander, sur del Cesar y Bolivar; zona
occidental el departamento de Narifio y finalmente la zona oriental donde se
ubican los departamentos de Meta, Cundinamarca, Casanare y Caqueta.
Con este potencial de produccion en palma aceitera, Colombia, se
encuentra en el cuarto puesto a nivel mundial, ubicados después de
Malasia, Indonesia y Nigeria y es primer productor en el continente
americano (Federacion Nacional de Cultivadores de Palma de Aceite,
2018).

2.6 PRINCIPALES RESIDUOS AGROINDUSTRIALES DE PALMA ACEITERA
2.6.1 Racimos de frutas vacias de palma aceitera (EFB)

En el proceso de beneficio de palma aceitera, en promedio se pueden llegar
a manejar diariamente aproximadamente de 100 toneladas métricas (tm) de
racimos de fruta fresca. De este volumen mas del 20% del peso de la fruta
fresca se convierten en residuo solido, siendo una practica comdn la
incineracion de estos en calderas; esta actividad genera inconvenientes
ambientales como la emision de gases (especialmente metano) y particulas
como alquitran y gotas de hollin de 20-100 micras y una carga de polvo de
aproximadamente 3000—4000 mg / nm. Desde el punto de vista estructural
este residuo de naturaleza vegetal contiene en proporcion entre el 45-50%
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de celulosa, 25-35% de hemicelulosas y 25-35% de lignina; sin embargo, el
contenido de macroelementos y microelementos es variable (Noor et al.
2012).

2.6.2 Efluente del molino de aceite de palma (POME)

El agua descargada denominada efluente proveniente del procesamiento
de la palma de aceite es conocido como POME, contiene una serie de
liguidos obtenidos luego del paso a través de materiales sucios que
contienen quimicos solubles, aceite residual y solidos en suspension. Este
efluente se va originando a lo largo de las etapas que constituyen el
proceso de aprovechamiento (fig.7) (Noor et al, 2012).
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Figura 7. Esquema proceso de extraccion aceite de palmay generacion de efluente
(POME). La linea puenteada sefiala el subproducto y flujo de residuos
Fuente: Noor et al. (2012)
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En datos puntuales se puede establecer que por cada 100 kilogramos de
EFB que ingresan a la planta de beneficio, 20 kilogramos de racimos de
fruto vacio, 14 kilogramos de fibra de fruto y entre 65 y 85 kilogramos de
efluentes se obtienen al final del proceso (Castafieda & Romero, 2012).

Con estos volimenes muy considerables de residuos se hace necesario
determinar estrategias de manejo que permitan su tratamiento y
reincorporacion a la cadena productiva. Esto en armonia a lo establecido en
la normativa vigente que rige el sector palmicultor puesto que esta exige
una gestion adecuada de los subproductos que origina, sumado a ello el
principio 5 de la RSPO (Roundtable Sustainable Palm Oil) establece en sus
criterios 1, 2, 3, 4 y 6 que el reciclaje, la mitigacion de impactos ambientales
negativos y la eficacia energética son los ejes principales de desarrollo de
una palmicultura ambiental y econdmicamente sostenible. Basados en esa
premisa, el compostaje se establece como una alternativa a considerar por
los productores de aceite de palma en el mundo ya que ofrece un
mecanismo de solucibn a el tratamiento de dichos subproductos
favoreciendo el retorno de nutrientes al agroecosistema (Centro de
Investigacion en Palma de aceite, 2012).

2.7 COMPOSTAJE DE EFB Y POME COMO ESTRATEGIA BIOTECNOLOGICA

El compostaje de EFB es una alternativa viable convertir los racimos
voluminosos en un producto apreciable y facilmente aprovechable en la
plantacion, en funcion a ello se han planteado diversas investigaciones
sobre las caracteristicas que permitan de descomposicion de los racimos de
frutas vacias (EFB) durante el compostaje. Comunmente se adicionan otros
materiales con el fin de sopesar las deficiencias puntuales que limitan que
el proceso principalmente asociadas con el bajo contenido de nitrégeno, de
alli el empleo de estiércol de animales y POME. No obstante, este ultimo
posee un contenido importante de nutrientes y luego de su tratamiento, los
sedimentos resultantes de su procesado poseen un valor nutritivo mas alto
facilmente aprovechable en procesos de fertilizacion (Noor et al, 2012).

A pesar de no se conoce especificamente las caracteristicas
microbiolégicas del proceso de compostaje empleando los subproductos de
palma de aceite, se destacan en este campo los aportes realizados por
Thambirajah et al, 1995 donde se demostré que el empleo de material
celuldésico presentd una correlacion positiva en funcion al contenido de
nitrégeno en el compost. Por su parte, Suhaimi y Ong (2001) evaluaron los
sistemas de compostaje abierto y cerrado empleando composiciones de
EFB, residuos liquidos de fermentacion (POME) y estiércol de pollo para el
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tratamiento abierto y EFB, POME y estiércol de pollo fueron los ingredientes
para el compostaje en el tratamiento cerrado. Esto proporciond0 como
resultado una actividad biologica irregular ya que el proceso en el sistema
abierto logro ser més rapido que en el cerrado evidencidndose una relacion
C / N alrededor de 16 en aproximadamente 50 dias (abierto) y 85 dias
(cerrado).

Finalmente, la experimentacion llevada a cabo por Baharuddin et al, 2010
presenta un completo seguimiento de las comunidades microbianas y las
actividades celuloliticas durante el co-compostaje de EFB y POME
parcialmente tratado en una escala piloto. Para ello se identifico la
diversidad microbiologica empleando las técnicas de PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) y electroforesis en gel desnaturalizante (DGGE).
De alli se destaca que en el proceso de biotransformaciéon de EFB con
POME parcialmente tratados prevalecian las especies bacterianas no
cultivables.

Actualmente, en Colombia el centro de investigacion en palma de aceite
(CENIPALMA) expone en su boletin numero 31, como estrategia eficiente y
rentable el compostaje de los racimos de palma vacios empleando como
in6culo microbiano, las especies presentes en los efluentes y/o lodos de
fondo (sistema de tratamiento de aguas residuales) obtenidos durante el
proceso de beneficio puesto que el uso de inoculantes microbianos para
agilizar las tasas de descomposicion en compost de palma de aceite ha
sido estudiado previamente, encontrandose resultados inconsistentes. Una
de las herramientas se que han venido estudiando es la aplicacién de
microorganismos nativos y producidos in situ, con técnicas seleccionadas
para aislar los lignoliticos y celuloliticos, que permitieran obtener un
inoculante eficaz para agilizar de las primeras etapas de degradacion de los
racimos palma de aceite vacios (Centro de investigaciones en palma de
aceite,2012).
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3 MARCO CONTEXTUAL

Unipalma de los llanos SA fue establecida en el afio de 1981 por la
multinacional britanico-neerlandesa UNILEVER, en asociacion con
Inversionistas Colombianos (Corficolombiana, Mineros S.A., Federacion
Nacional de Cafeteros).

