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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar consorcios microbianos para
potenciar el compostaje de residuos sélidos organicos urbanos (RSOU) a bajas
temperaturas. En este trabajo se aislaron cepas bacterianas de la Planta de Compostaje
Municipal de Chachapoyas, ubicada en Tuctilla, distrito de Chachapoyas y suelo del
Bosque de Palmeras de Ocol, distrito de Molinopampa, Amazonas, Per(. Se realiz6 el
tamizaje para evaluar su actividad metabolica a bajas temperaturas, agrupando cepas con
actividad celulolitica y actividad celulolitica/amilolitica, posteriormente, se realiz6 el
analisis filogenético molecular y la determinacion cuantitativa de produccion de celulasas
y amilasas en la identificacion de bacterias para conformar los consorcios microbianos
evaluando su eficiencia en el compostaje de los RSOU a baja temperatura. Fueron
identificadas seis especies de cepas bacterianas con actividad metabdlica a bajas
temperaturas: B. wiedmanii, B. subtilis, B. velezensis, B. safensis subsp. safensis y B.
cereus. La caracterizacion morfoldgica, fisioldgica, molecular y la producciéon de
celulasas y amilasas permitieron establecer dos consorcios bacterianos con mayor
actividad celulolitica y actividad celulolitica/amilolitica. Los valores de temperatura, pH,
porcentaje de carbono y la relacion C/N evaluados en el proceso de compostaje de los
RSOU fueron los criterios para evaluar la madurez y calidad del compost obtenido, siendo
el consorcio conformado por las cepas B. safensis subsp. safensis (Tc4-67) y B. subtilis
(TC1-16) el maés eficiente para el compostaje. Este trabajo demuestra que es posible el
uso de consorcios bacterianos que beneficia el proceso de compostaje de RSOU a bajas

temperaturas.

Palabras clave: Actividad celulolitica, actividad amilolitica, anlisis filogenético

molecular, consorcio bacteriano, residuos sélidos organicos urbanos.

XVi



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate microbial consortia to enhance the
composting of urban organic solid waste (UOSW) at low temperatures. In this work,
bacterial strains were isolated from the Municipal Composting Plant of Chachapoyas,
located in Tuctilla, district of Chachapoyas, and soil of the Ocol Palm Forest, district of
Molinopampa, Amazonas, Peru. Screening was carried out to evaluate its metabolic
activity at low temperatures, grouping strains with cellulolytic activity and
cellulolytic/amylolitic activity, subsequently, molecular phylogenetic analysis and
quantitative determination of cellulase and amylase production were carried out in the
identification of bacteria to form the microbial consortia evaluating their efficiency in
composting UOSW at low temperature. Six species of bacterial strains with metabolic
activity at low temperatures were identified: B. wiedmanii, B. subtilis, B. velezensis, B.
safensis subsp. safensis and B. cereus. The morphological, physiological, molecular
characterization and the production of cellulases and amylases allowed the establishment
of two bacterial consortia with greater cellulolytic activity and cellulolytic/amylolytic
activity. The values of temperature, pH, percentage of carbon and the C/N ratio evaluated
in the composting process of the UOSW were the criteria to evaluate the maturity and
quality of the compost obtained, being the consortium made up of the strains B. safensis
subsp. safensis (Tc4-67) and B. subtilis (TC1-16) the most efficient for composting. This
work demonstrates that it is possible to use bacterial consortia that benefit the composting

process of RSOU at low temperatures.

Keywords: Cellulolytic activity, amylolytic activity, molecular phylogenetic analysis,

microbial consortia, urban organic solid waste.
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I. INTRODUCCION

Los residuos solidos urbanos (RSU), se encuentran dentro del grupo de los residuos
municipales o de &mbito de gestion municipal, comprenden los residuos domiciliarios y
los provenientes del barrido de espacios publicos y otras actividades urbanas no
domiciliarias (D.L. N°1278). En las tltimas décadas, ha habido un gran incremento de
los RSU producto del aumento de la poblacion, urbanizacién y desarrollo econémico.
Los residuos sélidos urbanos (RSU) contienen aproximadamente un 75 % de sustancias
biodegradables que representan la fraccion bioldgica u organica (Al-Dhabi, 2019),
generalmente estan conformados por desechos de cocina y de restaurantes, ademés de
material lignocelulésico como desechos de jardin, malezas, podas de arboles (Vobérkova
etal., 2017). La fraccion organica de los RSU es variada, siendo mucho mayor en zonas

rurales y en paises menos industrializados (De Vries y Andrade, 2008).

En Europa, la fraccion organica de los residuos solidos urbanos (RSU) comprende
aproximadamente 30-40 % (Cesaro et al., 2019) mientras que en Bangladesh, uno de los
paises mas contaminados del mundo, este porcentaje es alrededor de 75 — 85 %
(Khatiwada et al., 2016). En Perq, la situacion no es diferente, segun el Plan Nacional de
Gestion Integral de Residuos Solidos 2016-2024, en el afio 2014, se gener6 7 497 482
t/afio de residuos sélidos urbanos, de los cuales el 64 % fueron residuos domiciliarios y
respecto a su composicion el 53,16% correspondio a la fraccion organica. En el afio 2015,
el 74% de los residuos sélidos urbanos (RSU) generados en la region Amazonas se
destinaron al botadero y solo un pequefio porcentaje (6,40 %) se empled en el compostaje
(Orihuela, 2018).

La falta de tratamiento adecuado de los residuos solidos urbanos (RSU) conduce a la
formacion de gases de tipo invernadero como metano (CHas) y gases de 6xido nitroso
(N20), constituyendo un riesgo para la salud de las personas (Pereira et al., 2018). El
metano, después del didxido de carbono, constituye el gas de efecto invernadero de mayor
impacto en el cambio climatico (Khatiwada et al., 2016). Por ello, la produccion cada vez
mayor de la fraccidén organica de los residuos sélidos urbanos (RSU), hace necesario
establecer un sistema de gestion que sea amigable con el medio ambiente (Wei et al.,
2017).



El tratamiento bioldgico de los residuos sélidos municipales, permite recuperar recursos
biodegradables con potencial uso, siendo una alternativa a su desecho en los rellenos
sanitarios (Bayard et al., 2018). En ese sentido, el compostaje resulta un método de
tratamiento sostenible de los residuos sélidos organicos y es el mas recomendado para el
reciclaje por sus beneficios econémicos y ambientales (Pereira et al., 2018). El
compostaje es un proceso bioquimico, que los microorganismos realizan en condiciones
aerobicas, degradan los desechos organicos, transformandolo en un producto maduro con
alto contenido de sustancias himicas (HSs), que sirve de enmienda al suelo (Guo, Liu, &
Wu, 2019).

Durante el compostaje, se origina una curva caracteristica de incremento de temperatura
que va desde la etapa inicial, llegando a la etapa mesofilica, hasta alcanzar temperaturas
mayores en la etapa termofilica, y disminuyendo en las etapas de enfriamiento y
maduracion del compost (Raza & Ahmad, 2016; Zhao et al., 2018). La generacion de
calor durante el compostaje proviene de la actividad enzimatica de los microrganismos
para degradar carbohidratos, lipidos y proteinas presentes en la materia organica y la
temperatura, constituye un factor regulador de la actividad metabdlica degradativa en los
sistemas de compostaje y predispone la sucesion de las comunidades de microorganismos
presentes (Akyol et al., 2019; Liu et al., 2017; Wang et al., 2015). El alto porcentaje de
material lignocelulésico en los residuos sélidos urbanos dificulta su degradacion debido
a su compleja estructura, conformada por los polimeros de hemicelulosa y lignina
contenida en su matriz, por ello el empleo de microorganismos celuloliticos como
estrategia para su descomposicion resulta muy beneficiosa (Ozkam y Ahmet, 2016;
Vobérkova et al., 2017)

La inoculacion con microorganismos representa una de las estrategias importantes para
potenciar el compostaje (Reyes-Torres et al., 2018). Su empleo resulta cada vez de mayor
interés para muchos investigadores (Ribeiro et al., 2017), ya que debido a su actividad
metabolica aceleran la degradacion de la materia organica, disminuyen el tiempo del
proceso de compostaje y mejoran la calidad del compost, permitiendo el aumento de la
mineralizacion de carbono y nitrogeno (Aveiga et al., 2016; Awasthi et al., 2014; Yang
etal., 2018). Se ha demostrado que la actividad de los consorcios microbianos en conjunto

supera a la de los microorganismos individuales, por lo que la seleccion de las especies



que integran el consorcio se convierte en un reto para lograr un resultado exitoso (Faust,
2019).

El compostaje desarrollado a temperatura ambiental alrededor de los 20 a 30°C ha sido
ampliamente estudiado (Gou et al., 2017), y se sabe que el compostaje tradicional resulta
demasiado lento para la obtencion de abono organico que abastezcan la necesidades de
dos o tres cosechas anuales, por ello, el empleo de inoculantes microbianos especialmente
con actividad celulolitca es una buena alternativa para acelerar el proceso de degradacién
(Abdel-Rahman, 2016) Un desafio técnico para el inicio del compostaje, lo representan
las bajas temperaturas durante el invierno, principalmente en regiones de climas frios (Xie
et al., 2017). A temperaturas menores a 20°C la actividad de las enzimas microbianas
suele volverse lenta disminuyendo considerablemente e incluso puede detenerse (Tateda
et al., 2002; De Maayer et al., 2014). Esto conlleva a una menor produccién de energia
de los microorganismos, menor tasa de remocién de agua y biodegradacién (Zhao et al.,
2012). Estudios realizados demuestran que, en temporada de invierno, a temperatura
ambiental baja entre 3 y 9°C, existe una menor tasa de remocion de agua Yy
biodegradacion, a causa de la menor produccién de energia de los microorganismos
haciendo que el proceso inicie con retraso (Zhao et al., 2012). Esto se debe a que la
actividad de las enzimas microbianas se ralentiza o disminuye considerablemente a bajas

temperaturas (De Maayer et al., 2014).

Se conoce que gran parte de la superficie terrestre se encuentra en forma periddica o
permanentemente fria y existen microorganismos que han logrado sobrevivir en estos
entornos, debido a que poseen mecanismos moleculares de adaptacion (De Maayer et al.,
2014). Algunos microorganismos pueden desarrollar a temperaturas inferiores a 0°C, con
una temperatura Optima de 15°C, y maxima de 20°C; denominados psicrofilos, y otros,
los psicrétrofos que, aunque toleran temperaturas menores a 0°C, desarrollan mejor entre
20 a 25°C (De Maayer et al., 2014). Esto abre la posibilidad de que la inoculacién con
microorganismos adaptados al frio juegue un papel muy importante al impulsar la etapa
inicial del compostaje realizado a temperatura ambiental baja (Xie et al., 2017). A bajas
temperaturas, la etapa inicial de arranque del compostaje es crucial por lo que la
inoculacion con microorganismos podria acelerar este proceso (Sun et al., 2021). Sin
embargo, existe poca informacion al respecto, siendo necesario establecer la relacion

entre actividad enzimatica y temperatura para estudiar el efecto de los inoculantes



adaptados al frio en el compostaje a bajas temperaturas (Sun et al., 2017). No obstante,
aun quedan muchas interrogantes respecto a la degradacion de la materia organica a bajas
temperaturas, mayores estudios al respecto permitirian un mejor uso de los recursos y

favoreceria la produccién de energia y degradacion de compuestos (Sun et al., 2021).

La presente tesis doctoral contribuye al estudio del compostaje de residuos sélidos
urbanos (RSU), mediante la identificacion de especies bacterianas de interés
biotecnologico a partir del suelo del Bosque de Palmeras de Ocol para el aprovechamiento
de su potencial metabolico celulolitico y amilolitico a bajas temperaturas, asimismo de
bacterias aisladas de material organico en diferentes etapas de descomposicion. Las
especies identificadas que evidenciaron mejor actividad celulolitica y amilolitica,
conformaron un consorcio bacteriano empleado en la degradacion de residuos solidos
urbanos (RSU), contribuyendo al adecuado manejo y utilizacion de los desechos
organicos urbanos de la ciudad de Chachapoyas, de forma sostenible y consecuente con

el medio ambiente.
El estudio se desarroll6 en dos fases acorde a los siguientes objetivos especificos:

i. Aislar, seleccionar e identificar cepas microbianas con actividad celulolitica y

amilolitica a partir de diferentes sustratos.

ii.  Determinar la eficiencia de los consorcios microbianos aislados, en el compostaje

de residuos solidos urbanos (RSU) a baja temperatura.



1.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
1.1.1. Residuos sélidos urbanos (RSU)

Los residuos sélidos urbanos (RSU), son aquellos residuos producidos en domicilios,
comercios, oficinas y edificios publicos, siendo la cantidad generada mucho mayor en
zonas urbanas y de desarrollo industrial (Bonmati, 2008). En los residuos generados en
centros urbanos, predomina generalmente el componente organico o biodegradable,
principalmente residuos de alimentos, estiércol de animales, podas de jardineria, y pueden
ser degradados por los microorganismos (Puerta, 2004). Se ha determinado que, a pesar
de la heterogeneidad en la generacién y composicion de los residuos sélidos domiciliarios
en ciudades importantes de Paraguay, México, Pert, Colombia y Ecuador, la fraccion

organica sigue siendo predominante (Hernandez et al, 2017).

En América Latina, los residuos solidos urbanos (RSU) que se generen, pasara de 130
millones de toneladas en el 2012 a 220 millones de toneladas en el 2025 (Hoornweg y
Bhada-Tata, 2012). La ineficiencia en la gestion de los residuos sélidos urbanos (RSU)
y su inadecuada disposicion final, representa un serio problema de contaminacién
ambiental en las grandes ciudades, que afecta la salud humana (Lloréns et al, 2007). Por
ello la adecuada valorizacion que se realice de la fraccion orgénica, mediante el
compostaje, vermicompostaje o produccion de biogas, alimentacién animal, entre otras,

impactaria positivamente en el medioambiente (Puerta, 2004).

1.1.2. Compostaje

Sarkar et al, (2010), definen el compostaje como “una descomposicién aerobica de
materiales organicos por una variedad de microorganismos bajo condiciones controladas
para convertir en un producto similar al humus que se emplea en la agricultura como
fertilizante”. EI compostaje permite reducir la eliminacion de la fraccion organica de los
residuos soélidos a los vertederos o rellenos sanitarios (Muscolo et al, 2018). EI compost
tiene diferentes aplicaciones, que pueden ser la fertilizacion de suelo, restauracion de
suelos degradados, secuestro de carbono, asi como el desarrollo de actividades
productivas paisajisticas, debido a ello, el compostaje tiene un importante rol en la
sostenibilidad de los agroecosistemas (Pergola et al, 2018).

El proceso de compostaje presenta cuatro fases que se describen a continuacion:



Etapa de inicio y etapa mesofilica

El inicio del compostaje comprende desde el incremento de la temperatura ambiente
(0°C-25°C) hasta rangos de 25°C-45°C (Partanen et al., 2010). En esta etapa, los grupos
microbianos predominantes aprovechan la abundancia de nutrientes y generan energia

producto del metabolismo principalmente de los carbohidratos (Antunes et al., 2016).
Etapa termofilica

Esta etapa se caracteriza por el incremento de la temperatura como consecuencia de la
intensa actividad microbiana (Wei et al., 2018), las altas temperaturas generadas, pueden
variar de 45-70°C (Azim et al., 2017; Ryckeboer et al., 2003). Asimismo, se intensifica
la despolimerizacion de los compuestos carbonados debido a la intensificacion de la
actividad metabolica microbiana (Antunes et al., 2016). Ocurre la degradacion de la
lignocelulosa a lignina, probablemente por hongos temofilicos y actinomicetos, ya que
hongos, como los causantes de la podredumbre blanca de la raiz, mas eficientes en la
mineralizacion de la lignina, no sobreviven a temperaturas altas (Tuomela et al., 2000).
Por otro lado, las altas temperaturas de esta etapa tienen un efecto de esterilizacion del
compost, disminuyendo notablemente las poblaciones de patdgenos, como Pseudomonas,
Flexibacter (Zhang et al., 2016), Nitrobacter, (Chroni et al., 2009), Escherichia coli,
Streptococcus fecales, Salmonella, asi como levaduras y hongos filamentosos (Hassen et
al., 2001).

Etapa de enfriamiento

También denominada por Ryckeboer et al, (2003), como segunda fase mesofilica, es
transitoria entre las fases de biooxidacion, (mesofilica y termofilica) y la fase de
maduracion (Lépez-Gonzalez et al., 2015). Debido a la notable reduccién de la
temperatura, las bacterias de la etapa termofilica tiende a disminuir (Liu et al., 2017). Es
una etapa de estabilizacidn del sustrato, donde reaparecen los microorganismos mesofilos
(Azim et al., 2017). Sin embargo; éstos difieren de los presentes en la primera etapa
mesofilica (Ryckeboer et al., 2003). Por lo general, en esta fase y en la maduracion,
predominan Actynomicetes, que junto a los hongos degradan los materiales recalcitrantes
(Bernal et al., 2009).



Etapa de maduracion

Los grupos de bacterias que aparecen en esta etapa, estdn relacionados con el
metabolismo de sustancias remanentes dificiles de degradar, principalmente lignina, cuya
degradacion estaria asociada a la produccion de la enzima superéxido dismutasa (SOD)
(Antunes et al., 2016). En esta ultima fase, también se ha detectado niveles altos de
actividad enzimatica de la celulasa y B-glucosidasa, la cual ha sido correlacionada con
las comunidades funcionales de bacterias y hongos (Li et al., 2013). Las reacciones
secundarias que ocurren en esta etapa, determinan el proceso de humificacion,
generandose los &cidos fulvicos (FA), los cuales son compuestos intermedios en la
produccion de los &cidos humicos (HA), y posteriormente dan lugar a compuestos
himicos estables y beneficiosos para el suelo (Azim et al., 2017). La relacidén existente
entre AH/AF, seria indicador de la dinamica microbiana al final del compostaje (Awasthi
et al., 2014). La adecuada madurez y estabilidad del compost, también estan asociadas a
la alta conductividad eléctrica, contenido de cobre y baja fitotoxicidad (Silva et al., 2016).

1.1.3. Parametros fisicoquimicos del compostaje

Los parametros fisicoquimicos como temperatura, pH, materia organica, aireacion,
humedad, entre otros, son determinantes para el desarrollo de los microorganismos
(Nakasaki et al., 2019). Estos pardmetros influencian la composicion de las poblaciones
microbianas asociadas a los sistemas de compostaje (Zhang et al., 2011) siendo su
monitoreo muy importante para regular las comunidades microbianas presentes y hacer
mas eficiente el proceso (Wang et al., 2015).

Temperatura

La degradacién de los sustratos por accion microbiana, genera cambios de temperatura
(Antunes et al., 2016), originando desde la etapa inicial una curva caracteristica de
incremento de la misma, llegando a la etapa mesofilica, hasta alcanzar temperaturas
mayores en la etapa termofilica, y disminuyendo en las etapas de enfriamiento y
maduracion del compost (Raza & Ahmad, 2016; Zhao et al., 2018). A la vez, la
temperatura se considera un factor que regula la actividad metabélica degradativa en los
sistemas de compostaje y predispone a las variaciones de las comunidades de
microorganismos (Akyol et al., 2019; Liu et al., 2017; Wang et al., 2015).



Relacion Carbono: Nitrégeno (C: N)

La relacion carbono/nitrégeno (C: N) es un parametro fisicoquimico determinante en la
estructura y distribucion de las comunidades de microrganismos durante la degradacién
de la materia organica. El carbono presente en la materia organica, resulta imprescindible
como fuente energética para el desarrollo microbiano (Liu et al., 2017; Wang et al., 2015).
El nitr6geno es un macronutriente critico para los microrganismos, siendo fundamental
para la sintesis de compuestos nitrogenados como aminoacidos, proteinas y acidos
nucleicos (Azim et al., 2017). La relacion inicial 6ptima de C:N, se encuentra en el rango
de 25 — 30 (Awasthi et al., 2018). El empleo de una relacién mayor a este rango, retarda
el compostaje, por el exceso de carbono y contenido limitado de nitrégeno (Bernal et al.,
2009). ElI empleo de una relacion C:N menor al rango Optimo, ocasiona que los
microorganismos agoten rapidamente el carbono presente e incrementen el consumo de
nitrdgeno (Roman et al., 2015). En este caso, el exceso de nitrdgeno puede originar su
volatilizacién como gas amonio o su lixiviacién como nitrato (Ryckeboer et al., 2003).
La relacion C:N tiende a disminuir durante el proceso de compostaje (Wei et al., 2018),
puesto que, a medida que se degradan los sustratos, el contenido de carbono se reduce y
el contenido de CO> y nitrégeno se incrementa (Vobérkova et al., 2017). Al finalizar el
compostaje, la relacién C:N se sitda entre 16 a 20, siendo un buen indicador de la
madurez del compost (Liu et al., 2017; Goyal, Dull y Kapoor, 2005) y de la degradacion
del sustrato inicial (Tighe-Neira et al., 2014). La aplicacion de compost inmaduro,
perjudica el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido al bloqueo biolégico del
nitrogeno disponible en el suelo, produccion de sustancias fitotoxicas y la disminucién
del oxigeno, generando un ambiente reductor para las raices (Jimenez y Pérez Garcia,
1989).

pH

El pH 6ptimo permite el establecimiento y actividad de los microorganismos (Vobérkova
et al., 2017). Los valores 6ptimos de pH inicial se ubican entre 5,5 a 8 (Bertoldi et al.,
1983). Valores de pH por debajo de 5,5 al inicio del compostaje, estan asociados al mayor
contenido de nitrégeno en el sustrato (Wang et al., 2015). La variacion del pH es un
indicador directo de la actividad microbiana (Li et al., 2019), su alteracion representa un
factor estresante que influye en la sucesion de las comunidades microbianas durante el
compostaje (Liu et al., 2017). En las etapas mesofilica y termofilica, el pH tiende a
acidificarse debido a la generacion de acidos organicos producto de un metabolismo

incompleto de los productos de desecho (Vobérkova et al., 2017). En la etapa de



maduracion, el pH llega a estabilizarse hasta niveles de 7 u 8 (Raza & Ahmad, 2016; Zhao
et al., 2018), siendo este rango de pH requerido en el compost, debido a que después de
su aplicacion como biofertilizante no afectara el pH del suelo y por lo tanto, habra una
mejor disponibilidad de nutrientes para las plantas (Nadia et al., 2015). En consecuencia,
el pH se constituye en un parametro importante asociado a la calidad del compost (Wang
etal., 2015).

Humedad

Para algunos autores, la humedad resulta mas influyente que la temperatura para el
metabolismo microbiano durante el compostaje (Zhang et al., 2011), puesto que
proporciona el medio acuoso para la disolucion de los nutrientes y facilita la actividad
enzimatica del metabolismo microbiano (Liu et al., 2017). Un rango inicial de humedad
de 50-60% es lo requerido (Azim et al., 2017). Los valores iniciales por encima o por
debajo de dicho rango, alteran la estructura fisica de la materia orgéanica en
descomposicion, haciendo dificil el metabolismo microbiano (Awasthi et al., 2018; Wang
etal., 2015).

Oxigeno

Durante el compostaje, la degradacion de compuestos organicos ocurre en presencia de
oxigeno, lo cual permite la mineralizacion del carbono y nitrégeno, que resurgen a la
atmosfera como CO;z (Pereira et al., 2018). La disponibilidad del oxigeno influye en el
perfil microbiano del compost, permitiendo el desarrollo de los microorganismos
responsables de la degradacion progresiva del material lignocelulésico y de la
transformacion de la hemicelulosa a celulosa y lignina (Rivas et al., 2017). De reducirse
la concentracion de oxigeno, por la baja porosidad de la materia en descomposicion
(Wang et al., 2015), disminuye la degradacion, y existe menor pérdida de humedad y
calor (Guo et al., 2012), originando condiciones anaerobicas no deseadas, propicias para
el surgimiento de gases de mayor efecto invernadero como el CHasy N20, que impactan
en el medio ambiente (Pereira et al., 2018).

Volteado

Las condiciones anaerdbicas pueden provocar la desaceleracion temporal de la actividad
enzimatica , influyendo no solo en la composicion y estructura microbiana sino también
en sus perfiles funcionales (Antunes et al., 2016). Por tanto, se requiere suministrar
oxigeno en todas la etapas del compostaje aerobio, incluso durante la maduracion, lo cual
influye en la calidad del compost (Guo et al., 2012; Pereira et al., 2018). El volteado de

los desechos organicos durante el compostaje, es una técnica que permite suministrar



oxigeno, favoreciendo la oxidacion aerobica realizada por los microorganismos A mayor
frecuencia de volteado, mayor tasa de degradacion y menor tiempo de maduracion
(Getahun et al.,, 2012). El volteado, también favorece el resurgimiento de
microorganismos aerobios al finalizar la etapa termofilica, los cuales completan la
degradacidn de las macromoléculas remanentes, originando una fermentacion secundaria,

hasta que la temperatura finalmente desciende (Liu et al., 2017).

1.1.4. Sustrato y agente de carga

El tipo de materia organica empleada como sustrato y la interaccion con los pardmetros
fisicoquimicos influyen en la dinamica de las comunidades microbianas intrinsecas
durante el compostaje (Rivas etal., 2017; Villar et al., 2016; Zhao et al., 2018).. El tamafio
de las particulas del sustrato puede ser util para el control de las propiedades
fisicoquimicas durante el compostaje, el menor tamafio de las particulas favorece el
desarrollo microbiano y contribuye al aumento de la temperatura (Liu et al., 2017). El
tamano de particula 6ptimo empleado varia segun distintos estudios, pudiendo ser de 1 a
2 mm (Wei et al., 2018), 10 a 20 mm (Awasthi et al., 2014), de 20 a 30 mm (Gou et al.,
2017; Zhao et al., 2017).

La materia organica que se emplea para el compostaje puede ser de facil degradacion por
los microorganismos, como los azlcares solubles, acidos organicos, entre otros (Bertoldi
et al., 1983). También existen materiales refractarios o de dificil degradacién, como la
lignocelulosa, un complejo formado por tres polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina
fuertemente unidos entre si (Pérez et al., 2002; Zhao et al., 2017). Residuos con mayor
contenido de lignina son mas recalcitrantes a la degradacion, debido a su estructura tri
dimensional que protege a la celulosa'y hemicelulosa de la accion enziméatica microbiana
(Bayard et al., 2018).

Diferentes tipos de sustratos organicos han sido evaluados para su empleo en el
compostaje. Dentro de las fuentes organicas utilizadas destacan los residuos de origen
vegetal (Tighe-Neira et al., 2014) y los de origen animal, como el estiércol de vaca (Meng
et al., 2019), estiércol de cerdo (Huang et al., 2004), estiércol de caballo (Tortarolo et al.,
2008), y estiércol de pollo (Gu et al., 2017). También se han empleado residuos de origen
industrial como los desechos de cerveceria (Storey et al., 2015).

Para iniciar el compostaje, al sustrato seleccionado, suele agregarse agentes de carga con

la finalidad de corregir la baja relacion carbono-nitrogeno (Bernal et al., 2009). EI mayor
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contenido de agente de carga en la mezcla, mejora el flujo de aire al interior, lo cual
favorece el desarrollo de microorganismos aerobios (Pergola et al, 2018) y disminuye las
emisiones de gases de efecto invernadero como NHs, N2O y CHj4, beneficiando al medio
ambiente (Bong et al., 2016; Neugebauer y Sotowiej, 2017). Los agentes de carga,
generalmente provienen de material vegetal (Tuomela et al., 2000) y la seleccion depende
de su disponibilidad, pudiendo ser aserrin (Getahun et al., 2012; Jain et al., 2018), astillas
de madera (Partanen et al., 2010), paja de trigo (Akyol et al., 2019), pajilla de arroz (Wei
etal., 2018; Zhou et al., 2015), papel (Vobérkova et al., 2017), entre otros. EI compostaje
de residuos de cocina en hogares polacos demostr6 que el agregado de al menos 40% de
agente de carga (residuos de jardin, hojas secas, etc.), redujo significativamente la
emision de gases de efecto invernadero (Neugebauer y Sotowiej, 2017). Por otro lado, se
ha comprobado que mezclas que contienen 70% de agente de carga disminuyen no solo
la pérdida de nitrogeno sino también la generacion de olores, lixiviados (Guidoni, et al,
2018).

1.1.5. Inoculacién con microorganismos para potenciar el compostaje

La inoculacién con microorganismos lignoceluloliticos durante el compostaje resulta de
gran interés por los beneficios durante el proceso debido a su actividad metabodlica
(Véasquez y Millones, 2021). Los consorcios microbianos tienen una influencia positiva
en las comunidades microbianas enddgenas durante el compostaje, tal es el caso del
consorcio Bacillus licheniformis, Aspergillus nidulans y A. oryzae (Xu, et al., 2019). El
empleo de especies de Bacillus y Pseudomonas, aisladas del compostaje de residuos de
vegetales, subcultivadas e inoculadas en el proceso de degradacién del mismo tipo de
residuos, influyd positivamente en la calidad del compost obtenido en un periodo de 50
dias (Indumathi, 2017). Asimismo, la actividad enzimatica de la celulasa durante el
compostaje se increment6 con el empled del consorcio formado por Streptomyces sp. y
Actinobacteria bacterium (Zhao et al., 2017). Otras enzimas como la ureasa y polifenol
oxidasa también han demostrado mayor actividad durante el compostaje, al inocularse el
consorcio formado por Ralstoinia sp., Penicillium sp., P. aurantiogriseum y Acremonium
alternatum (Yang et al., 2018). La inoculacion de la bacteria celulolitica Axoxubacillus
sp MGAL110, aislada del compostaje de residuos sélidos municipales (RSU), demostro su
efectividad al ser empleada en la degradacién de la materia orgéanica incrementando la

duracion de la fase termofilica y la actividad de la celulasa (Ghaffari et al., 2011).
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Por otro lado, para superar el problema del inicio del compostaje de residuos sélidos a
temperatura ambiental baja, se ha ensayado el empleo de enmiendas de biochar en el
compostaje de estiércol de cerdo, prolongandose la duracion de la etapa termofilica
alrededor de 55°C, cuando la temperatura ambiental fue de 5°C (Liu et al., 2019). Gou
et al, (2017) evaluaron el empleo de un consorcio microbiano termofilico psicotropico
conformado por Brevundimonas diminuta, Flavobacterium glaciei, A. niger, Penicillium
commune, el cual acelero el inicio del compostaje de estiércol de leche y paja de arroz
realizado en un reactor en condiciones de baja temperatura. Asimismo, Xie et al, (2017),
desarrollaron un meétodo de inoculacién de un consorcio microbiano adaptado al frio
(CAMC), para iniciar con éxito el compostaje a 10°C, el cual actudé generando el

autocalentamiento de la pila de manera efectiva a las 37 horas de iniciado el compostaje.