La Compafiia PLANTACIONES UNIPALMA DE LOS LLANOS S.A,
"UNIPALMA S.A.", tiene sus plantaciones de palma de aceite en los Llanos
Orientales de Colombia, en los Municipios de Cumaral (Meta) y
Paratebueno (Cundinamarca); geograficamente ubicada en las
coordenadas 4° 13' 33" de latitud Norte y los 73° 14' 50" de longitud Oeste.

Entre sus principales productos y servicios ofrecidos se encuentra la
produccién y extraccion de aceite crudo de palma a partir de racimos de
fruto fresco, aceite de palmiste, torta de palmiste y entre otros. Resultado de
esta actividad productiva se obtienen subproductos como el raquis (racimo
de fruto de palma vacio), lodos y efluentes, ceniza, cascarilla y demas los
cuales son dispuestos en un area de 12.000 m? ubicada a 900 metros de la
planta de beneficio destinada al proceso de compostaje.

Esta disposicidon se ha realizado por un periodo de ocho afos, en los cuales
el proceso de elaboracion del compost no ha sido estandarizado o llevado a
cabo correctamente desde el punto de vista técnico y metodoldgico,
originando que este acopio de materia organica sea un reservorio ideal para
la multiplicacién del diptero Stomoxys calcitrans o mosca brava, la cual
ataca a equinos y bovinos que se encuentran en las zonas circundantes a la
plantacion. Como medida de choque se ha instaurado trampas fisicas y
control biolégico empleando avispas de la familia Pteromalidae (Spalangia)
la cual parasita la mosca en su estado de pupa evitando en gran parte la
reproduccion del diptero.

El profesional de apoyo asignado al area de compostaje y el departamento
de gestibn ambiental han adelantado experimentacién con productos
comerciales destinados a la degradacién de materia organica, con el fin de
evaluar su efecto sobre el ciclo de reproduccion de Stomoxys calcitrans en
el raquis de palma a compostar; obteniéndose en todos los ensayos
resultados adversos o negativos en cuanto a la disminucion de la incidencia
de la mosca. Una de las observaciones o factor comun en las
experimentaciones es la falta de seguimiento de parametros fisicoquimicos
en la materia organica sumado a no finalizacion de los ensayos en funcion a
la degradacion de la materia organica.
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4 MARCO LEGAL

Ley 99 de 1993: Procedimiento para el Otorgamiento de Licencias
Ambientales, (Modificado por el art. 94 del Decreto 1122 de 1999);
(Modificado por el art. 53 del Decreto 266 de 2000); (Modificado por el art.
224, Ley 1450 de 2011); (Modificado por el art. 179 de la Ley 1753 de 2015)

Resolucion 150 de 2003: Por la cual se adopta el Reglamento Técnico de
Fertilizantes y Acondicionadores de Suelos para Colombia — Instituto
Agropecuario Colombiano

Decreto 474 del 2005: Por el cual ese reglamenta parcialmente la
prevencion y manejé de los residuos o desechos peligrosos generados en
el marco de la gestidn integral - Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial.

Norma Técnica Colombiana (NTC) 5167 del 2011: Materiales Organicos
Utilizados como Fertilizantes o Acondicionadores de Suelos — INCONTEC

Norma Técnica Colombiana (NTC) 1927 del 2012: Fertilizantes y
acondicionadores de suelos. Definiciones, clasificacion y fuentes de
materias primas — INCONTEC

Resolucion ICA 00012685: Por medio de la cual se otorga el registro a la

empresa UNIPALMA SA, como productor de Fertilizantes organicos: sélidos
y liquidos y acondicionadores de suelos orgénicos: sdlidos y liquidos.
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los cultivos agricolas empleados en los sistemas de produccion
agroindustrial generan un extenso volumen de residuos o subproductos
vegetales ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales no tienen un
posterior uso en la cadena productiva originando acumulaciones en el
suelo. Esto genera impacto en los medios bioticos, abibticos y
socioeconOmicos para las empresas industriales.

Dentro de esa afectacion negativa generada se encuentra la disminucion de
espacio para los cultivos, asi como la generacion de reservorios que
favorecen la proliferacion de plagas y hospederos fitopatdgenos; una
alternativa empleada en el sector agricola para contrarrestar la acumulacion
de residuos agroindustriales fue la incineracion a cielo abierto de estos.
Actualmente esta fue prohibida por las entidades regulatorias nacionales y
departamentales ya que se ocasiona una fuerte emision de CO: a la
atmosfera convirtiéndose en una amenaza para la salud humana y el medio
ambiente.

Una de las estrategias para el tratamiento de estos residuos es el uso y
aplicacion de microorganismos capaces de sintetizar enzimas que catalicen
los diferentes sustratos presentes en los residuos vegetales en moléculas
menos complejas, ocasionando que se acelere el tiempo de degradacion
natural, asi como la obtencion de subproductos como el compost,
incremento en el flujo de carbono lo cual generard mayor disponibilidad de
nutrientes y mejora en la aptitud del suelo.

En este presente trabajo se esboza la determinacion del potencial
enzimatico de las distintas cepas microbianas empleadas en el laboratorio
microbiolégico de la division de bioinsumos perteneciente a la organizacion
PAJONALES SAS, con el fin de formular un producto biolégico experimental
gue acelere el proceso de descomposicion de los residuos agroindustriales
(Racimos de fruto de palma vacios) originados en UNIPALMA SA a partir
del proceso de extraccion de aceite; siendo estos materia organica rica en
celulosa, lignina y acidos grasos. Por lo cual el tratamiento biol6gico es una
herramienta viable y de bajo costo, que garantizan la transformacién de
este sustrato y la obtencién de un producto facilmente aprovechable en los
cultivos de palma presentes en la misma plantacion, como lo es el compost.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el potencial enziméatico en cuanto a la produccion de lipasas,
amilasas, proteasas y celulasas de cepas microbianas presentes en el
cepario laboratorio de Bioinsumos Pajonales SAS, con el fin de establecer
su posible uso como acelerante en el compostaje de residuos
agroindustriales de palma de aceite.