1.1.6. Enzimas microbianas: celulasas y amilasas
Celulasas

Las celulasas son homopolimeros lineales de unidades de celobiosa con enlaces 1-4
glicosidicos (Abdullah et al., 2016). Conforman un complejo sistema enzimatico que
catalizan la hidrolisis de la celulosa en glucosa, mediante la accion sinérgica de tres
enzimas: endo-1,4 glucanasa, celobiohidrolasas, (exoglucanasas, endoglucanasas y
glucosidasas (Sadhu y Tushar, 2013). Constituye un grupo de enzimas de gran
importancia e interés industrial, producidas por hongos y bacterias; sin embargo, la
inestabilidad térmica a las altas temperaturas es una de las principales desventajas en el
uso de cepas fungicas (Abdel-Rahman, 2016). Por ello, actualmente las celulasas de
origen bacteriano son ampliamente estudiadas, debido a que conforman complejos
multienzimaticos y a diferencia de los hongos, las bacterias habitan diferentes ambientes
y nichos industriales, resistiendo a agentes ambientales agresivos; tienen ademas una tasa
alta de crecimiento lo que permite mayor produccion recombinante de enzimas (Sadhu y
Tushar, 2013).

Numerosos géneros de bacterias han sido reportados como productores de celulasas, entre
los mas estudiados se encuentran: Clostridium, Cellulomonas, Thermomospora, Bacillus,
Ruminococcus, Streptomyces, entre otros (Masngut et al., 2017). Por otro lado, celulasas

con gran potencial para su uso en la industria, que fueron obtenidas de cepas salvajes y

12



mutantes de Bacillus tuvieron una actividad 6ptima a 50°C y a pH de 5,0 a 9,0 (Abdullah
etal., 2016).

Amilasas

Las amilasas constituyen un grupo de enzimas que escinden los enlaces glicosidicos de
la molécula del almidon en dextrinas y oligosacaridos. Comprenden tres tipos: las a-
amilasa, las B-amilasas y las y-amilasas (Sundarram y Murthy, 2014). Se trata de enzimas
producidas por plantas, animales y microrganismos (bacterias y hongos), sin embargo,
las a-amilasas de origen microbiano, particularmente las producidas por bacterias tienen
gran demanda debido a su rédpido crecimiento y produccion menos costosa, lo cual
representa una ventaja comparada con los hongos (Gopinath et al., 2017).

Las a-amilasas hidrolizan los enlaces glicosidicos a-1,4 del almidén originando
moléculas de glucosa, maltosa y maltotriosas. El almidon esta construido de dos
polimeros de glucosa: la amilosa que constituye el 20-25% y amilopectina el 75-80%. La
amilosa es una cadena lineal de unidades de moléculas de glucosa unidas por enlaces -
1,4 glicosidicos, mientras que la amilopectina es una cadena ramificada de moléculas de
glucosa, unidas cada 15 a 45 unidades de glucosa por enlaces a-1,6 glicosidicos
(Sundarram y Murthy, 2014).

Ademaés, las amilasas microbianas son de uso predominante en los procesos industriales
debido a ello vienen siendo ampliamente estudiadas. Los métodos que determinan la
actividad de esta enzima se basan en el incremento de azUcares reductores, disminucién
del color del iodo en el sustrato empleado y disminucidn de la viscosidad de la suspension
de almidon (Gupta et al., 2003).

Existen reportes de diversos géneros de bacterias productoras de a-amilasas,
principalmente del género Bacillus, tales como Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
stearothermophilus y B. amiloliquefaciens (Souza y Magalhies, 2010). Lipomyces
konenkoae, Streptomyces bovis, y hongos productores de glucoamilasas: Rhizopus

oryzae, Aspergillus awamori, y Aspergillus turingensis (Favaro et al., 2015).

13



Il. MATERIALES Y METODOS

Etapa I: Aislamiento, identificacion y seleccion de cepas microbianas con actividad

celulolitica y amilolitica
2.1. Ambito y Material de estudio

En la primera fase del estudio se emplearon dos tipos de muestras. ambas no
probabilisticas, recolectadas en el mes de enero del afio 2021. El primer tipo de muestra
fue residuos sélidos organicos urbanos (RSOU) de la Planta de Compostaje Municipal de
la ciudad de Chachapoyas, ubicada en Tuctilla (S: 06°14°21.2”, WO: 77° 50°'47.4” y 2
311 m.s.n.m), region Amazonas, Perd. Segun la metodologia desarrollada por Wang et
al. (2019), se recolectaron muestras de 5 pilas que se encontraban en diferentes etapas de
compostaje. Cada muestra fue de 500 g, tomadas a diferentes puntos de profundidad de

las pilas de compostaje.

El segundo tipo de muestra fue suelo del Bosque de Palmeras de Ocol, ubicado en el
distrito de Molinopampa, region Amazonas, para lo cual se adaptd la metodologia de
Viteri (2016) fijando cinco puntos de colecta diferentes, en cada punto se tomaron 500 g
de suelo: (OC-21-A: S: 06°15°58,9”, WO: 77° 34'14,3”, 2 261 m.s.n.m; OC-21-B: S:
06°15°5,4”, WO: 77° 34°27,3”, 2 281 m.s.n.m; OC-21-C: S: 06°15°49,1”, WO: 77°
34733,7”,2 306 m.s.n.m. ; OC-21-D: S: 06°15°44,2”, WO: 77° 34°41,4”, 2 357 m.s.n.m
; OC-21-E: S: 06°15°43,1”; WO: 77° 34’41,17, 2 347 m.s.n.m.) (Figura 1).

Las muestras colectadas fueron depositadas individualmente, en bolsas de polietileno
autoselllables, codificadas y transportadas a 4°C con gel refrigerante, en una caja de
tecnopor para su procesamiento en el Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ingenieria
y Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas, (UNTRM), ubicada en la ciudad de Higos Urco, calle Universitaria 304,

Chachapoyas, region Amazonas.
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Figura 1
Recoleccion de las Muestras de la Planta de Compostaje Municipal de Chachapoyas

(izquierda) y de Suelo del Bosque de Palmeras de Ocol (derecha)

2.2. Determinacion de parametros fisicoquimicos de las muestras: pH,
temperatura, conductividad eléctrica (CE) y humedad

El andlisis fisico quimico de las muestras consistio en la determinacion de la temperatura,
pH y conductividad eléctrica (CE), los cuales fueron registrados directamente en las zonas
de muestreo. La temperatura fue tomada con un termometro impermeable digital para
compost (HANNA HI 9350005, Rumania). Para determinar el pH se emple6 un medidor
multiparametro de pH del suelo (HANNA HI99121, Rumania). La conductividad
eléctrica (CE) se registro con un kit de medicidn de conductividad directa de la actividad
del suelo (HANNA HI93310, Rumania).

El contenido de humedad se determind mediante el método gravimétrico, empleando la

férmula propuesta por la American Wood Preservers Association Standards:
MC% =W —w 100
donde (MC) es el contenido de humedad, W es el peso inicial de la muestray w es el peso

constante luego de retirar la muestra del horno 110°C (Saha, 2014). Los andlisis se

realizaron en el Laboratorio de Biologia y Microbiologia - UNTRM, Peru.
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2.3. Aislamiento y tamizaje de bacterias celuloliticas a 30°C

El aislamiento de las bacterias celuloliticas se realizé empleando el método de diluciones
seriadas, a partir de 10 g de muestra homogenizada y tamizada, (empleando un tamiz N°
1° U.S. Standard Testing Sieve de abertura 2.00 mm) y 90 mL de agua peptonada 0,1%
(p/v), como diluyente (Song et al., 2018; Zhao et al., 2017). A partir de la suspension
inicial se realizaron diluciones seriadas (10 a 10®). De cada dilucion, se tomé una
alicuota de 100 pL que fue diseminada sobre la superficie de placas con medio Agar
Carboximetilcelulosa (CMC) 1% compuesto por: carboximetilcelulosa 10 g/L, triptona 2
g/L, KH2PO4 4 g/L, Na2HPO4 4 g/L, MgSO4.7H.0 0,2 g/L, CaCl,.2H.0 0,001 g/L,
FeSO4.7H20 0,004 g/L, agar 15 g/L y el pH ajustado a 7. Las placas fueron inoculadas
por duplicado e incubadas a 30°C durante 24 a 48 horas (Behera et al., 2016). Las colonias
que crecieron en forma aisladas fueron seleccionadas y sub cultivados mediante siembra
por estria empleando placas con medio CMC 1% por duplicado, incubadas a la misma
temperatura anterior.

Posteriormente, se realiz6 un primer tamizaje a todos los aislados obtenidos para
evidenciar la produccion de celulasa, mediante la prueba del Rojo Congo (Fathollahi et
al, 2019).

Esta prueba consistio en cubrir la superficie de los cultivos en placa con el colorante rojo
Congo 1 % (p/v) durante 15 minutos. Posteriormente se realizé el lavado con una solucién
de NaCl 1 M la cual se descart6 transcurrida una hora. Finalmente, se agregd una solucién
de é&cido acético al 2% durante 10 segundos, lo cual permiti6 evidenciar con mayor
claridad el halo formado alrededor de la colonia. En los cultivos donde se observo dicha
reaccion, se registrd el diametro de la colonia y el halo formado (Nadia et al., 2015;
Viteri, Castillo, & Viteri, 2016).

Los indculos de las colonias de bacterias con actividad celulolitica fueron subcultivadas
y purificadas en placas de agar CMC 1% hasta la obtencion de cultivos axénicos.
Finalmente fueron transferidas asépticamente a tubos con Agar Luria Bertoni (LB)
(triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%, agar 15%, H>O 1L), pH 6,0 — 7,0
(w/v) e incubados a 30°C durante 24 horas (Zhao et al., 2017). Los cultivos puros fueron
codificados de acuerdo con el lugar de muestreo, nimero de muestra (punto de colecta o
numero de pila) y nimero correlativo conforme al aislamiento de la colonia. Se afiadio a
los cultivos una solucién de glicerol 20% y fueron mantenidos en congelacion para

posteriores ensayos (Ozkan y Ahmet, 2016) (Figura 2).
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Figura 2

Tamizaje de las Muestras (izquierda), Prueba del Rojo Congo (centro) y Cultivos

Axénicos de las Bacterias Aisladas

Capacidad amilolitica de los aislados bacterianos

Las bacterias con capacidad celulolitica seleccionadas en el tamizaje a 30°C, fueron
cultivados en Agar Almidén 2% (AA) (extracto de carne 3 g/L, NaCl 6 g/L, almiddn
2g/L, agar 12 g/L). Transcurridas 24 a 48 h de incubacidn, la superficie de los cultivos
fue cubierta con una solucion de Lugol (2 g ioduro de potasio y 1 g de iodo en 300 mL
de agua) para evidenciar las zonas claras de degradacion por actividad de la amilasa (Ng
et al., 2019) (Figura 3).

Figura 3
Prueba del Lugol para Evidenciar la Actividad Amilolitica de las Cepas Bacterianas

Aisladas
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2.4. Tamizaje de la actividad enzimatica bacteriana a 15°C

Se realiz6 un segundo tamizaje a 15°C para evaluar la actividad celulolitica y amilolitica,
para lo cual los aislados obtenidos fueron sub cultivadas mediante puntura, por triplicado
en placas Petri con agar carboximetilcelulosa CMC 1% y Agar Almidon 2%,
respectivamente. Los cultivos fueron incubadas a 15°C en una incubadora refrigerada
(VELP.Scientifica, Italia), durante 24 a 72 horas.

Transcurrido el periodo de incubacion, se determind la actividad celulolitica y amilolitica
de las cepas mediante la prueba de Rojo Congo y prueba de Lugol descritas anteriormente.
Se realiz6 la medicion en milimetros del diametro de las colonias y de los halos formados
producto de la hidrélisis de la celulosa y/o almiddn, respectivamente.

La determinacion del indice celulolitico (IC) o indice amilolitico (1A) fue calculado

mediante la siguiente ecuacion: *(Naresh et al., 2019).

(Diametro del halo—Didmetro de la colonia bacteriana) (*)

[Cel 0 [Amil =

Diametro de la colonia bacteriana

2.5. Identificacion de las cepas bacterianas

La identificacion de las cepas bacterianas seleccionadas se realizd mediante el
andlisis filogenético molecular y métodos bacteriol6gicos convencionales, teniendo en
cuenta la morfologia de la célula, caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y de la colonia

en medio solido.

2.5.1 Anélisis filogenético molecular de las cepas bacterianas

Las cepas celuloliticas y amiloliticas seleccionadas en el tamizaje a 15°C, fueron
identificadas mediante tres marcadores moleculares: ARN ribosémico 16S; gyrA,
subunidad A de la ADN girasa; y rpoB, subunidad 3 de la ARN polimerasa. Para ello, se
realizé un raspado superficial del cultivo axénico de cada aislado bacteriano y se depositd
en un vial Safelock Eppendorf de 2,0 mL respectivamente rotulados.

La extraccion del ADN gendémico se realizd empleando un kit de minipreparacién de
ADN (ZymoBIOMICS, California, EE. UU.) segun instrucciones del fabricante. Se
empleo la siguiente combinacion de cebadores para los tres marcadores: GM3F (5' -

18



AGAGTTTGATCMTGGC - 3') para 16S y GM4R (5' - TACCTTGTTACGACTT - 3)
(Muyzer et al. 1995); para gyrA, 42f (5'- CAGTCAGGAAATGCGTACGTC - 3) y 1066
(5' - CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT - 3) (Rooney et al. 2009 ); y para rpoB,
2292f  (5' - GACGTGGATGGCTACAACT - 3) vy 33%4r (5" -
ATTGTCGCCTTTAACGATGG - 3) (Gharsa et al . 2021).

La amplificacion de cada marcador se realiz6 mediante la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con MasterMix (Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU.)
empleando la siguiente combinacion: 10 ng de ADN y 0,25-0,5 pmol de los cebadores
directo e inverso en un volumen total de 10 uL. Se realiz6 un proceso de desnaturalizacion
a 95 °C por 3 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, el recocido
se realiz6 a 55 °C durante 1 minuto y la extensién a 72 °C también porl min. Finalmente
se realizé la elongacion a 72 °C/5 min. Los amplicones se purificaron utilizando un kit
Macherey-Nagel (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, Diren, Alemania). Las secuencias
de las cadenas directa e inversa fueron determinadas comercialmente por Macrogen (Sedl,
Corea del Sur) y luego editadas en el software Chromas v1.45 (McCarthy 1998).

Las secuencias se alinearon inicialmente utilizando los algoritmos MUSCLE (Thompson
et al., 1994) y se ajustaron manualmente con MEGA7 (Kumar et al., 2016). EI modelo de
sustitucién de nucleotidos que mejor se ajustaba a cada marcador se selecciong utilizando
PartitionFinder (Lanfear et al., 2012). La mejor estrategia de particion y el mejor modelo
de evolucién de la secuencia se seleccionaron en funcion del criterio de informacion
bayesiano (BIC). El analisis de méaxima verosimilitud (ML) se realiz6 con raxmIHPC-
AV X implementado en la interfaz raxmIGUI 1.3.1 (Silvestro y Michalak 2012) utilizando
el mejor modelo segun el caso con 1000 réplicas bootstrap para ambos conjuntos de datos.
La divergencia intraespecifica e interespecifica por pares se estimo utilizando el modelo
de distancia p en MEGAY.

2.5.2 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolédgica de las bacterias fue realizada mediante tincion Gram
empleando un microscopio de luz binocular (Leica  MD500) (Pozo et al., 2006;
Kunasundari, Naresh y Che, 2017). Ademas, se determino el diametro y longitud de las
bacterias empleando un microscopio profesional OLYMPUS BX538 (Tokyo, Japan), con
software de visualizacion en tiempo real y medicion que permite realizar mediciones

manuales, automaticas, calibrar escala fotografica y registro en JPEG.
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2.5.3 Caracterizacion bioquimica y fisiologica

Las cepas bacterianas fueron evaluadas en base a sus caracteristicas bioquimicas y
fisioldgicas empleando métodos convencionales de acuerdo con el Manual Bergey de
Bacteriologia Sistematica (Siu-Rodas et al., 2018). Las pruebas realizadas incluyeron:
catalasa, produccién de indol, citrato, hidrélisis de la gelatina y produccion de

hemolisinas.

Se evaluo el desarrollo de las cepas a diferentes temperaturas: 10, 20, 30, 40, 50 y 60°C
empleando caldo CMC 1%. Ademas, se determind la tolerancia a diferentes porcentajes
de NaCl (5%, 10%, y 20%) y niveles de pH 5, 6, 7, 8, 9 y 10 (Ozkan y Ahmet, 2016).

Las caracteristicas del cultivo y apariencia de la colonia (tamafio, color, forma, borde,

aspecto y olor) fueron descritas segun métodos estandar (Behera et al, 2016).

2.6.Determinacion cuantitativa de la produccién de celulasa y amilasa de las cepas

bacterianas

La determinacién cuantitativa de la produccion de celulasas y amilasas, se realizd
empleando el método 3,5-4cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), el cual mide la
acumulacion de productos (azlcares reductores) después de la hidrdlisis (Sadhu &
Tushar, 2013). Para ello, se inocularon las cepas bacterianas en tubos de ensayo
conteniendo 10 mL de caldo almidén 2% y caldo CMC 1%, respectivamente, y se
incubaron a 10°C, 15°C y 20°C, por 72 horas. Los cultivos obtenidos se centrifugaron a
4000 rpm durante 15 minutos y se empled el sobrenadante como solucién de enzima. Se
tomd 0,1 mL de la enzima y se agreg6 a 1 mL de solucion buferada de almidén al 1%,
pH 7, esta mezcla se incubd a 37°C por 10 min. Para detener la reaccion enzimatica se
agrego6 2 mL de reactivo DNS (&cido dinitrosalicilico 1g, NaOH, 16 g, tartrato de sodio y
potasio 300 g y agua destilada, enrasar a 1 L), luego se llevé a ebullicion por 10 minutos
para el desarrollo del color, enseguida se llevé a enfriar en bafio de agua helada por 2
minutos para estabilizar el color. Posteriormente se tomaron 200 pL y se diluyeron con
2,5 mL de agua destilada para medir su densidad Optica a 540 nm empleando un
espectrofotometro (UviLine 9400, China). El blanco contenia todos los reactivos a
excepcion de la enzima. Con las lecturas de la absorbancia se determind la concentracion

de glucosa en base a la curva estandar (Maharsiwi et al., 2020).

20



La actividad enzimatica se determiné empleando una curva de calibracion para-D-
glucosa. Una unidad de actividad enzimatica se traduce como la cantidad de enzima que
liber6 1 pmol de azucares reductores como equivalentes de glucosa por minuto
(Maharsiwi et al., 2020).

2.7.Andlisis de datos

Analisis de Conglomerados

Se realizo el analisis de conglomerados con base en las distancias euclidianas al cuadrado
(Gonzales et al., 2006) para formar grupos de cepas bacterianas con eficiencia metabolica
a baja temperatura (15°C) empleando los datos del indice celulolitico e indice amilolitico.
El andlisis de los datos se realizd con el paquete SAS (Statistical Analysis System) for
Windows V8.

Andlisis multivariante: Manova de dos vias.

Para analizar la actividad metabolica de las cepas con mayor actividad celulolitica y/o
amilolitica a bajas temperaturas se emplearon datos referentes al indice celulolitico,
indice amilolitico, azucares reductores en caldo CMC vy azucares reductores en caldo
almidon, a los cuales se les realizé un analisis de varianza multivariado donde el Factor
A: Cepa bacteriana [Tc2-25, Tc2-28, Tc2-29, Tc5-82 (B. wiedmanii); OcA-10 (B.
subtilis); OcE-31 (B.velezensis) y Tc3-42 (B. subtilis)] y Factor B: Temperatura de
crecimiento (15°C y 20°C). Las diferencias significativas se analizaron a p < 0,05y p <
0,01, respectivamente. Previamente se comprob6 la normalidad con la prueba de Shapiro-
Wilk y lahomogeneidad de las varianzas, el disefio fue balanceado con todas las muestras
analizadas bajo condiciones similares y no hubo datos faltantes. En el procesamiento de
los datos no se incluyo el nivel temperatura 10°C del Factor B por registrar un escaso
crecimiento en esa temperatura en ensayos preliminares.

Para evaluar diferencias entre los diferentes tipos de actividad metabdlica (tratamientos)
se empled el andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores y post-hoc Tukey HSD,
respectivamente.

Analisis de los componentes principales

La relacion entre las actividades metabdlicas se realizd con la técnica de analisis de los
componentes principales (ACP). Los resultados de los componentes principales se

visualizaron con el Biplot construido entre los dos primeros componentes principales
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(PC1y PC2). Todos los analisis estadisticos fueron conducidos con el software R version
4.1.0.

2.8.Conformacion de los consorcios microbianos.

Realizada la identificacion y seleccion de las cepas en funcion a su actividad celulolitica
y amilolitica a la mejor temperatura de respuesta segun el disefio experimental empleado,

se conformaron dos consorcios microbianos: consorcio 1 (C:1) y consorcio 2 (C:2),

2.9.Ensayo de antagonismo

Este ensayo se realiz6 mediante el método de difusion de pozos de agar utilizado por
Hesari et al. (2017), el cual consistié en inocular mediante siembra en césped, una
suspension de la bacteria a ensayar a una concentracion de 3 x 108 cel /mL, equivalente
a 0,5 MacFarland en placas de agar Muller Hinton, posteriormente se colocaron 80 pL de
la suspension de las bacterias a confrontar en cada uno de los pocillos realizados
previamente empleando una pipeta Pasteur estéril como sacabocado. El procedimiento se
realizd por triplicado y las placas fueron incubadas a 30°C por 24 h para observar los

halos de inhibicién.
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Etapa I1: Determinacion de la eficiencia de los consorcios microbianos en el

compostaje de residuos orgéanicos urbanos a baja temperatura.
2.10. Ambito del estudio

La fase de campo para realizar el compostaje de los residuos solidos urbanos (RSU)
orgénicos empleando consorcios microbianos, se realizd en el Centro experimental
Agroforestal- Area Vivero-Instituto de Ceja de Selva-INDES de la Universidad Nacional
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM-Amazonas), ubicado en el distrito de

Chachapoyas, provincia de Chachapoyas, region Amazonas.

2.11. Residuos solidos organicos urbanos

Los residuos solidos organicos urbanos (RSOU) fueron obtenidos directamente de la
Planta de Compostaje de la Municipalidad de Chachapoyas, localizada en Tuctilla,

distrito de Chachapoyas, Amazonas, Peru.

2.12. Analisis fisico quimico de los residuos solidos organicos urbanos (RSOU)

El anélisis fisicoquimico de los RSOU se realiz6 en el laboratorio de Biologia y
Laboratorio de Tecnologia Agroindustrial de la Facultad de Ingenieria y Ciencias
Agrarias de la UNTRM. Se determing el contenido de humedad (método gravimétrico),
pH (potencidmetro), Nitrogeno (Kjeldahl), contenido de materia organica, Carbono y

relacion C/N.

Determinacion de Nitrogeno

La cantidad de nitrégeno contenido en los residuos sélidos organicos se determiné
mediante el método de Kjeldahl. En tres etapas: la digestién, en la cual el nitrégeno
organico es transformado a nitrégeno amoniacal o ion amonio (NH4*) La muestra es
tratada con &cido sulfurico concentrado, empleando un catalizador a altas temperaturas;
la destilacion: en esta etapa se emple6 una solucion de Hidroxido de Sodio al % para
alcalinizar fuertemente el medio y desplazar el amoniaco (NH3) de las sales amonicas y
posterior fijacion en una solucion acida de concentracion conocida; la titulacion donde la
cantidad de nitrogeno contenida en la muestra es determinada de acuerdo a la cantidad de
acido neutralizado por el amoniaco disuelto (Barrena, 2006).
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Determinacion de la relacion C/N

La relacion de Carbono/Nitrégeno fue determinada mediante el porcentaje de carbono
(%C) y el porcentaje de nitrogeno (%N) a partir de los residuos solidos organicos urbanos
(RSOU) y forraje seco de avena (FSA).

Para la determinacion del porcentaje de carbono, se realiz6 la medicién del contenido de
materia orgéanica expresada como LOI (Barrena, 2006; DOF, 1992), empleando la
siguiente ecuacion:

X-Y)

100
X-1z) "

% LOI =

donde,
X = peso del crisol y de la muestra seca antes de la ignicion (g),
Y = peso del crisol y de la muestra seca después de la ignicion (g), y

Z = peso del crisol (g).

Obtenido el % LOI, se determind el porcentaje de carbono (Barrena, 2006; DOF, 1992)

mediante la siguiente ecuacion:

%C = (% LOI) x 0,58
donde,
% LOI = porcentaje de materia organica

0,58 = constante de Jackson (Barrena, 2006)

Realizados los calculos de la relacion C/N de los RSOU y FSA, se calcul6 la proporcion
de los componentes a emplear en el llenado de las macetas para el proceso de compostaje,
utilizando 80% de RSM y 20% de FSA, dando lugar a una relacion inicial de 30:1 de
CIN.
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2.13. Propagacion de los consorcios microbianos

Las cepas seleccionadas en la primera parte del estudio fueron subcultivadas
individualmente en agar CMC 1% a 15°C por 24 a 72 horas y posteriormente repicadas
en tubos de 16 x 150 mm conteniendo 5 mL de caldo CMC 1%, incubados bajo las
mismas condiciones anteriores. (Abdel-Ramal, 2016). Luego de reactivadas las cepas, los
indculos de cada una de ellas se estandarizaron a una concentracion final de 108 UFC/mL,

empleando un densitometro MC Farland DEN-1, Marca Grant-bio.

Para su propagacion, los cultivos microbianos estandarizados fueron inoculados en una
proporcion 1:1 (w/w) (Xu et al., 2019), en frascos Schott rotulados conteniendo 1 litro de
caldo peptonado estéril, suplementado con CMC 1%., pH 7, previamente esterilizado en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Los frascos inoculados con los consorcios microbianos C:1 y C:2, se incubaron a
temperatura ambiente en agitacion constante por 24 horas, empleando un agitador IKA

Labortechnik ks 250 Basic, quedando listos para su posterior empleo (Figura 4).

Figura 4

Propagacion de los Consorcios Microbianos

Nota. Inoculacion en los Medios de propagacion (a), Consorcio Microbiano 1 (b),

Consorcio Microbiano 2 (c), Incubacion de los Consorcios en Agitacion (d).
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2.14. Instalacion de los sistemas de compostaje

Para evaluar el proceso de compostaje de los residuos sélidos organicos se emplearon
macetas de plastico de 50 L de volumen. Cada maceta estuvo compuesta por 26 kg de
RSOU picados en aproximadamente 4 cm, més 6,5 kg de forraje seco de avena picado en
aproximadamente 7 cm. La mezcla de estos dos elementos se colocaron en las macetas
en un ratio C:N de 30:1, y 65% de humedad.(Li et al., 2019; Wei, Wang, Hassan, & Xie,
2018).

2.15. Inoculacion de los consorcios microbianos

Instaladas las unidades experimentales con el sustrato indicado en el item anterior, se
inocul6 el consorcio microbiano correspondiente, a una concentracion de 108 UFC/mL.
Se aplico 100 mL de consorcio por cada 10 kg de material compostado (Aveiga et al.,
2016). El in6culo del consorcio microbiano fue distribuido uniformemente removiendo
la superficie (Ribeiro et al., 2017).

2.16. Manejo de las composteras: controles y mediciones

Para mantener la humedad de 65 % y favorecer la actividad microbiana degradativa se
afiadié agua semanalmente. El volteado del sustrato en cada unidad experimental se
realizd cada 7 dias para proveer de aireacion, éste se realizd en forma mecanica por
remocion empleando una lampa (Aveiga et al., 2016). Se realizé el registro de
temperatura, pH y la conductividad eléctrica CE de cada unidad experimental (UE)
diariamente durante los primeros 15 dias, posteriormente en forma semanal. Ademas, se
tomaron 100 g de muestra de cada UE para determinar la humedad, materia organica,

carbono y nitrégeno.

2.17. Cosecha del compost

Al finalizar el proceso de compostaje se realizo el cernido, pesaje, y secado. Se tomd una

muestra de 100 g de cada UE o réplica para los analisis correspondientes (materia organica,
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nitrégeno y relacion C/N) en el laboratorio de Biologia y Tecnologia Agroindustrial de la
UNTRM.

2.18. Analisis y evaluacion del compost obtenido

El anélisis microbioldgico del compost comprendié la determinacion de coliformes totales
y coliformes fecales por el Método del NUmero Mas Probable (NMP) y se investigd la
presencia de Salmonella spp. La evaluacién de la calidad del compost se realiz6 mediante

el ensayo de fitotoxicidad.

Coliformes Totales y Fecales

Se investigo la presencia de coliformes totales y fecales, mediante la Técnica del NUmero
Més Probable (NMP), empleando como diluyente solucion de Peptona al 0,1 %, y Caldo
verde Brillante Bilis Lactosa (BGBL) (ICMSF, 2000).

Investigacion de Salmonella

Para la investigacion de Salmonella sp. en las muestras del compost obtenido, se realizd
siguiendo el método recomendado por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-15,
para lo cual se realiz6 un enriquecimiento de 25 g de compost en 225 ml de caldo lactosado
y se incubd a 35°C durante 24 horas. Posteriormente se realizd un enriquecimiento
selectivo, inoculando 1 ml del cultivo anterior en 10 ml de caldo selenito el cual fue
incubado a 43°C por 24 horas. a partir de este cultivo se realizaron siembras por estria en
placas con agar Salmonella-Shigella, las cuales fueron incubadas a 35°C/24 horas. Las
colonias sospechosas seleccionadas se resembraron en Agar Mac Conkey e incubaron a 35
°C /24 horas, se realiz6 ademas la tincion Gram para confirmar su morfologia y reaccion
tintorial. Las pruebas bioguimicas para la identificacién de Salmonella se realizaron a partir
de las colonias seleccionadas del Agar Mac Conkey, y se inocularon en los medios de
cultivo diferenciales: TSI, LIA, Citrato, caldo Urea, caldo triptonado para realizar la prueba

de indol.

Ensayo de fitotoxicidad

La evaluacion de la fitotoxicidad del compost obtenido a partir de RSOU y FSA se realiz
adaptando los protocolos de Cesaro et al. (2015) y Ofosu-Budu et al. (2010). Se colocaron

20 semillas de brécoli cv. Green Sprouting Calabrese (Emerald Seeds) sobre papel filtro
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en placas Petri de 100 mm de didmetro. Se prepararon extractos acuosos de cada uno de
los tratamientos de compost para lo cual, 20 g de compost fueron diluidos en 40 mL de
agua destilada y almacenados por dos horas. 20 mL de extractos acuosos fueron
centrifugados a 4060 rcf por 15 minutos, el sobrenadante fue empleado para humedecer las
semillas en las placas y colocadas en una estufa a 25 °C. Se utiliz6 agua destilada como
control para humedecer las semillas. Las evaluaciones se realizaron a los 7 dias, tiempo en
la cual las semillas tuvieron una adecuada germinacion. Semillas no germinadas fueron
definidas como aquellas con cero (0) cm de longitud. El indice de germinacion combino la
germinacién de semillas y longitud de la raiz, ambos expresados en relacién con el control.