6.2 Objetivos especificos

Determinar mediante pruebas de caracterizacibn macroscopica,
microscopica y bioquimica la pureza de las cepas microbianas de ensayo;
asi como su estabilidad fisiolégica a altas temperaturas y distintos pH con el
fin de establecer su capacidad de crecimiento frente a estas variables

Demostrar mediante observacion cualitativa, la produccion de enzimas
proteoliticas, amiloliticas, celuliticas y lipoliticas empleando medios de
cultivo modificados denotando el perfil enzimatico de cada cepa de ensayo

Seleccionar las cepas microbianas que presenten actividad enzimatica
lipolitica y celulolitica estableciendo mediante prueba de antagonismo
microbiano la interaccion del bioconsorcio.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 ACTIVIDADES ESPECIFICAS

7.1.1 Preparacién de cepas bacterianas y fungicas de ensayo

Se realizé una transferencia con asa de las cepas bacterianas Bacillus
sp.OP1, Bacillus sp. OP2, Lactobacillus sp.OP3 y Azotobacter sp. OP7 en
agar nutritivo el cual fue incubado a 30°C por 48 horas. Paralelamente se
realiz6 un repique de las cepas fungicas Metarhizium sp.OP5, Trichoderma
sp.OP6 y Lecanicilium sp. OP8, asi como de Saccharomyces sp.OP4
empleando para estos, agar PDA (Papa Dextrosa Agar) el cual fue incubado a
25°C por 7 dias.

7.1.2 Pruebas de identificacion

Se realizé la observacion macroscopica y microscopica (Tincidon Gram) de las
cepas bacterianas y (Azul de lactofenol) fungicas, a partir de una colonia o
crecimiento axénico bacteriano se realiz6 la evaluacion bioquimica empleando
los medios TSI (Hierro Triple Azucar), Urea, Citrato, SIM (Motilidad, Indol,
sulfuro de hidrogeno) e incubandose estas a 35°C por 48 horas. Paralelo a ello
se realizaron las pruebas de catalasa empleando para ello perdoxido de
hidrogeno al 3%.

7.1.3 Prueba de estabilidad fisiolégica a altas temperaturas y distintos
pH

Para el establecimiento de la estabilidad fisiologica en funcién de la
temperatura y pH se sigui6 realizando modificaciones al método de Jiménez et
al, (2018). Para ello se sembré cada una de las cepas microbianas en tubos
con caldo nutritivo (Bacterias) o caldo Sabouraud el cual se ajust6 a valores de
pH de 2 - 4 - 7 - 9 los cuales se incubaran a 37°C por 5 dias. Finalizado este
periodo se tomaron como positivos los tubos que presentaron turbidez, este
procedimiento se realiz6 por duplicado y tomandose como control negativo
medio sin inocular. Paralelo a ello se realizo prueba de crecimiento a distintas
temperaturas empleando siembras en medio solido (Agar nutritivo y PDA
segun corresponda) de cada una de las cepas microbianas y se llevaron a
incubacion a 4°C, 25°C, 37°C y 55°C durante cinco dias. Transcurrido este
tiempo se tomd como positivo las cajas que presenten colonias en el medio
sélido, este procedimiento se realizara por duplicado y se tendra como control
negativo medio solido sin inocular.

22



7.1.4 Prueba cualitativa de caracterizacion enziméatica

Para la evaluacion de la produccion enziméatica de las cepas microbianas se
efectud la preparacion de los medios de cultivos modificados para la deteccion
de lipasas, amilasas, proteasas, celulasas siguiendo el método de Valencia et
al, (2011) y efectuando modificaciones; por lo cual se llevd a cabo la
elaboracion de medios de cultivo con sustratos especificos como se describe a
continuacion:

- Medio Lipolitico: Se tomaron 2 huevos frescos y se depositaron en un
vaso precipitado estéril. Luego estos se rociaron con alcohol a 70% y se
dejaron reposar 10 minutos aproximadamente. Seguidamente se procedio a
extraer las yemas de los huevos las cuales se homogenizaron en 110 ml de
agua ultrafiltrada estéril. Finalmente, esta mezcla fue depositada en un
Erlenmeyer con 110 ml de agua ultrafiltrada estéril con 4,9 g de agar - agar
previamente fundido y no tan caliente, con lo cual se procedié a servir el
medio en cajas estériles

- Medio Amilolitico: Se tomaron 110 ml de agua ultrafiltrada estéril y se le
adicioné 4,4g de fécula de almidén, la mezcla se calenté a temperatura
media, hasta que no se observaran grumos. Paralelamente se fundio el
medio de cultivo que contenia 110 ml de agua ultrafiltrada estéril que
contenia 4,9 g de agar - agar, luego se mezclaron las dos preparaciones
cuando esta Ultima se encontrara a menor temperatura seguido por la
disposicion en cajas de Petri estériles.

- Medio Proteolitico: Se pesaron 4,9 g de agar - agar y 4,9 g de leche en
polvo lo cual se diluyé en 220 ml de agua ultrafiltrada estéril, seguidamente
se procedid a calentar y esterilizar para finalmente ser depositado en cajas
de Petri estériles.

- Medio Celulolitico A: Se pesaron 4,9 g de agar - agar y 4,9 g de aserrin
los cuales se diluyeron en 220 ml de agua ultrafiltrada estéril, seguidamente
se procedid a calentar y esterilizar para finalmente ser depositado en cajas
de Petri estériles.

- Medio Celulolitico B: Se pesaron 4,9 g de agar - agar y 4,9 g de tamo de
arroz los cuales se diluyeron en 220 ml de agua ultrafiltrada estéril,
seguidamente se procedid0 a calentar y esterilizar para finalmente ser
depositado en cajas de Petri estériles.

Finalmente se llevé a cabo la inoculacién de cada uno de los medios
previamente elaborados, realizando una punciéon en uno de los extremos
del agar para el caso de las cepas fungicas y de una siembra en forma de
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estria en el centro del agar para la levadura y las cepas bacterianas. Estas
fueron llevadas a incubacion por 5 dias a 25°C y 30°C respectivamente,
este ensayo se realiz0 por duplicado y se tomé como control negativo
medio de cultivo modificado (de cada uno) sin inocular.