El indice de germinacion (IG) fue calculado de la siguiente manera:

x 100

G1L1
16(%) = G212

Donde, G1 numero de semillas germinadas en contacto con la solucion de compostaje;
L1 es el promedio de longitud de la radicula originada en contacto con la solucion de
compostaje; G2 nimero de semillas germinadas en contacto con agua destilada; L2 es el
promedio de longitud de la radicula originada en contacto con agua destilada (Cesaro et
al., 2015).

El extracto de compost que produjo un IG mayor de 100 fue considerado como
estimulante del crecimiento, mientras que un IG menor de 100 fue considerado como
fitotoxico (Ofosu-Budu et al. 2010).

2.19. Andlisis de datos

Para evaluar los consorcios microbianos en el compostaje de residuos sélidos urbanos, se
elaboraron gréaficos de las medias del testigo absoluto (Tabs), testigo control (Tc) y los
tratamientos inoculados con los consorcios microbianos: Consorcio 1 (C:1) y Consorcio
2 (C:2), respectivamente (Tabla 1).

La unidad experimental estuvo constituida por una maceta de 50 L de volumen empleada
como compostera. Cada tratamiento con 5 repeticiones, obteniendo un total 20

repeticiones.
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Tabla 1

Tratamientos para la Evaluacién de los Consorcios Microbianos en el Compostaje de

Residuos Solidos Organicos Urbanos

Tratamiento Composicion Inoculo
T1 RSOU, forraje seco de avena Consorcio 1 (C:1)
T RSOU, forraje seco de avena Consorcio 2 (C:2)
Tc RSOU vy forraje seco de avena. Sin inocular
Tabs Residuos sélidos urbanos (RSOU) Sin inocular
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I11. RESULTADOS

Etapa I: Aislamiento, identificacion y seleccion de cepas microbianas con actividad

celulolitica y amilolitica.

3.1. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras

Las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de la planta de compostaje de

Chachapoyas mostraron diferencias en cuanto a las caracteristicas de temperatura, pH,

conductividad eléctrica (CE) y humedad, de acuerdo con la etapa en la que se encontraba

la pila (mesofilica, termofilica y maduracion) (Tabla 2).

Tabla 2

Caracteristicas Fisicoquimicas de las Muestras de la Planta de Compostaje Municipal

de Chachapoyas
Cdodigo de Fase Temp. Humedad
pH CE
pila de la pila °C %
Tc-1 Mesofilica 27,0 4,04 1,59 72,13
Tc-2 Mesofilica 32,0 4,09 1,55 72,71
Tc-3 Termofilica 542 6,27 1,19 56,12
Tc-4 Termofilica 530 7,38 0,85 53,48
Enfriamiento y
Tc-5 36,0 7,04 1,07 38,01

maduracién
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Las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelo del Bosque de Palmeras de
Ocol, Amazonas, indican que las muestras Oc-D y Oc-E tuvieron valores de pH &cido y
conductividad eléctrica (CE) mayor, en comparacion con las muestras Oc-A, Oc-B y Oc-
C, las cuales registraron valores de pH ligeramente alcalinos y menor conductividad
eléctrica (CE) (Tabla 3).

Tabla 3

Caracteristicas Fisicoquimicas de las Muestras de Suelo del Bosque de Palmeras de

Ocol, Amazonas, Peru

Cadigo T® pH C.E Humedad
(ms/cm) %
OC-A 16,5 8,13 0,59 19,5
OC-B 17,0 7,76 0,40 42,2
OC-C 17,2 7,87 0,46 25,2
OC-D 17,6 5,49 0,84 65,9
OC-E 17,7 5,76 0,71 32,3

3.2. Aislamiento bacteriano y tamizaje de la actividad celulolitica y amilolitica a
30°Cy 15°C.

En el tamizaje inicial a 30°C, se aislaron 60 cepas bacterianas empleando medio Agar
Carboximetil celulosa 1% (CMC) y medio agar almiddn 2%, a partir de los residuos
solidos organicos de la Planta Municipal de Compostaje de Chachapoyas. 55 cepas
mostraron actividad celulolitica/amilolitica, mientras que 5 cepas mostraron solo
actividad celulolitica. Por otro lado, 17 cepas aisladas de la pila Tc-1y 9 cepas aisladas
de la pila Tc-2 correspondieron a pilas en fase mesofilica; 8 cepas aisladas de la pila Tc-
3y 12 cepas aisladas de la pila Tc-4 correspondieron a pilas en fase termofilica, y 14
cepas aisladas de la pila Tc-5 correspondieron a pilas en la fase de enfriamiento y

maduracion (Tabla 2 y 4).
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Por otro lado, en el tamizaje secundario a 15°C realizado a las mismas cepas, solo 49
mostraron crecimiento, de las cuales 39 tuvieron actividad celulolitica/amilolitica en tanto
que 10 cepas evidenciaron solo actividad celulolitica. Ademas, se observé que 16 cepas
aisladas de la pila Tc-1y 8 cepas aisladas de la pila Tc-2 correspondieron a pilas en fase
mesofilica; 7 cepas aisladas de la pila Tc-3 y 12 cepas aisladas de la pila Tc-4
correspondieron a pilas en fase termofilica, en tanto que 6 cepas aisladas de la pila Tc-5

correspondieron a pilas en la fase de enfriamiento y maduracion (Tabla 2 y 4).

Tabla 4

Numero de Bacterias Aisladas de la Planta de Compostaje Municipal de Chachapoyas

con Actividad Celulolitica y Amilolitica a 30° y 15° C

Tamizaje Tamizaje Actividad c'eaiﬁtlgllli?iii-
30°C 15°C celulolitica e
o Amilolitica
Codigo No
Crecieron . 30°C 15°C 30°C 15°C
crecieron

N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° %

TC-1 17 28 16 27 1 2 o o0 1 2 17 28 15 25
TC-2 9 15 8 13 1 2 2 3 1 2 7 12 7 12
TC-3 8 13 7 12 1 1 2 1 2 7 12 6 10
TC-4 12 20 12 20 O 2 3 6 10 10 17 6 10
TC-5 14 23 6 10 8 13 O O 1 2 14 283 5 8
Total 60 100 49 82 11 18 5 8 10 17 55 92 39 65

En la Tabla 5, se muestra que, en el tamizaje inicial a 30°C, se aislaron 12 cepas
bacterianas con actividad celulolitica y amilolitica, a partir del suelo del Bosque de
Palmeras de Ocol. Por otro lado, en el tamizaje secundario a 15°C, solo 7 mostraron un
crecimiento, de las cuales 5 mostraron actividad amilolitica y 2 mostraron actividad

celulolitica/amilolitica.
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Tabla b

Numero de Bacterias Aisladas del Bosque de Palmeras de Ocol, con Actividad Celulolitica y

Amilolitica a 30° y 15°C

Tamizaje Tamizaje 15°C Cepas Cepas Cepas
30°C celuloliticas amiloliticas celulolitica-
L amilolitica
Codigo No
Crecieron crecieron 30°C 15°C 30°C 15°C 30°C 15°C
N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° %
TC-1 17 28 16 27 1 2 0 O 1 2 O O O O 17 28 15 25
TC-2 9 15 8 13 1 2 2 3 1 2 O O O O 7 12 7 12
TC-4 8 3 7 12 1 2 1 2 1 2 0 O O O 7 12 6 10
TC-5 12 20 12 20 0 O 2 3 6 10 0 0 O O 10 17 6 10
TC6 14 23 6 10 8 13 0 0O 1 2 O O O O 14 23 5 8
Total 60 100 49 82 11 18 5 8 10 17 0 O O O 55 92 39 65

3.3. Seleccidn de las cepas bacterianas con mejor actividad enzimatica a 15°C

De acuerdo con el andlisis de cluster obtenido por el método de Ward, fueron agrupadas

49 cepas bacterianas procedentes de las muestras de la planta de compostaje de la

Municipalidad de Chachapoyas, que mostraron un adecuado desarrollo a 15°C, teniendo
en cuenta su actividad celulolitica o amilolitica. En ese sentido, 14 cepas mostraron mejor
actividad celulolitica y comprenden los aislamientos Tc1-16 a Tc4-62 (Figura 5), cuyos

diametros de halo de hidroélisis de la celulosa estuvieron comprendidos en el rango de

7,50 a 8,6 mm e indice celulolitico de 0,33 a 0,9.
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Figura 5

Analisis de Cluster para Evaluar la Actividad Bacteriana Celulolitica a 15°C de las

Cepas Aisladas de la Planta de Compostaje de la Municipalidad Provincial de

Chachapoyas (Método de Ward)

Cepa

TC-1-68
TC~-1-9
TC-2-26
TC-3-41
TC-3-49
TC-5-84
TC=1=2
TC=1-3
TC=1-4
TC-1-14
TC=1=~10
TC~-1-13
TC-4-60
TC-4-61
TC=1-8
TC-4-70
TC-4-64
TC-5-85
TC=1=15
TC=1=-17
TC-3-48
TC-4-65 ¢
TC-4-69

| TC=5=86"___
TC=1=16
TC-2-33
TC-4-67
TC-3-42
TC~-3-47
TC-2-24
TC=5~82
¥C-2-30
YC-3-46

TC=1=1
TC=1-5
TC~5-83
TC-4-63
TC-4-66
TC-1-6
TC=1=7
TC=1-12
TC-4-58
TC-2-25

TC-3-44]

TC-2-28
TC-5-81
TC=-2-29
TC=-2-32

TC-4-S2‘
0.0

T
0.

Seni-Partial R-Squared

Por otro lado, en el tamizaje a 15°C, 8 cepas mostraron mejor actividad amilolitica y

estuvieron comprendidas las cepas Tc2-25 a Tc¢5-82 (Figura 6), cuyo rango de halo de

hidroélisis del almiddn resulté entre 10,6 a 12,8 mm e indice amilolitico de 2,01 a 2,57.

En el anélisis de la actividad celulolitica y amilolitica a 15°C de los aislados

bacterianos, se obtuvo que las cepas Tc2-30, Tc2-29, Tc5-81 y Tc5-82 mostraron

eficiencia en ambas actividades metabolicas (Figura 5y 6).
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Figura 6
Analisis de Cluster para Evaluar la Actividad Amilolitica a 15°C de las Cepas
Bacterianas Aisladas de la Planta de Compostaje de la Municipalidad de Chachapoyas

(Método de Ward)

Cepa

TC=1~-1
TC~-1-14
TC-4-58
TC-1-13
TC=-1-5
TC~-1-6
TC~1-9
TC-4-62
TC-1-4
TC-2-32
TC-3-49
TC~-1-8
TC=1~15
TC-5-84

TC=-1-7
TC=-1-17
TC-3-44
TC-4-63
TC~-4~-64
TC-4-65
TC-5-83
TC~-2-33
TC-3-48
TC-4-60
TC-4-61
TC-4-69
TC-4-70
TC-5-86
TC-1-2
TC-1-3 |
TC=-1-10
TC-1~-16
TC=-1-12
TC~-5-85
TC-3-41
TC-3-47
TC-3-46
TC-2-24
TC-2-28
TC~-3-42

TC-2-26
TC-2-23
TC~-4-66
TC-5-81 J
TC-5-82

I I
0.00 0.05

Semi-Partial R-=Square:
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Segun el analisis de cluster para evaluar la actividad bacteriana celulolitica a 15°C de las
cepas aisladas del bosque de Palmeras de Ocol, se identificaron a dos cepas (Oc-A-10 y
Oc-E-31) que mostraron actividad a baja temperatura, desarrollando halos de hidrolisis

de celulosa de 2,60 a 5,30 mm e indice celulolitico de 1,6 a 2,53 (Figura 7).

Figura 7
Anélisis de Cluster para Evaluar la Actividad Celulolitica a 15° de las Cepas Bacterianas

Aisladas del Suelo del Bosque de Palmeras de Ocol (Método de Ward)

Capa

oc-n-4

ac-e-11

0c-E-27

oC-E-23

ac-g-3o

ac-A-10

oc-E-M

0.0 0.1 0.2

SemlI=-Partial R=Squared
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El andlisis de cluster para evaluar la actividad amilolitica de las cepas aisladas del bosque
de Palmeras de Ocol, determind que tres de las siete cepas mostraron los mejores halos
de hidrdlisis, con un didmetro de 6,9 a 8,5 mm e indice amilolitico de 1,76 a 5,85 (Figura

8).
Figura 8
Andlisis de Cluster para Evaluar la Actividad Amilolitica a 15°C de las Cepas

Bacterianas Aisladas del Bosque de Palmeras de Ocol (Método de Ward)

Cepa

ac-A-4 —

0OC-E-28 —

gCc-gE-30

ac-a-10

oc-B-11

OCc-E-27

ac-e-31

I T T
0.00 0.05 0.10

Semi-Partial R=-Squared
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Realizada la evaluacién de la actividad enzimética a 15°C, fueron seleccionados veinte
aislados bacterianos que mostraron mejor actividad celulolitica y/o amilolitica, de las
cuales 18 cepas fueron aisladas de la planta de compostaje municipal (Tc1-16, Tc2-24,
Tc2-25, Tc2-26, Tc2-28, Tc2-29, Tc2-30, Tc2-32, Tc2-33, Tc4-42, Tca-46, Tca-47, Tcb-
62, Tc5-66, Tch5-67, Tc5-68, Tc6-81, Tc6-82) y 2 cepas aisladas del Bosque de Palmeras
de Ocol (OcA-10, OcE-31).

3.4. Identificacion de las cepas bacterianas

Andlisis filogenético molecular

El andlisis filogenético exploratorio se llevd a cabo para entablar las relaciones
filogenéticas de las 20 cepas especies de bacterias presentes en las pilas de compostaje de
Tuctilla y suelos del Bosque de Palmeras de Ocol, registrandose cinco especies de cepas
bacterianas con actividad metabolica a bajas temperaturas (Figura 9, Tabla 6). Se
generaron un total de 34 secuencias de 1/2 y se depositaron en el GenBank (Tabla S1,
Anexo 1).
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Figura 9
Arbol Filogenético de las Cepas Aisladas de la Planta de Compostaje de la Municipalidad

de Chachapoyas y del Bosque de Palmeras de Ocol

- Bacillus cereus strain HYS02
Bacillus cereus (Tc-2-33)
Bacillus cereus strain BD2
Bacillus cereus strain Neha

Bacillus cereus (Tc-4-66)

Bacillus cereus (Tc-4-68)

Bacillus wiedmannii (Tc-3-47)

89! Bacillus cereus (Tc-2-30)

Bacillus wiedmannii strain ER6

Bacillus wiedmannii strain GO71

Bacillus wiedmannii (Tc-2-24)

100 Bacillus wiedmannii (Tc-2-32)

Bacillus wiedmannii (Tc-2-26)

Bacillus wiedmannii (Tc-3-46)

Bacillus wiedmannii (Tc-2-29)

Bacillus wiedmannii (Tc-5-81)

Bacillus wiedmannii (Tc-2-28)

Bacillus wiedmannii (Tc-5-82)

100 Bacillus wiedmannii (Tc-2-25)

Bacillus safensis subsp. safensis PPK6
100 Bacillus safensis subsp. safensis (Tc-4-67)
l Bacillus safensis subsp. safensis PNA12
Bacillus safensis subsp. safensis IMJ7
[— Bacillus subtilis (Oc-A-10)
Bacillus subtilis (Tc-4-62)

3 100 Bacillus subtilis strain BMI12

Bacillus subtilis strain BMF9

Bacillus subtilis strain Bm1A

r Bacillus subtilis (Tc-1-16)

Bacillus subtilis (Tc-3-42)
Bacillus velezensis strain 2563
14001 Bacillus velezensis strain HSB1

Bacillus velezensis (Oc-E-31)

100

0.03

Nota. Se Muestran las Relaciones Filogenéticas de las Secuencias del Gen 16r, del Gen
16rRNA, la Subunidad Alfa de la ADN Girasa (gyrA) y la Subunidad Beta de la ARN
Polimerasa de las Bacterias Identificadas.
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Tabla 6

Namero de Cepas y Porcentaje de Especies Bacterianas ldentificadas Mediante el

Analisis Filogenético Molecular

Especies bacterianas Numero de cepas %
B. wiedmanii 10 50
B. subtilis 4 20
B. velezensis 1 5
B. safensis subsp. safensis 1 5
B. cereus 4 20
Total 20 100

Caracterizacion morfolégica

Las 20 cepas fueron bacilos gram positivos, de bordes ovalados, agrupados mayormente
en cadenas, con visible formacion de esporas en la tincion Gram. Las dimensiones de las

bacterias se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7

Tincion Gram, Forma y Dimensiones de las Bacterias Identificadas de la Planta de

Compostaje Municipal de Chachapoyas y del Bosque de Palmeras de Ocol

N°  Codigo Especie Gram  Forma Longitud Ancho
(Hm) (Hm)
1 TC-2-25 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,40 + 0,48 0,91 +0,26
2 TC-2-28 B. wiedmanii Positiva bacilo 3,70 +0,75 0,75+0,24
3 TC-2-29 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,75+0,23 1,03+0,12
4 TC-3-47 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,69 +0,24 0,83+0,19
5 TC-4-68 B. cereus Positiva bacilo 3,21 +0,49 0,80 £ 0,23
6 TC-5-82 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,39 +0,31 0,93 +0,23
7 Oc-A-10 B. subtilis Positiva bacilo 2.27 +£0,42 0,51+£0,20
8 OC-E-31 B. velezensis Positiva bacilo 2,98 £ 0,57 0,53+ 0,06
9 TC-2-24 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,42 +£0,27 0,92 +0,18
10 TC-2-30 B. cereus Positiva bacilo 2,88 + 1,27 0,93 +0,22
11 TC-2-26 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,42 +0,33 0,76 £ 0,06
12 TC-4-66 b. cereus Positiva bacilo 3,16 +£0,39 0,99 +0,17
13 TC-3-42 B. subtilis Positiva bacilo 2,82 +0,37 0,56 +£0,10
14 TC-2-32 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,66 + 0,32 0,82+0,17
15 TC-2-33 B. cereus Positiva bacilo 3,35+0,79 0,99 +0,35
16 TC-4-67 D SAfENSISSUDSD. o iia bacilo 1,81#019 045012
safensis

17 TC-1-16 B. subtilis Positiva bacilo 1,97 £ 0,24 0,60 +0,10
18 TC-3-46 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,64 + 0,47 1,06 + 0,08
19 TC-4-62 B. subtilis Positiva bacilo 1,91 +0,25 0,57+0,10
20 TC-5-81 B. wiedmanii Positiva bacilo 2,42 +0,42 0,77 +0,21

Datos presentados con medias + desviacion estandar.

Caracterizacion bioquimica y fisioldgica

Las 20 cepas caracterizadas fueron bacilos aerobios productoras de la enzima catalasa y

productoras de hemolisinas. Ninguna de las cepas dio positivo a la prueba de indol y

utilizacion del citrato. En relacion con la produccion de gelatinasa, fueron negativas a
excepcion de las cepas OcA-10, Tc3-42, Tcl-16 y Tc4-62 (Tabla 8).
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Tabla 8

Resultados de las Pruebas Bioquimicas: Catalasa, Indol, Citrato, Produccion de

Hemolisinas y Coagulasa de las Cepas Identificadas

Caodigo

Prueba bioguimica

N cepa Especie Catalasa Hemolisis  Gelatinasa
1 TC-2-25 . wiedmanii (+) ) ) +) )
2 TC-2-28 . wiedmanii (+) ) ) (+) )
3 TC-2-29 . wiedmanii (+) ) ) (+) )
4 TC-3-47 . wiedmanii (+) ) ) (+) )
5 TC-4-68 . cereus (+) ) ) (+) )
6 TC-5-82 . wiedmanii (+) ) ) (+) )
7 Oc-A-10 . subtilis (+) ) ) (+) (+)
8 OC-E-31 . velezensis (+) ) ) (+) )
9 TC-2-24 . wiedmanii (+) ) () (+) )
10 TC-2-30 . cereus (+) ) ) (+) )
11 TC-2-26 . wiedmanii (+) ) () (+) )
12 TC-4-66 . cereus (+) ) ) (+) )
13 TC-3-42 . subtilis (+) (-) ) (+) (+)

14 TC-2-32 . wiedmanii (+) ) ) (+) )
15 TC-2-33 . cereus (+) ) ) (+) )

. safensis

16 TC-4-67 subsp. safensis (+) ) ) +) )
17 TC-1-16  B. subtilis (+) ) ) (+) (+)
18 TC-3-46  B. wiedmanii (+) () ) (+) (-)
19 TC-4-62  B. subtilis (+) (-) ) (+) (+)

20 TC-5-81  B. wiedmanii (+) (-) (-) (+) (-)

La Tabla 9 muestra la caracterizacién fisioldgica de las cepas aisladas, respecto a la

evaluacion del comportamiento de las cepas a diferentes temperaturas, observandose que

la mayoria de las cepas no desarrollaron a 10°C, sin embargo, las cepas Tc2-29, Tc3-47,

OcE-31, Tc4-67 y Tc5-81 mostraron un escaso desarrollo a esta temperatura. No obstante,

a temperaturas de 20°C, 30°C y 40°C todas las cepas tuvieron un buen crecimiento. Por
otro lado, solamente las cepas Tc4-68, OcA-10, OcE-31, Tc4-66, Tc3-42, Tc2-33, Tc4-

67, Tc1-16 y Tc4-62 mostraron buen crecimiento a 50°C, en tanto que ninguna desarroll

a 60°C.

Respecto a la prueba de tolerancia al NaCl, todas las cepas ensayadas toleraron la

concentracion de 5% y no se observo desarrollo a concentraciones NaCl de 10 y 20%.



En relacion con la prueba de desarrollo a diferentes pH, se determind que todas las cepas

mostraron crecimiento a pH5, 6, 7, 8, 9 y 10, sin embargo, mostraron un crecimiento

optimoapH6,7,8y9.

Tabla 9

Caracterizacion Fisioldgica de las Cepas Identificadas, Concerniente a las Pruebas de

Tolerancia a Diferentes Temperaturas, pH y Concentraciones de NaCl

Cepa cédico T® pH NaCl %
N° J Especie 10 20 30 40 50 60 5 6 7 8 9 10 5 10 20
1 TC225 M i O OEH®MOOOOEHEH®H®® 00
2 TC228 D i O EHEHOOOMEEH®M™®O® A
3TC229 D i EH OO OOMEEH®M®O A
4 TCIMT DO HOOOMEHEH OO A
5 TC-468 B.ceres () () () () (DO MM HEHEEH®H OO
6 TCHEE Lo O @ ®MOOEEEEEH®HE O
7 O0cA10 Busubtilis () () () () (DO EEHEHEEH®H OO
B OC-ESBL Dyt WM M MO M E®H®M® @ ® A
9 TC22 D GO EEHEHmOOOMEHEH®M®®O®O® OO
10 TC-2:30 Bcereus () () (D (D OO HEHHEHEHEH®OO
11 TC226 g i O MM OO EEE®®E® A
12 TC-4-66 b.cereus () (+) (4) (/) () () () () () () () () () () O
13 TC-3-42 Busubtils () () () (D (D OB EHEHEHEHEH®OO
14 TC2R i O H OO OEEE®OEEE A
15 TC-2:33 Bocereus () () () (D (DO HEHEHEHEHEH®OO

B.

16 TC467 Gt D OB HOEE O ®HEH ) ®O0

safensis

17 TC-1-16 Busubtilis () () () () (D O ) B H HHEH® OO
18 TCB46 gt O () () OO ®EE®® O
19 TC-4-62 B.subtilis () (/) () () (D () () () ) ) ) ) ) OO
20 TCEBL L LB G E OO0 EEOEEE® O

43



3.5. Determinacion cuantitativa de la produccién de celulasas y amilasas

En base a los resultados de la caracterizacion microbioldgica y molecular, asimismo, la
actividad metabdlica como indice celulolitico, indice amilolitico e hidrdlisis de
polisacaridos en azlcares reductores se emplearon 07 cepas, correspondiendo cuatro a B.
wiedmanii (Tc2-25, Tc2-28 Tc2-29, Tc5-82); B. subtilis (OcA-10) y B. velezensis (OcE-
31) y B. subtilis (Tc3-42), las cuales mostraron actividad celulolitica y amilolitica.

EI MANOVA bifactorial de las variables respuesta indice celulolitico e indice amilolitico,
produccién de celulasas y amilasas de cepas aisladas de la planta de compostaje de
Tuctilla y del Bosque de Palmeras de Ocol, mostraron que los factores cepas,
temperaturas y efecto de interaccion cepas x temperatura fueron de alta significacién (p

< 0,01) con efecto sobre el metabolismo bacteriano de las cepas aisladas (Tabla 10).

Tabla 10

MANOVA Bifactorial de los Efectos de las Cepas y Temperaturas Bajas y sus Efectos

Combinados en la Actividad Metabélica Bacteriana

Factores Wilk’s Lambda F p
Cepas 0,0002 40,17 il
Temperatura 0,2099 23,53 **
Cepas x temperatura 0,0190 7,79 **

** Diferencia significativa a p < 0,01.

La actividad metabolica evaluada a través del indice celulolitico e indice amilolitico, la
respuesta de las cepas bacterianas aisladas de la planta de la Planta de Compostaje de
Chachapoyas y del Bosque de Palmeras de Ocol, fue diferente en las dos temperaturas
evaluadas; asi tenemos que las cepas bacterianas de B. wiedmanii Tc2-29 y B. subtilis
Tc3-42 y B. subtilis OcA-10 cultivadas en medio CMC 1% registraron un indice
celulolitico similar en ambas temperaturas, sobresaliendo en mayor actividad metabolica
las cepas B. subtilis Tc3-42 y OcA-10, siendo la prueba significativa (Figura 10a),
demostrando tolerancia a temperaturas de 15y 20°C. En tanto, las cepas bacterianas B.
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wiedmanii Tc2-25, Tc2-28, Tc2-29 y Tc5-82, asi como B. subtilis Tc3-42 y OcA-10,
cultivadas en medio almidon registraron un indice amilolitico similar a 15 y 20°C (Figura
10b), reflejando tolerancia en su crecimiento y actividad metabdlica a estas temperaturas.
Por otro lado, se puede apreciar que las cepas muestran una mayor efectividad metabdlica
cuando desarrollaron en medio almidon, en comparacion con medio CMC, debido a los
mayores valores de indice amilolitico (Figura 10a 'y 10b).

Figura 10
Respuesta Metabolica de las Cepas Bacterianas Aisladas de la Planta de Compostaje de
la Municipalidad de Chachapoyas y del Bosque de Palmeras de Ocol, Ensayadas en dos

Temperaturas de Crecimiento

a b
TaTgeanns TempeiEa
e ! N
. ™ A=

reiceCelucitica
Indi cadumikaltboo Tndece]

Cegpes '-lfﬂ

Nota. a) indice celulolitico de cepas bacterianas cultivadas en medio CMC 1%, b) indice
amilolitico de cepas bacterianas cultivadas en medio Almidon. Datos presentados con
medias + desviacion estandar, diferentes letras indican diferencias significativas en los
parametros para un p < 0, 05 de acuerdo con la Prueba de Tukey.
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3.6. Estimacion cuantitativa de la produccién de celulasa y amilasa

La actividad metabolica para degradar los polisacaridos a azucares reductores, la
respuesta de las cepas aisladas de Tuctilla y Ocol, mostraron diferencias en las dos
temperaturas evaluadas (15 y 20 °C). Asi tenemos, las cepas bacterianas B. wiedmanii
Tc2-25, Tc2-28, Tc2-29 y Tc5-82; B. subtilis Tc3-42 y B. velezensis OcE-31 cultivadas
en caldo CMC 1% registraron una degradacion de la celulosa en azlcares reductores
similar en ambas temperaturas, sobresaliendo en una mayor actividad de degradacion las
cepas B. subtilis Tc3-42, B. wiedmanii Tc2-29 y B. velezensis OcE-31), siendo la prueba
significativa (Figura 11a) indicando una tolerancia en su crecimiento y actividad
metabdlica a bajas temperaturas. En tanto, las cepas bacterianas B. wiedmanii Tc2-28 y
B. subtilis OcA-10 cultivadas en Caldo Almidén 1% registraron una degradacion del
almidon en azdcares reductores similar en ambas temperaturas, sin embargo, las cepas B.
subtilis Tc3-42, OcA-10 y B. velezensis OcE-31 sobresalieron en mayor actividad
metabdlica a 15°C, siendo la prueba significativa (Figura 11b). por otro lado, se puede
apreciar que las muestras tuvieron una mayor efectividad metabolica respecto a los
mayores valores de azucares reductores cuando desarrollaron en caldo CMC 1% en

comparacion con su desarrollo en Caldo Almidén (Figura 11ay 11b).

46



Figura 11

Respuesta Metabdlica de Cepas Bacterianas Aisladas de la Planta de Compostaje de la
Municipalidad de Chachapoyas y del Bosque de Palmeras de Ocol, Ensayadas en dos
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Nota. a) Azucares reductores en cepas bacterianas cultivadas en caldo CMC 1% b)

AzUcares reductores en cepas bacterianas cultivadas en caldo Almidon.

Datos presentados con medias + desviacion estandar, diferentes letras indican diferencias

significativas en los parametros para un p < 0.05 de acuerdo con la Prueba de Tukey.
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Las respuestas de la actividad metabdlica de las cepas bacterianas con actividad
celulolitica y amilolitica sometidas a dos temperaturas de crecimiento fueron evaluadas a
través del analisis de componentes principales (PC), las PC1 y PC2 explican el 97,67%
de la variabilidad de los datos (Figura 12). Correlaciones positivas fueron registradas en
las variables indice celulolitco e indice amilolitico, no existiendo una dependencia entre
ellas. Por tanto, los resultados muestran que la actividad celulolitica es diferente a la
actividad amilolitica de las cepas evaluadas y que estas cepas pueden ser seleccionadas

de acuerdo con el tipo de actividad metabdlica requerida en el estudio.
Figura 12

Componentes Principales de la Actividad Metabdlica de Cepas Bacterianas Cultivadas
al5y20°C
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Nota. Se evidencian los Componentes Principales de la Actividad Metabolica de Cepas
Bacterianas Cultivadas a 15 y 20°C, en las Variables indice Celulolitico (ICel), indice
Amilolitico (IAmil), Azlcares Reductores en Bacterias con Mayor Actividad Celulolitica

(Azrdc), Azucares Reductores en Bacterias con Mayor Actividad Amilolitica (Azrdm).
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3.7. Antagonismo

El ensayo de antagonismo se realiz6 para determinar el efecto inhibitorio entre las cepas
y descartar la incompatibilidad de los aislados in vitro, determinando aquellos que no
resulten antagonicos en cultivo mixto y puedan ser empleados para la formulacion del
consorcio microbiano con capacidad degradativa de la celulosa y almidén. Las cepas
seleccionadas no originaron reduccion del crecimiento bacteriano en el ensayo de
antagonismo, demostrando una buena interaccion (compatibilidad) entre las mismas,
siendo adecuadas en la formulacidn de consorcios microbianos que interactien de manera

mutualista en la degradacion de los residuos solidos organicos.