Actividad Amilolitica: La actividad amilolitica se establecid por la aparicion
de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias 0 crecimiento
microbiano, debido a la hidrolisis del almidon, revelado con Lugol.

Actividad Lipolitica: La actividad lipolitica se establecié directamente por
zonas de precipitacion alrededor de las colonias o crecimiento microbiano.

Actividad Proteolitico: La actividad proteolitica se establecié directamente
por la observacion de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias o
crecimiento microbiano debido a la hidrolisis de la caseina.

Actividad Celulolitica: La actividad celulolitica se estableci6 por la presencia
de zonas de aclaramiento, ocasionado por la hidrélisis de la celulosa,
revelado con rojo Congo y Cloruro de sodio al 0,1M.

7.1.5 Prueba de antagonismo microbiano

Esta evaluacion se realiz6 llevando a cabo modificaciones a la metodologia
reportada por Pérez et al, (2014) empleando el método difusion en agar,
donde se prepar6 una suspension microbiana en caldo nutritivo (Bacterias) o
caldo dextrosa (Hongos) seguln sea el caso, a un McFarland 2 (6x108 UFC/ml).
Posteriormente se tomaron medios de cultivo agar nutritivo o PDA, a cada una
de estas placas se le realizé un numero de pocillos (El nimero de estos
estaran sujetos a la cantidad de microorganismos a ensayar) de 6mm de
diametro aproximadamente procurando no tocar completamente el fondo de la
placa, en los cuales se depositaran 40uL de los microorganismos de ensayo.
Para este procedimiento se efectu6é tomando como suspension inicial cada
microorganismo seleccionado e instaurando como control negativo agar TSA
sin inocular. Finalmente, las placas se incubaran a 25°C de 24 a 96 horas.

7.2 ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS, LABORATORIO DE
BIOINSUMOS

Estos procedimientos fueron llevados a cabo en el laboratorio de calidad,
Division de bioinsumos, Organizacion PAJONALES SAS Ambalema, Tolima.

7.2.1 Asistencia en revision documental
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Se efectué una revision de documentacion a ser complementada y/o
modificada en funcion de parametros requeridos ante el ICA (Instituto
Colombiano de Agricultura) puesto que es la entidad regulatoria nacional de
insumos biolégicos.

7.2.2 Prueba de antagonismo cepas microbianas

Se realiz6 empleando caja de Petri provista de agar nutritivo al cual se
procedio a realizar tres pocillos de 6 mm diametro aproximadamente los
cuales fueron rotulados con las iniciales de cada uno de los
microorganismos a enfrentar: Bacillus sp.OP1, Lactobacillus sp.OP3 y
Saccharomyces sp.OP4. Seguidamente se procedié a inocular 40 pL de
cada cepa (McFarland 2) en el pocillo predeterminado, esto procedimiento
se efectud por triplicado. Finalmente se llevé a incubacién por 96 horas a
30°C.

7.2.3 Ensayo de crecimiento microbiano en medio modificado con
visceras de pescado

Se realizo la preparacion de un medio modificado empleando para ello 2,2%
de visceras de pescado y 2,2% de Agar - Agar como solidificante, el cual,
se calent6 hasta ebullicion seguido por esterilizacion mediante calor
humedo. Luego de ello se sirvido el medio en cajas de Petri estériles las
cuales fueron finalmente inoculadas por duplicado con las cepas
microbianas: Bacillus sp.OP1, Lactobacillus sp.OP3, Saccharomyces
sp.OP4, Metarhizium sp.OP5, Trichoderma sp.OP6, Azotobacter sp. OP7 y
Lecanicillium sp. OP8. Estos se llevaron a incubacion a 27°C por cinco dias.
Como control negativo se tomé medio de cultivo modificado sin inocular.

7.2.4 Reactivaciéon de cepa microbiana

Para ello se emple6 crioperlas de la cepa microbiana Paecilomyces sp. OP9
contenidas en vial de conservacion, donde se tomaron dos perlas las cuales
fueron introducidas en caldo Sabouraud e incubado a 25°C por cinco (5)
dias. Transcurrido en este periodo, se procedio a inocular en medio solido
PDA por método en superficie, realizandose por triplicado y tomando una
placa de medio solido sin inocular, con el fin de establecer control de medio
de cultivo.

7.2.5 Caracterizacibn cepa microbiana e introduccion a la
conservacion
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A partir de una cepa microbiana adquirida y mantenida en medio liquido
bajo condiciones axénicas se procedid a realizar una reactivacion
retirAandose de la temperatura de congelamiento y disponiéndose
inmediatamente en condiciones de refrigeracion hasta que se evidenci6 una
reconstitucion liquida del medio. Se procedié a inocular de este 0,1mL
empleando puntas estériles y disponiéndose en medio de cultivo PDA bajo
condiciones de esterilidad. Estos se llevaron a incubacion a 25°C siete (7)
dias. Concluido este periodo se realiz6 descripcibn macroscopica y
microscopica.

7.2.6 Aplicacién de muestreo ambiental y de superficie

Esta metodologia se llevd a cabo en el area delimitada como insectario
ubicada dentro de la division de produccion de bioinsumos. El muestreo
ambiental se realiz6 empleando método por sedimentacion, donde se
colocaron cuatro cajas de Petri provistas de agar PDA las cuales se
dispusieron en cuatro puntos equidistantes y distintos dentro del area
concernirte al Insectario (Figura 1), los cuales fueron codificados como
MAO1, MAO2, MAO3 y MAO4. Estas se dejaron abiertas y en exposicion el
medio de cultivo durante 20 minutos, finalizado este tiempo se procedio a
cerrar y sellar las cajas de Petri para ser incubadas a 25°C durante tres
dias.