3.8. Conformacion de los consorcios microbianos.
Los consorcios conformados se detallan en la Tabla 11.

Tabla 11

Conformacion de los Consorcios Microbianos Segun su Actividad Enzimética

Consorcio

; . Cepas microbianas Actividad enzimética
microbiano
B. wiedmanii (Tc2-29)
c1 B. velezensis (OcE-31) Mayor actividad amilolitica y

celulolitica
B. subtilis (Tc3-42)

B. safensis subsp. safensis (Tc4-67)
C:2 Mayor actividad celulolitica

B. subtilis (TC1-16)
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Etapa I1: Determinacion de la eficiencia de los consorcios microbianos en el

compostaje de residuos organicos urbanos a baja temperatura.

El experimento para evaluar la eficiencia de los consorcios microbianos se llevo a cabo
en casa malla en los meses de agosto a diciembre del afio 2021, cuya temperatura media

fue de 15°C y humedad relativa que fluctu6 entre 75y 95% (Figura 13).
Figura 13

Registro de Temperaturas (Maxima, Minima y Media) y Humedad Relativa de Agosto

a Diciembre del Ao 2021
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3.9. Temperatura, pH y conductividad eléctrica en el proceso de compostaje de

residuos sélidos organicos.

Los niveles de pH en las dos primeras semanas de compostaje experimentaron los niveles
mas acidos comprendidos entre 3,5 a 5,5. El consorcio 2 experimentd una subida gradual
del pH en las dos primeras semanas, en tanto, el testigo absoluto registr6 los niveles de
pH mas bajos entre 3,5 a 4. En la semana 3 se alcanzaron niveles de pH neutro y en la
semana 4 a la semana 10 se alcanzaron niveles de pH alcalino. Al final del proceso de

compostaje se alcanzaron niveles ligeramente acidos (Figura 14).
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La temperatura en la semana 1 y 2 del proceso de compostaje de los RSOU estuvo
comprendida entre los 35 a 45 °C, registrando las mayores temperaturas en los
tratamientos inoculados con el consorcio 1y 2 en comparacion con el testigo y el testigo
absoluto. En la semana 3 la temperatura fue descendiendo los valores de 30 a 40°C, y a

finales de la semana 4 descendi6 a aproximadamente 25°C (Figura 14).

La conductividad eléctrica en la semana 1 a 3 registro niveles de 3 a 7 mS/cm, en la
semana 4 a 7 los niveles descendieron a valores de 1,5 a 3,5 mS/cm. En las ultimas
semanas registraron valores de 4 a 5 mS/cm. En los tratamientos evaluados, el testigo
absoluto es el que registrd los mayores niveles de conductividad eléctrica durante todo el
proceso de compostaje (Figura 14)

3.10. Porcentaje de carbono, nitrégeno y relacion C/N en el proceso de

compostaje de residuos sélidos organicos.

El porcentaje de carbono no registr6 cambios significativos en las primeras 4 semanas de
compostaje. A partir de la semana 4 de compostaje registro una significativa disminucion
del carbono hasta la etapa de la maduracion. La disminucion del contenido de carbono en
el proceso de compostaje fue evidenciada principalmente cuando se emplearon los
consorcios bacterianos 1y 2 en comparacion con el testigo y testigo absoluto (Figura 15).

El porcentaje de nitr6geno en las primeras semanas de compostaje no experimentd
variaciones, fluctuando entre 0,6 a 0,7 %N. A partir de la semana 4 a la 10 experimento
aumentos de los valores de 0,7 a 0,9 %N y en la etapa de madurez registré rangos de 0,8
al% N (Figura 15).

La relacion C/N en la semana 4 inicia el descenso de esta relacion, en la semana 10
registré una disminucion significativa en el consorcio 2 con una relacién de 25. En la

etapa de madurez existe una disminucién a 17 en el consorcio 2 (Figura 15).
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Figura 14
Cambios en los Niveles de pH, Temperatura y Conductividad Eléctrica Durante el
Proceso de Compostaje de Residuos Organicos Urbanos Empleando Consorcios
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Figura 15
Cambios en el Porcentaje de Carbono, Nitrégeno y la Relacion C/N Durante el

Proceso de Compostaje de Residuos Orgénicos Urbanos Empleando Consorcios
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3.11. Evaluacion del compost.

Anélisis microbioldgico

Los resultados obtenidos de la evaluacion microbioldgica se presentan en la Tabla 12, los
cuales indican que el indice del NMP (nimero mas probable) de coliformes totales y
fecales de los tratamientos T1 (Consorcio 1); T2 (Consorcio 2), T3 (Testigo control) se
encontraron dentro del limite permisible (< 1 100 NMP/ g), segun la Norma Chilena
Oficial 2880 y la Norma Ambiental para el Distrito Federal NADF-020-AMBT-2011,
que establece los criterios minimos para la produccion de compost a partir de la fraccion
orgénica de los residuos organicos. Sin embargo, el T4 (Tratamiento Absoluto) se
encontrd por encima de este valor. Por otro lado, sélo en los tratamientos T3 (testigo

control) y T4 (testigo absoluto) se determind la presencia de Salmonella sp.

Tabla 12

Coliformes Totales, Coliformes Fecales y Salmonella en el Compost de RSOU-

Chachapoya, Segun Tratamiento

Coliformes totales Coliformes

_ (NMP/qg) fecales
Tratamiento Promedio (NMP/g) Salmonella sp.
Promedio
T1(C:1) 110 15.3 Ausente en 25 ¢
T2 (C:2) 87 11.7 Ausenteen 25 ¢
TC 403.3 130 Presente
Tabs. >1 100 >1 100 Presente

Fitotoxicidad

El ensayo de fitotoxicidad el porcentaje de germinacion en semillas de brocoli registrd
valores en promedio de 80% en los extractos acuosos de los compostajes en el consorcio
1, 2 y el testigo, la disminucién del porcentaje de germinacion (70% aproximadamente)

en extractos acuosos de compostaje del testigo absoluto (Figura 16).
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Figura 16

Porcentaje de Germinacion de Semillas de Brécoli cv. Green Sprouting Calabrese
(Emerald Seeds)
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Los valores del indice de germinacién empleando semillas de brdcoli, los extractos
acuosos del compost en los consorcios 1y 2 permitieron obtener un indice de germinacion
por encima de 40%, en tanto, los extractos acuosos del compost en el testigo y testigo

absoluto estuvieron por debajo de 40% (Figura 17).

Figura 17
indice de Germinacion de Semillas de Brécoli cv. Green Sprouting Calabrese (Emerald

Seeds)
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IV. DISCUSION
Tamizaje de la actividad celulolitica y amilolitica

El halo de hidrolisis representa una medida de la capacidad enzimatica de un
microorganismo sea bacteria u hongo, de sintetizar enzimas que pueden ser celulasas o
amilasas (Pham et al., 2022; Naresh et al., 2019). En el presente estudio, la seleccion de
las cepas con mayor actividad metabolica (celulolitica o amilolitica) en el tamizaje a
15°C, se realizo en funcidn al andlisis de conglomerados, el cual emple6 como criterios
de seleccion los valores de diametro del halo de hidrodlisis y los indices celulolitico o
amilolitico. La desventaja de evaluar la actividad enzimatica en base a los halos de
hidrdlisis es que se pueden tener mediciones de halos grandes con crecimiento de colonia
grande o pequefia, lo cual podria conllevar a registros poco precisos de la actividad
metabolica de los microorganismos (Sanchez et al., 2021). Sin embargo, el empleo de
indices o radios de hidrolisis permite realizar una relacion entre el didmetro de la colonia
y el didmetro del halo de hidrdlisis, representando valores méas precisos para evaluar
cualitativamente el metabolismo de la bacteria. Es asi, que en diferentes estudios se han
empleado estos indices para medir la actividad metabdlica de cepas bacterianas, asi
tenemos, radios de hidrolisis en almidén empleados en B. amyloliquefaciens (Abd-
Elhalem et al., 2015), radio de hidrolisis de celulosa y almidén empleados en
microorganismos aislados de suelos de humedales (Sanchez et al., 2021). Por otro lado,
se han empleado indices celuloliticos en B. cereus (Olukunle et al., 2021), indices
celuloliticos en bacterias termofilicas (Naresh et al., 2019); indices amiloliticos en B.
cereus (Da Costa Janior et al., 2021). En nuestro estudio, el empleo de halos de hidrélisis
e indices celuloliticos o amiloliticos permitio realizar la seleccién de 20 cepas bacterianas

con potencial celulolitico o amilolitico en el tamizaje secundario a temperatura de 15°C.

Andlisis filogenético molecular de los aislados bacterianos

El anlisis filogenético exploratorio evidencid las relaciones filogenéticas de las especies
de bacterias presentes en las pilas de compostaje de Tuctilla y suelos del Bosque de
Palmeras de Ocol, identificandose seis especies de bacterias: B. wiedmanii, B. subtilis, B.
velezensis, B. safensis subsp. safensis y B. cereus, las cuales evidenciaron actividad
metabolica a baja temperatura (15°C). En el presente estudio, el analisis filogenético

molecular fue determinante, debido a que las especies del género Bacillus poseen algunos
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caracteres morfoldgicos y bioquimicos similares, que hacen dificil su identificacién

mediante métodos microbioldgicos convencionales (Sherpa et al., 2018).

B. subtilis es un bacilo gram positivo, forma espora y se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. El grupo B. subtilis comprende cuatro subespecies: B. subtilis
subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizeneii, B. subtilis subsp. inaquosorum y B. subtilis
subsp.stercoris (Dunlap et al., 2020; Porwal et al., 2009). En este estudio dos cepas de B.
subtilis con eficiencia metabdlica en la degradacion de celulosa o almidon mostraron
diferencias, siendo que la cepa Tc3-42 registro una actividad celulolitica y amilolitica, en

tanto, las cepas Tc1-16 y Tc4-62 mostraron solo actividad celulolitica.

Miembros del grupo de B. velezensis fueron asignados previamente dentro del
agrupamiento con B. subtilis y B. amyloliquefaciens debido a que compartian un 99% de
similitud filogenética porcentual de ADN a ADN; sin embargo, con las reasignaciones
pangendmicas las diferencias filogendmicas han podido esclarecer estas contrastes
filogenéticos (Adeniji et al., 2019). Los reportes de B. velezensis indican que es un bacilo
gram positivo cuyos principales nichos son suelo, agua, raices, madera fermentada
(Alenezi et al., 2021), y tiene la capacidad para desarrollar en zonas frias como los
glaciares (Sherpa et al., 2018). En la presente investigacion la cepa de B. velezensis fue
aislada a partir de los suelos del Bosque de Palmeras de Ocol, zona caracterizada por tener
un clima humedo y templado, registrando buena actividad metabdlica en la degradacion
de la celulosa y del almidén a azucares reductores, mostrando mayor degradacién del
almidén a 15°C en comparacion a 20°C (Figura 11b), asimismo, mostré un escaso
desarrollo cuando fue cultivada a 10°C, en comparacion con otras cepas que Se

caracterizaron por no registrar crecimiento alguno.

El grupo de B. cereus incluye muchas especies filogenéticamente organizados en tres
clades, donde B. anthracis y B. wiedmanii se ubican en el Clade 1, grupo Il (Baldwin,
2020; Manzulli et al., 2021). La cepa FSL W8-0169 de B. wiedmanii fue aislada por
primera vez de leche cruda almacenada en una planta de procesamiento de lacteos en
Estados Unidos (Miller et al., 2016). Esta especie muestra una tolerancia a bajas
temperaturas (Safitri et al., 2020; Sherpa et al., 2018). En el presente trabajo fueron

aisladas 10 cepas de B. wiedmanii de la planta de compostaje de Tuctilla, siendo la cepa
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TC-2-29 la de mayor actividad metabdlica en la degradacion de la celulosa a azucares

reductores a bajas temperaturas (Figura 11a).

B. safensis es un bacilo gram positivo aislada de muestras de leche condensada
contaminada. EIl grupo B. safensis comprende dos subespecies como B. safensis subsp.
safensis y B. safensis subsp. osmophilus (Abril et al., 2019; Ahmed et al., 2020). En la
presente investigacion se identifico una sola cepa registrada como TC-5-67 caracterizada
por su actividad celulolitica, no posee actividad amilolitica como lo reportado por Abril
et al. (2019) y esto permite su diferencia con B. safensis subsp. osmophilus que tiene
actividad amilolitica.

Identificacién fenotipica

Las cepas bacterianas celuloliticas y/o amiloliticas, fueron también identificadas en base
a su morfologia y caracteristicas bioquimicas. En la caracterizacion microscdpica B.
wiedmanii se observd como bacilos gram positivos, con endosporas elipsoidales de
posicién central visibles en la tincién Gram. El promedio de longitud de la célula fue de
2,8 um y promedio de ancho de 1 um y crecimiento en rangos de temperatura de 10 a 40
°C, valores similares a los reportados por Miller et al. (2016) en esta especie. Por otro
lado, la cepa B. wiedmanii FSL W8-0169 fue gelatinasa positiva (Miller et al. 2016), en
tanto, en el presente estudio, las 10 cepas aisladas de B. wiedmanii fueron gelatinasa

negativa (Tabla 7).

B. safensis subsp. safensis se caracterizd por tratarse de bacilos gram positivos,
formadores de esporas y crecimiento en rangos de temperatura de 10 a 50°C, similares
valores a los reportados en esta especie por Abril et al. (2019). No obstante, en nuestro
estudio se encontrd que estos bacilos fueron gelatinasa negativo y la longitud de bacilo
fue 1,8 um y 0,5 um de ancho, reportes diferentes a los de Abril et al. (2019)

B. subtilis se observd como bacilos gram positivos, formadores de esporas, promedio de
longitud 2,24 pm y promedio de ancho de 0,56 um, crecimiento en rangos de 20 a 50°C,
gelatinasa positiva, datos similares a los reportados por Dunlap et al. (2020), sin embargo,
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las cepas OcA-10 y Tc3-42 registraron actividad metabodlica en la degradacion de la
celulosa y el almiddn, y las cepas Tcl-16 y Tc4-62 solo registraron actividad metabdlica

en la degradacion de la celulosa (Figura 11y 12).

Antagonismo

El antagonismo de las bacterias se puede evidenciar por la produccion de enzimas liticas,
produccién de metabolitos secundarios como siderdforos o antibidticos que se evidencia
por la difusién de moléculas de una cepa que inhiben el desarrollo de otra (Zhao et al.,
2016). En el ensayo ninguno de los aislados origin6 niveles de reduccién del crecimiento
bacteriano, demostrando una buena interaccion (compatibilidad) entre las cepas
ensayadas, evidenciando que pueden ser empleados en la formulacion de consorcios
microbianos que interactien de manera mutualista en la degradacion de la materia

orgéanica.

Determinacion cuantitativa de la produccion de celulasas y amilasas

El potencial celulolitico de las cepas de Bacillus aisladas, debido a la secrecion de
celulasas, fue visible por la formacion del halo de hidrolisis (8,6 mm de diametro) en
medio carboximetilcelulosa CMC 1%. Esto coincide con los reportes de las especies de
Bacillus que son buenas productoras de celulasas (Pham et al., 2022; Da Silva et al., 2021;
Nandimath et al., 2016; Bai et al., 2012). Las cepas B. subtilis OcA-10, Tc3-42, Tc1-16
y Tc4-62, evidenciaron actividad celulolitica en el presente estudio por su degradacion de
la celulosa en azUcares reductores debido a la sintesis de enzimas celulasas, que pueden
ser del tipo endo y exocelulasas, siendo esta especie también reportada en el compostaje

de residuos de café (Siu-Rodas et al., 2018), estiércol de vaca (Bai et al., 2012).