Paralelamente se realiz6 un muestreo de superficie empleando hisopos y
tubos con caldo Sabouraud estériles, con los cuales se procedié a realizar
un frotis en 25cm? de la mesa central de trabajo del area (esta es en la cual
se realiza la totalidad de las actividades diarias). Seguidamente se
procedié a introducir y suspender los hisopos en el tubo con el medio de
cultivo los cuales fueron transportados al laboratorio de calidad vy
procesados inmediatamente. Para ello se inoculé por duplicado medio de
cultivo solido PDA previamente rotulado e incubado a 25°C por tres dias.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ACTIVIDADES ESPECIFICAS

Dentro del banco de cepas del laboratorio de Bioinsumos de la Organizacion
Pajonales SAS se cuenta con diversidad microbiologica que engloban bacterias,
hongos y levaduras, los cuales exhiben potencial enzimatico sumado a la
eficiencia en el control de fitopatogenos en el campo. Su descripcion
macroscopica y microscoépica fue verificada en el presente estudio de acuerdo con
lo consignado en formato FR-BIN-038 de manejo interno y los resultados fueron
consignados en la tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion macroscOpicay microscOpica de las cepas microbianas presentes
en el cepario Divisién de Bioinsumos, Organizacién PAJONALES SAS

Microorganismo Observacion Microscopica Descripcion Macroscépica

Bacillus sp.OP1

Microscopio optico, tincion Gram, Objetivo Colonias blanco opaco, planas,
100X de forma irregular con bordes

. . . ondulados.
Descripcion: Bacilo Gram positivo que

forma pequeias cadenas

Bacillus sp. OP2
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Microscopio 6ptico, tincién Gram, Objetivo
100X
Descripcion: Bacilo Gram positivo

Colonias grandes blanco
opaco, planas, de forma
irregular con bordes lobulados.

Lactobacillus

sp.OP3
Colonias medianas de color
Microscopio 6ptico, tincion Gram, Objetivo blanco, lisas, borde
100X redondeado,
Descripcion: Bacilo Gram positivo
Saccharomyces
sp.OP4

Microscopio optico, tincion con Fucsina 4cida,
Objetivo 40 X

Descripcion: Células diferenciadas de
forma redondeada y/o ovaladas

Colonias circulares, convexas
color blanco crema, con bordes
redondeados
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- Anverso: Colonias con
Metarhizium micelio blanco - amarillo
sp.OP5 verdoso de textura algodonosa
Microscopio 6ptico, tincién azul de lactofenol,
Objetivo 40 X
Descripcion: Conidios verdosos en
cadena, conidiéforo sefialado (Flecha
roja) con tres ramificaciones.
- Reverso: Coloracion amarillo
palido
Trichoderma
sp.OP6

Microscopio Optico, tincidn azul de lactofenol,

Objetivo 40 X
Descripcion: Micelio septado,
ramificado, conidios ovoides

unicelulares, conidiéforo (Flecha roja)
hialino no verticilado, fidlides
singulares.

-Anverso: Micelio color blanco
con verde de textura
aterciopelada

-Reverso: Color blanco
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Azotobacter sp.
OoP7

Microscopio oOptico, tincion Gram,
Objetivo 100X
Descripcion: Células de forma ovalada

Colonias color amarillas en
agar nutritivo, de aspecto lisas
y puntiformes

Lecanicillium sp.
OP8

Gram negativas

Microscopio convencional, tincion azul
de lactofenol, Objetivo 40 X

Descripcion: Micelio septado, delgado
y hialino, conidioforos verticilados con
fidlides en forma de punzén, conidios
elipsoidales (Flecha roja).

-Anverso: Micelio color blanco
de textura aterciopelada

-Reverso: Color blanco

Las observaciones y caracteristicas evidenciadas se ajustan a las fichas
técnicas conservadas para cada cepa microbiana presente en el banco de
cepas del laboratorio, ya sea por adquisicién certificada ATCC — American
Type Culture Collection (Bacillus sp.OP1, Lactobacillus sp.OP3, Metarhizium
sp.OP5, Azotobacter sp. OP7, Lecanicilium sp. OP8) o por aislamientos

nativos

caracterizados molecularmente

Trichoderma sp.OP6).
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La caracterizacion bioquimica en este caso permitio6 establecer
particularidades metabdlicas de las cepas bacterianas de estudio (Bacillus
sp.OP1, Bacillus sp. OP2, Lactobacillus sp.OP3 y Azotobacter sp. OP7). Una
de las cuales emplea un método rapido es la deteccion de catalasa puesto
que su reaccion esta dada en un corto tiempo ya que se evalla la presencia
de la enzima sintetizada por el microorganismo a evaluar, en este caso todas
las especies bacterianas arrojaron resultado positivo (tabla 2) indicando la
capacidad de catalizar el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso
que es liberado en forma de burbujas. Por su parte la aplicacion de pruebas
como TSI (Triple Sugar Iron), Citrato Urea y Sim (Sulfide Indole Motility)
permiten determinar la capacidad que poseen las bacterias para emplear en
su crecimiento glucosa, lactosa y sacarosa, el uso de citrato como Unica
fuente de carbono, la eficiencia para desdoblar la urea formando moléculas
de amoniaco por la actividad de la enzima ureasa (Cercenado & Cantén,
2010). Finalmente permite detectar la presencia de indol mediante la
presencia de la enzima triptofanasa, motilidad por estar provistas de flagelos,
sumado a la observacion directa de la produccién de &cido sulfhidrico
(oscurecimiento del medio).

Para el caso del presente estudio, el azucar fermentable mas empleado fue
la glucosa (tabla 2), ya que metabolizado por las cuatro cepas bacterianas de
ensayo Bacillus sp.OP1, Bacillus sp OP2, Lactobacillus sp.OP3 vy
Azotobacter sp. OP7 a excepcion de la cepa Lactobacillus sp.OP3 la cual
posee la capacidad de fermentar glucosa, sacarosa y lactosa presente en el
medio. Caso similar ocurre con la cepa Azotobacter sp. OP7 que muestra
capacidad de emplear la ureasa presente en su metabolismo para actuar
sobre la urea y Bacillus sp OP2 que logra emplear el citrato como Unica
fuente de carbono, asi como compuestos amoniacales como Unica fuente de
nitrégeno en su metabolismo, provocando una alcalinizacion del medio
empleado.

Tabla 2. Resultados pruebas de identificacién bioquimica cepas bacterianas presentes en

el cepario Divisién de Bioinsumos, Organizacion PAJONALES SAS

Cepa Microbiana TSI Urea Citrato Sim Catalasa

. K/A : : Motilidad "
Bacillus sp.OP1 HzS () Negativo | Negativo Indol (-) Positivo

. K/A : . Motilidad "
Bacillus sp OP2 H2S () Negativo | Positivo Indol (-) Positivo

. A/A : : Negativo "
Lactobacillus sp.OP3 H2S () Negativo | Negativo Indol (-) Positivo

K/A " : Motilidad "
Azotobacter sp. OP7 H2S () Positivo | Negativo Indol (-) Positivo
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En cuanto a la capacidad fisiolégica de las cepas microbianas se demuestra
una capacidad de crecimiento en medios acidos de las cepas fungicas (tabla
3) siendo esta una caracteristica ampliamente reconocida en estos. Por su
parte las cepas bacterianas Bacillus sp.OP1, Bacillus sp. OP2 y Azotobacter
sp. OP7 presentan crecimiento en medios neutros, mientras que
Lactobacillus sp.OP3 exhibe capacidad de crecer en pH bajos o acidos
siendo esto una cualidad muy representativa de este género pues se
emplean comunmente en procesos fermentativos

Tabla 3. Resultados estabilidad fisiologia (pH) de cepas microbianas presentes en el
cepario Divisién de Bioinsumos, Organizacion PAJONALES SAS

Cepa Microbiana 5 7 pH 7 9
Bacillus sp.OP1 - - + +
Bacillus sp. OP2 - - + +

Lactobacillus sp.OP3 - + + +
Saccharomyces sp.OP4 - + + +
Metarhizium sp.OP5 - + + +
Trichoderma sp.OP6 - + + +
Azotobacter sp. OP7 - - + +
Lecanicillium sp. OP8 - + + +

Con respecto a la temperatura, la presencia de crecimiento visible sobre los
medios de cultivo se obtuvo entre 25°C y 37°C (tabla 4), lo cual indica que ninguna
de las cepas microbianas de ensayo presenta aptitudes psicrofilas y/o terméfilas,
siendo esta ultima de mayor interés, teniendo en cuenta las etapas en las que se
desarrolla el proceso de compostaje y la busqueda de emplearlos en un in6culo
acelerante de éste.

Tabla 4. Resultados estabilidad fisiologia (Temperatura) de cepas microbianas presentes
en el cepario Divisién de Bioinsumos, Organizacion PAJONALES SAS

Cepa Microbiana Temperatura °C
4 25 37 55
Bacillus sp.OP1 - + + -
Bacillus sp. OP2 - + + -
Lactobacillus sp.OP3 - + + -
Saccharomyces sp.OP4 - + + -
Metarhizium sp.OP5 - + + -
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Trichoderma sp.OP6 - + + -

Azotobacter sp. OP7 - + + -

Lecanicillium sp. OP8 - + + -

Finalmente, la evaluacion enzimatica con respecto a produccion en el medio
extracelular “exoenzimas” se tuvo en cuenta las enzimas mas ampliamente
empleadas en la industria biotecnolégica como es el caso de las amilasas,
proteasas, lipasas y celulasas. Siendo estas primeras empleadas para la
degradacion de carbohidratos complejos, por su parte las proteasas catalizan
restos de complejos proteicos y las lipasas son capaces de degradar restos de
grasas (Rendueles & Diaz, 2014). Para esta investigacion, la enzima que mayor
relevancia presentaban son las celulasas, ya que la accién secuencial para llevar
a cabo la hidrdlisis de la celulosa implica una accién sinérgica de un grupo de
celulasas que presentan actividad en distintos enlaces dentro de compleja
molécula de celulosa, dentro de las cuales se encuentra la endo-B-1,4-glucanasas,
que realiza una escision aleatoria de los enlaces glucosidicos B-1,4
especificamente en las areas internas (amorfas) de la molécula; por su parte las
exo-B-1,4-glucanasa realizan la eliminacion de subunidades en los extremos
reductores y no reductores de la cadena de celulosa por ende se da la formacién
de cadenas poliméricas mas cortas. Finalmente, las exo-B-1,4- glucanasas y B-
glucosidasas realizan la degradacion de la celobiosa; de manera general el efecto
final es la formacion de monémeros de glucosa a partir de la degradacion de la
celulosa (Szentner et al, 2019).

Este interés central se encuentra asociado en apartados anteriormente expuestos,
donde el sustrato sobre el cual se requiere efectuar una biotransformacion es rico
principalmente en celulosa.

Tabla 5. Resultados prueba de produccién enzimatica empleando medios modificados de

cepas microbianas presentes en el cepario Divisibn de Bioinsumos, Organizacion
PAJONALES SAS

Medio Modificado

Microorganismo Celulolitico
Amilolitico | Proteolitico | Lipolitico | (tamo de
arroz)

Celulolitico
(aserrin)

Bacillus sp.OP1 | Negativo Negativo Positivo | Negativo Negativo

Bacillus sp. OP2 | Negativo Negativo Positivo | Negativo Negativo
Lactobacillus , . . No .
sp.OP3 Negativo Negativo Positivo crecimiento Negativo
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Saccharomyces Negativo No Negativo No Negativo
sp.OP4 9 Crecimiento 9 crecimiento 9
Metarhizium : . . . No
sp.OP5 Negativo Negativo | Negativo | Negativo Crecimiento
Trichoderma . : . : No
sp.OP6 Negativo Negativo | Negativo | Negativo Crecimiento
Azotobacter sp. , . " . .
oP7 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
Lecanglg)lléjm sp- Negativo Positivo Negativo | Negativo Negativo

Para este caso (tabla 5) ninguna de las cepas microbianas en experimentacion
presento actividad celulolitica, sobre los medios modificados empleados, los
cuales por su naturaleza (tamo de arroz y aserrin) son residuos vegetales
constituidos por celulosa y lignina; la presencia de halos de aclaramiento alrededor
del crecimiento seria indicativo de actividad celulolitica sobre el sustrato
empleado. Esto evidencia, que a pesar de que la celulosa sea el carbohidrato mas
abundante en la biomasa vegetal no es facilmente degradable debido a la
complejidad de su estructura en su forma nativa, constituido por una cadena lineal
de subunidades de glucosa unidas con enlaces B- 1,4 glicosidicos, lo cual lo
configura como una fuente carbonada limitada para los microorganismos que no
poseen la capacidad de hidrolizar estos enlaces. Por ello la facil hidrélisis
enzimatica de la celulosa se ve fuertemente influenciada por la estructura natural
de los sustratos celuldsicos ya que mayoritariamente, la celulosa esta asociada a
hemicelulosas vy lignina lo cual permite la conformacién capilar, un ordenamiento
molecular versatil y fuerte cristalinidad, de alli que sea necesario un pretratamiento
de los sustratos lignocelulésicos como un paso obligatorio para una hidrolisis
enzimatica Optima, esto con el fin de aumentar la accesibilidad a la molécula de
celulosa. A pesar de gue las celulasas son producidas por una amplia variedad de
bacterias y hongos, son muy pocos los microorganismos capaces de producir las
enzimas requeridas para degradar la celulosa cristalina, como lo son especies de
Clostridium sp y hongos filamentosos, siendo estos ultimos los mas empleados
industrialmente debido a sus diversos y eficientes sistemas celuloliticos capaces
de romper compuestos celuldsicos en la naturaleza, ademas de poseer ventajas
adaptativas (Ferrer et al, 2011) (Binayak et al, 2019).

Dentro de las especies fungicas celuloliticas mas estudiadas se encuentran los
géneros de Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Neurospora y
Trichiderma. Este dltimo es considerado uno de los mejores productores de
enzimas celuloliticas como es el caso de la especie Trichoderma reesei (viridae),
capaz de sintetizar secuencialmente diferentes enzimas celuloliticas incluidas las
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endoglucanasas, exoglucanadas y glucosidasas. Dentro de su genoma se han
revelado al menos 200 genes codificantes de glucésidos hidrolasas (GH) y 17 de
ellos han sido determinados bioguimicamente para codificar celulasas funcionales,
incluidas ocho endoglucanasas (EG), dos celobiohidrolasas (CBH) y siete B-
glucosidasas (BGL), que actian sinérgicamente para finalmente degradar la
celulosa en glucosa. Su accionar consisten en que las EG hidrolizan
aleatoriamente las cadenas de celulosa en las regiones amorfas internas,
generando extremos para que los CBH ataquen progresivamente para liberar
celobiosa, que BGLs hidroliza aun mas hasta moléculas de glucosa; dentro del
complejo enzimatico, T. reesei posee cuatro celulasas principales, CBHI (Cel7A),
CBHII (Cel6A), EGI (Cel7B) y EGII (Cel5A), siendo EGI quien posee una amplia
especificidad de sustrato que ocasiona la liberacidbn de extremos reductores
hidrolizando celulosa amorfa, hidroxietilcelulosa y carboximetilcelulosa, asi como
xilanos (Qing et al, 2018)

Por otra parte, es importante destacar que no todos los aislamientos microbianos
productores de enzimas extracelulares son capaces de degradar in vitro la
celulosa insoluble, por ello se hace imprescindible buscar productores enzimaticos
de celulasas en ambientes naturales, asi como también de optimizar las
condiciones de cultivo para potenciar la produccion enzimatica.

Finalmente, y debido a la ausencia de actividad celulolitica in vitro de las cepas
microbianas de ensayo en el presente estudio, no se instaurd la prueba de
antagonismo microbiano ya que el fin de esta era establecer la interaccion entre
las cepas microbianas seleccionadas como posible indculo acelerante del proceso
de compostaje de subproductos de palma aceitera.

8.2 ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS LABORATORIO DE CALIDAD

- Asistencia en revisiéon documental: Se realizé apoyo en cuanto a la
revision y ajuste a documentacion interna concerniente a protocolos de
ensayos en campo de productos biologicos elaborados en dichas
instalaciones y a los cuales se requiere llevar seguimiento documental,
segun lo establecido en la resolucion 0698 del 2011 proferida por el Instituto
Colombiano de Agricultura. En visita realizada por personal ICA en las
instalaciones se plantearon no conformidades en cuanto a gestion
documental, por lo cual fue preciso ajustar los protocolos de eficiencia de
los productos en tramite de registro con el fin de homogenizar los
lineamientos en todos los bioinsumos elaborados. Para ello se tuvieron
como referentes las Normas técnicas colombianas (NTC) especificamente
la 4422-2/2017 la cual habla de los requisitos que deben cumplir los
agentes biol6gicos empleados para el manejo y control de plagas y
enfermedades, asi como los métodos de ensayo a que deben someterse.
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De igual forma el laboratorio esta armonizado segun lo estipulado en la
NTC 4422-1/2012 que contempla los requisitos para la produccion, el
empaque y almacenamiento de agentes biologicos, la NTC 4612/2018 que
establece los requisitos para el etiquetado de los envases y embalajes
destinados para contener productos elaborados con base en agentes
biologicos y la NTC 5842 la cual establece los requisitos de los inoculantes
biolégicos y métodos de ensayo empleados en el control de calidad de
dichos productos agricolas.

- Prueba de antagonismo cepas microbianas: Transcurrido este periodo
se evidencia crecimiento de cada una de las cepas evaluadas siendo este
resultado repetitivo en las réplicas efectuadas (imagen 1); la ausencia de
halos inhibitorios 0 no crecimiento en los pocillos y/o areas circundantes
entre los diferentes microorganismos permite denominar esta prueba como
negativa para antagonismo, ya que la visualizacion de crecimiento colonial
en formas no radiales puede estar asociado a la produccién de metabolitos
secundarios que pueden ser volatiles o difusibles pueden inhibir asi como
restringir el crecimiento microbiano de las cepas presentes en el medio sin
entrar en contacto fisico (Villamil et al. 2012).

Replica N° 1 Replica N° 2 Replica N° 3

/

Imagen 1. Prueba de actividad antagonista microbiana. Cepas de ensayo Bacillus
sp.OP1, Lactobacillus sp.OP3y Saccharomyces sp.OP4

- Ensayo de crecimiento microbiano en medio modificado con visceras
de pescado (Area de piscicultura): Transcurrido el periodo de incubacion
se tomaron como positivas las cepas microbianas que presentaron
crecimiento visible sobre el medio sdélido modificado (imagen 2), esto
asociado a que la capacidad de multiplicacibn de un microorganismo,
(cepas microbianas de ensayo) sobre un medio de cultivo esta determinada
por la presencia de sustancias necesarias para la generacion de energia y
biosintesis celular (macronutrientes y micronutrientes).El empleo de medios
de cultivo ya sean preparaciones sélidas, semisélidas o liquidas,
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constituyen el micromundo de los microorganismos bajo condiciones de
laboratorio, intentando ser un reflejo de un habitat natural, por ello el uso de
medios modificados como el empleado en el presente item busca
determinar si posee cualidades necesarias para las exigencias metabdlicas
microbianas cuya respuesta estara dada con la multiplicacion del mismo
(Napoles et al. 2006). Dichas cepas microbianas que presentaron
crecimiento visible sobre el medio solido fueron seleccionadas para analisis
posteriores.

Control Azotobacter sp. Trichoderma sp. Metarhizium sp. Lecanicillium sp.
Negativo oP7 oP6 (o] oP8

Saccharomyces sp. Imagen 2. Cepas microbianas que
OoP4 presentaron crecimiento en medio
de cultivo modificado con visceras

de pescado

Reactivacién de cepa microbiana: Finalizado el periodo de incubacion se
procedié a realizar una verificacion del crecimiento pudiéndose evidenciar
una lentitud en la colonizacion del medio, lo cual es caracteristico en esta
cepa microbiana, haciéndose extensivo en 3 dias mas el periodo de
incubacion el fin de poder establecer plenamente la caracterizacion
macroscopica y microscopica. Luego de transcurrido el periodo extra de
incubacion se evidencia un crecimiento inicialmente blanco, pero cuando
avanza su crecimiento se torna a color rosado claro con textura es
algodonosa. La observacién microscopica se realizG6 posteriormente por
parte del personal de Calidad, laboratorio de Bioinsumos, dilucidando que la
cepa reactivada corresponde a Paecilomyces sp. OP9.

Caracterizacion cepa microbiana e introduccion a la conservacion:
Finalizado el tiempo de incubacion se procedio a realizar una revision de
crecimiento evidenciandose colonias con micelio color blanco y textura
aterciopelada y presencia de hifas septadas, delgadas y hialinas,
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conidioforos verticilados con fialides en forma de punzon bajo microscopia
empleando el colorante azul de lactofenol. Esta informacion coincide con lo
reportado en la literatura cientifica con respecto al género microbiano
Lecanicillium sp. el cual finalmente se procedié a conservar en crioperlas
siguiendo la metodologia recomendada por el fabricante.

- Aplicacion de muestreo ambiental y de superficie: Finalizado el periodo
de incubacidn se evidencia crecimiento en los medios de cultivo con agar
PDA colocados en los cuatro puntos de muestreo ambiental (fig.8).

Entrada

Mesa de trabajo I — - -
agen 4. Crecimiento fungico y de

radura en medio de cultivo PDA
pleado en muestreo de superficie
esa central), Insectario, Instalaciones
anta de Bioinsumos PAJONALES SAS

central

Zonas de
almacenamiento

|5
=
5
o
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Figura 8. Esquema, puntos (amarillo)
de muestreo ambiental por sedimentaciéon aplicado en area del cuarto Insectario,
Planta de Bioinsumos, Organizacion PAJONALES SAS, Ambalema-Tolima

SF: Estante de mantenimiento y conservacion de Spodoptera frugiperda.
DS: Estante de mantenimiento y conservacién de Diatraea saccharalis.

Observacion similar se obtuvo en el muestreo de superficie siendo particular
el crecimiento fungico sobre el medio (Imagen 3 y 4); de igual forma dicho
crecimiento es idéntico al que se evidenciaba sobre los insumos
susceptibles a la contaminaciéon, como lo es el sustrato alimentario
proporcionado a los insectos conservados.

A partir del crecimiento fungico del contaminante sobre trozo de alimento se
realiz6 un montaje empleando azul de lactofenol y observandose mediante
microscopio de luz, pudiéndose concluir que el contaminante es Aspergillus
niger basados en la observacion macroscopica donde se presenta
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crecimiento inicialmente blanco amarillento cubriéndose paulatinamente de
color negro y microscopicamente empleando método de cinta engomada
(Imagen 5).

Imagen 5. Microscopia de crecimiento fungico presente en trozo de alimento para el
mantenimiento de Spodoptera frugiperda. Montaje en azul de lactofenol, Objetivo 40X.
Microscopio de luz. Cabezas conidiales biseriadas y radiales, estipes de paredes
gruesas, lisos y hialinas, Vesicula casi esférica, métulas ocupando toda la superficie de
esta.

Finalmente se procede al recuento del crecimiento presente en los medios de
cultivo empleados estableciéndose que: Informe muestreo Ambiental 6 UFC /
20 min e Informe muestreo Superficie 115 UFC / 25 cm?.

Esta observacion macroscépica y descripcidbn microscopica concuerda con lo
obtenido por Villalba et al (2018) donde se aisl6 un hongo en suelo con
actividad minera, el cual present6 crecimiento in vitro de micelio blanco —
amarillento que posteriormente se vuelve negro, microscopicamente
observaron conidiéforos lisos de color café claro y conidios o esporas
globosas; concluyéndose que la cepa fungica corresponde a Aspergillus
niger. Su presencia en ambientes y superficies se ha documentado, como el
caso de Gonzales et al (2010) donde obtuvieron 14 aislamientos de A. Niger
mediante método de hisopado en superficies presentes en planta
procesadora de alimentos; su principal importancia o interés biolégico es su
capacidad de producir micotoxinas por lo cual su incidencia debe ser
monitoreada y controlada.
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CONCLUSIONES

Se logré confirmar mediante observaciones macroscopicas, microscopicas
y bioquimicas la pureza de las cepas microbianas presentes en el
laboratorio de Bioinsumos Organizacion Pajonales SAS empleadas en el
presente estudio, a su vez su identificacion total hasta ESPECIE queda bajo
reserva de la empresa y por ende no se permite su publicacion en este
trabajo.

Las cepas microbianas de estudio presentan caracteristicas mesofilas en
funcion del rango de temperatura de crecimiento, por ende, no serian
viables en procesos termofilos prolongados como el compostaje si se
considera como inoculo inicial.

Las cepas bacterianas del género Bacillus sp.OP1, Bacillus sp. OP2,
Lactobacillus sp. OP3 y Azotobacter sp. OP7 exhiben capacidad de
produccion de lipasas, siendo esta actividad de interés en la presente
investigacion debido a la naturaleza primaria del sustrato (Racimo de palma
aceitera).

Finalmente, las cepas microbianas evaluadas no presentan preliminarmente
un perfil ideal (produccion de lipasas y celulasas) para ser empleadas como
posible acelerante bajo formulacion experimental en el proceso de
compostaje de residuos agroindustriales de palma aceitera

RECOMENDACIONES

e Se sugiere repetir el experimental de produccidon enzimatico, empleando

para ello un compuesto organico CMC (Carboximetilcelulosa) con el fin de
corroborar completamente la ausencia de actividad celulolitica por parte de
los microorganismos empleados en este ensayo.

Realizar aislamiento de microorganismos autdctonos o nativos con actividad
celulolitica presentes en el suelo o en el mismo sustrato antes de ingresar a

la etapa de esterilizacidon — Proceso de beneficio.

Ejecutar experimentacion empleando métodos ya demostrados en la
literatura que conlleven al manejo de esta materia organica hasta la
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obtenciébn de un sustrato estabilizado (Compost) realizando ajustes o
modificaciones si asi se requiere.
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