Evaluacion del compost obtenido a partir de RSOU empleando consorcios

bacterianos

Los niveles de pH al inicio del proceso de compostaje fueron acidos registrando valores
de 4,5 aproximadamente, valor caracteristico a los residuos solidos organicos por la
liberacion de los acidos organicos (Chaves-Arias et al., 2019; Song et al., 2018). A partir

de la segunda semana los valores de pH fueron aumentando gradualmente hasta alcanzar
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en la semana 3y 4 pH 8 a 8,5 probablemente por una mayor disposicién de amoniaco
como consecuencia de la intensa mineralizacion de la materia orgénica presente en los
residuos sélidos con la respectiva liberacion de amonio, el cual incremento los niveles de
pH (Chaves-Arias et al., 2019; Zhao et al., 2016; Yu et al., 2015). A partir de la semana
10 el pH del compost bajo a niveles neutro evidenciado por la completa descomposicion
de los residuos sélidos organicos (Chaves-Arias et al., 2019).

La temperatura es un indice significativo que podria afectar el proceso de compostaje y
la actividad microbiana durante el compostaje de los residuos sélidos organicos (Morales
et al., 2016). Al respecto, en la presente investigacion la temperatura del proceso de
compostaje en las dos primeras semanas experimentd un aumento en aquellos
tratamientos en los que se inoculd los consorcios bacterianos, registrando rangos de
temperatura entre 40 a 45°C, los cuales se mantuvieron por alrededor de 6 dias, en
comparacion al testigo y testigo absoluto que fluctu6 entre 35 a 37,5 °C. La temperatura
alcanzada en los consorcios 1 y 2 se debid probablemente a la transformacion de los
materiales solubles y con mayor disponibilidad como azlcares y aminoacidos por accion
de la degradacion de las bacterias en alta concentracion en los consorcios bacterianos
(Garcia-Ramos et al., 2019). Por tanto, la temperatura fue un importante indicador de la
eficiencia del proceso de compostaje en las dos primeras semanas por accion de los

consorcios bacterianos empleados.

La temperatura ambiente durante el proceso de compostaje fluctud en alrededor de 15°C;
sin embargo, la temperatura en las composteras se incrementé en las dos primeras
semanas de aplicados los tratamientos (consorcio 1y 2), disminuyendo en la tercera y
cuarta semana, respectivamente (Figura 14). Por tanto, estos consorcios pueden ser
aplicados como un catalizador para aumentar la temperatura y acelerar el inicio del

compostaje en zonas con bajas temperaturas (Xin-Yu et al., 2017).

En el proceso de compostaje de residuos sélidos organicos, la transformacion bioldgica 'y
degradacion de la materia organica representan una fuente significativa de carbono y
energia para los microorganismos, a su vez, es un indicador adecuado de la madurez y

calidad del compost obtenido (Sun et al., 2017; Zhou et al., 2015). Al respecto, en este
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estudio los cambios en el porcentaje de carbono son ilustrados en la Figura 15, siendo que
en los tratamientos T1y T2 el porcentaje de carbono fue disminuyendo en mayor medida
comparados al testigo y testigo absoluto, esta diferencia podria deberse al incremento de
la actividad microbiana durante el compostaje como consecuencia de la inoculacién con
los consorcios microbianos C:1y C:2. Asimismo, estos resultados sugieren que las cepas
seleccionadas por su adecuada actividad metabdlica a bajas temperaturas para conformar
los consorcios microbianos, lograron multiplicarse en las primeras semanas de
compostaje, lo cual permitio la biodegradacion del carbono y aceleracion del proceso de

compostaje, obteniéndose un compost con adecuada caracteristicas fisicoquimicas.

En las primeras semanas de compostaje los tratamientos 1 y 2 alcanzaron temperatura
entre 40 a 45°C, manteniéndose asi durante 6 dias, lo cual probablemente disminuyo la
poblacion de coliformes totales y coliformes fecales, encontrdndose rangos permisibles
de acuerdo con Norma Chilena Oficial 2880 y la Norma Ambiental para el Distrito
Federal NADF-020-AMBT-2011. Asimismo, a diferencia de los tratamientos 3 y 4 no
hubo presencia de Salmonella sp. Estos resultados pueden ser tomados como criterios de
la calidad aceptable en el uso de compost obtenido para uso agricola, huertas o jardineria
(Garcia-Ramos et al., 2019). Por otro lado, las temperaturas alcanzadas en los consorcios
1y 2 no solo disminuyeron la cantidad de microorganismos patdgenos, sino que fue
favorable para el desarrollo los consorcios bacterianos, los cuales se caracterizaron por

ser tolerantes a un rango de temperatura entre 10 a 50°C (Tabla 8) (Zhou et al., 2015).

La germinacién de las semillas de brdcoli alcanzo6 porcentajes de germinacion por encima
de 80% en el consorcio 2, y por debajo de 80% en el consorcio 1y el testigo pudiendo
ser considerados como sustratos no toxicos (Villacis et al., 2016). Por otro lado, el indice
de germinacion (IG) es representativo para evaluar la fitotoxicidad del compost obtenido,
los valores de IG de 0 a 40% indica una sensible inhibicién del crecimiento vegetal, IG
de 40 a 80% indica una moderada inhibicion del crecimiento vegetal, IG de 80 a 120 sin
efecto alguno y IG de 120 para adelante indica una estimulacién del crecimiento vegetal
(Cesaro et al., 2015). Al respecto en la presente investigacion, el IG de los consorcios 1
y 2 registraron valores por encima de 40% indicando que el compost obtenido indica una

moderada inhibicién del crecimiento vegetal. En tanto, el testigo y el testigo absoluto
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registraron valores de IG por debajo de 40%, indicando que el compost obtenido muestra
una sensible inhibicion del crecimiento vegetal (Figura 17). El IG puede proporcionar
informacidén acerca de la fitotoxicidad del compost obtenido, al estar relacionado con
compuestos toxicos que usualmente estan presentes en compost inestables (Luo et al.,
2018; Cesaro et al., 2015). En ese sentido, el IG puede emplearse como una herramienta

de prueba para determinar la madurez del compost obtenido (Ofosu-Budu et al., 2010).
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V. CONCLUSIONES

En el presente estudio fueron aisladas 49 cepas bacterianas con actividad metabdlica a
157C, (39 con actividad celulolitica/amilolitica y 10 con actividad celulolitica) de la
planta de compostaje de la Municipalidad Provincial de Chachapoyas. Asimismo, fueron
aisladas 7 cepas (5 amiloliticas y 2 celuloliticas/amiloliticas) a partir del suelo del Bosque
de Palmeras de Ocol, Molinopampa, Amazonas, Perd.

Fueron seleccionadas 20 cepas bacterianas por su actividad metabolica a bajas
temperaturas (15°C), agrupadas en cinco especies: B. wiedmanii, B. subtilis, B. velezensis,
B. safensis subsp. Safensis y B. cereus.

Se conformaron dos consorcios microbianos por su actividad metabolica a bajas
temperaturas, el consorcio 1 con mayor actividad amilolitica y celulolitica (B. wiedmanii,
B. subtilis, B. velezensis) y el consorcio 2 con mayor actividad celulolitica (B. safensis
subsp. Safensis y B. subtilis).

El consorcio microbiano conformado por las cepas B. safensis subsp. safensis (Tc4-67) y
B. subtilis (Tc1-16) registr6 la mejor actividad metabdlica en el proceso de compostaje
de residuos sélidos organicos urbanos a baja temperatura. Obteniéndose un compost en 4

meses con adecuadas caracteristicas para su uso en la agricultura o jardineria.
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ANEXOS

Anexol

Tabla S1. Lista de taxones utilizados en los analisis moleculares junto con el cédigo de la cepa
seguido del numero de acceso, la localidad de recogida, la fecha y la fuente de aislamiento.
Numeros de acceso al GenBank bajo cada marcador; si el marcador no fue secuenciado se indica

con "-". Las secuencias generadas en el presente estudio estan en negrita.

Species, Collection site, date, source of isolation and strain

16S rpoB  Reference
code P
Bacillus cereus
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 .
- This study
compost; Tc-4-68 1872
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 .
— This study
compost; Tc-2-30 1876
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 .
- This study
compost; Tc-2-33 1879
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 .
- This study
compost; Tc-4-66 2926
Strain HYS02 MF10
! 1471 - Unpublished
Malaysia; 09-Oct-2015; isolated from the host beebread; KY773 Unoublished
BD2 595 - p
solated from soil rhizosphere; strain Neha MF97 .
P — Unpublished
7311
Bacillus wiedmannii
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 - .
This study
compost; Tc-2-28 1869
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 - This study
compost; Tc-2-29 1870
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 - This study
compost; Tc-3-47 1871
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 - This study
compost; Tc-5-82 1873
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 — This study
compost; Tc-2-24 1874
Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 — This study
compost; Tc-2-25 1875
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Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-2-26

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-2-32

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-3-46

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-5-81

Strain ER6

Japan; 30-Sep-2019; isolated from Homo sapiens; G071

Bacillus safensis subsp. safensis

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-4-67

Indonesia; strain PPK6

Strain P-NA1-2

Strain IMJ7

Strain Bs5

Strain Bs19

Seongsan-ri, Jeju Island, South Korea; Nov-2011; isolated
from marine sponge; KCTC 12796BP

Bacillus subtilis

Ocol Palm Forest, Amazonas, Peru; 23-Feb-2021; isolated
from soil forest; Oc-A-10

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-1-16

Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from
compost; Tc-4-62

OP45
1877

OP45
1878

OP45
1880

OP45
1881

MT12
4531

LC515
603

OP45
2925

MZ73
4317

MT53
3923

MT51
6334

OP45
2854

OP45
2856

OP45
2857

OP43
5785

OP43
5787

OP43
5788

OP43
5795

JX183
162

JX183
175

CPO1
8197

OP43
5790

OP43
5792

OP43
5793

This study

This study

This study

This study

Unpublished

Tanaka et al.
(2019)

Unpublished

Unpublished

Unpublished

Branquinho et
al. (2012)

Branquinho et
al. (2012)

Unpublished

This study

This study

This study
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Tuctilla, Amazonas, Peru; 30-Nov-2020; isolated from OP45 0OP43 0P43

This stud
compost; Tc-3-42 2858 5789 5794 oo
Morocco; Dec-2019; isolated from Cactus rhizosphere; Mz71 - - Unbublished
BMI12 2061 P
Morocco; Dec-2019; isolated from Cactus rhizosphere; Mz71 - - Unbublished
BMF9 2058 P
Morocco; Dec-2019; isolated from Cactus rhizosphere; MzZ71 - - Unbublished
BM1A 2046 P
Manipur, India; 19-Mar-2013; isolated from from - CPO3 - Unpublished
fermented bamboo shoot; FB6-3 2089 P
China; 01-May-2015; isolated from marine sediment; - cpPO2 - Unbublished
BS155 9052 P
Assam, Sivasagar, India; 10-Jan-2015; isolated from soil; - CcP02 - Unbublished
SR1 1985 P
Kyi kraine; 1 ; isol f Hay; MB5021 - - P
yiv, Ukraine; 1985; isolated from Hay; UCMB50 CPO5 Unpublished
1466
Dushanbe, Tajikistan; 1992; isolated from cotton plant - - CPO5 Unbublished
surface sterilized stem; UCMB5121 1465 P
Bacillus velezensis
Ocol Palm Forest, Amazonas, Peru; 23-Feb-2021; isolated OP45 0OP43 0P43 This stud
from soil forest; Oc-E-31 2855 5786 5791 4
China, Ningxia; host: Wolfberry; HSB1 MT62 — - .
6060 Unpublished
Strain 2563 MT61 — - .
1594 Unpublished
Harbin, China; 30-10-2019; isolated from Populus - CPO5 CP0O5 Zhangetal.
davidiana x Populus alba var. pyramidalis; BY6 1011 1011 (2021)
Beijing, China; 22-Jun-2017; isolated from carnation; - CP0O4 .
LPLO61 271 Unpublished
South Korea; 20-06-2016; isolated from Ganjang (Korean — — CP03 Bangetal.
Soy Sauce); SRCM101368 1694  (2020)
References
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Food Made from Soybeans (Cheonggukjang). Microbiol Resour Announc. 9(24): e00477-20.
https://doi.org/10.1128/MRA.00477-20.
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Anexo2. Reporte analisis estadistico empleando el software R versién 4.1.0.

MANOVA

?manova
metabolismo.model<- manova(Y.metabolismo ~ Cepas * Temperatura, data
IndCelAmilRed)

v yVv

> summary(metabolismo.model, test = "wilks") #wilks' Lambda
Df wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
Cepas 6 0.000177 40.166 24 88.425 < 2.2e-16 ***
Temperatura 1 0.209850 23.533 4 25.000 3.634e-08
Cepas:Temperatura 6 0.019022 7.787 24 88.425 3.105e-13 #***
Residuals 28
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * 1
UNIFACTORIAL

> summary.aov(metabolismo.model)
Response Icel
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Cepas 6 0.64007 0.106678 16.9063 3.756e-08 **=*
Temperatura 1 0.11577 0.115770 18.3472 0.0001957 *%*=*
Cepas:Temperatura 6 0.10479 0.017465 2.7678 0.0306153 *
Residuals 28 0.17668 0.006310

Ssignif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

Response Iamil
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Cepas 6 0.29952 0.049920 4.5245 0.0025224 *=*
Temperatura 1 0.22085 0.220848 20.0167 0.0001166 **=*
Cepas:Temperatura 6 0.36963 0.061605 5.5836 0.0006539 **=*
Residuals 28 0.30893 0.011033

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

Response Azredcel
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Cepas 6 0.32957 0.054929 1550.724 < 2.2e-16 ***
Temperatura 1 0.00106 0.001061 29.941 7.649e-06 **=*
Cepas:Temperatura 6 0.00268 0.000446 12.593 7.491e-07 **=*
Residuals 28 0.00099 0.000035

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1

Response Azredamil
Df sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Cepas 6 0.0083801 0.00139668 28.8128 9.492e-11 #*=*
Temperatura 1 0.0001350 0.00013502 2.7853 0.1063
Cepas:Temperatura 6 0.0034739 0.00057898 11.9440 1.247e-06 ***
Residuals 28 0.0013573 0.00004847

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1
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Shapiro-wilk normality test

data: z
w = 0.95311, p-value = 0.08353

> mvh(Y.metabolismo, desc = T, mvnTest= "mardia" , multivariatePlot =
"qq") #Mardia
$multivariateNormality
Test Statistic p value Result
1 Mardia Skewness 26.3736979908912 0.15382148040758 YES
2 Mardia Kurtosis -1.21484472345646 0.224425319604054 YES
3 MVN <NA> <NA> YES

$Descriptives

n Mean Std.Dev Median Min Max 25th 75th Skew  Kurtosis
Icel 42 0.37572590 0.15905996 0.31501982 0.049218023 0.71180723 0.264571778 0.53402505 0.5145723 -0.7752227
Iamil 42 0.63434862 0.17100314 0.63689665 0.246672333 0.98900462 0.567282009 0.76404767 -0.7248617 0.1730534

Azredcel 42 0.26664115 0.09029762 0.28704953 0.116151049 0.38597094 0.186361159 0.35169499 -0.2852922 -1.4917740
Azredamil 42 0.02373097 0.01804214 0.01752627 0.003141987 0.05991947 0.008875577 0.03933052 0.7127174 -0.8210299

TUKEY
indice Celulolitico

> dt$Tukey <- cld$Letters
> print(dt)

# A tibble: 14 x 5

# Groups: Cepas [7]

Cepas Temperatura Icel_mean sd Tukey
<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 cepa7 T20 3.04 0.871 a
2 cepa8 T20 2.96 0.343 a
3 cepal3 T20 2.77 0.460 ab
4 cepal3 T15 2.52 0.294 abc
5 cepa7 T15 2.15 1.74 abcd
6 cepal T20 1.15 0.224 bcd
7 cepa2 T20 1.12 0.101 bcd
8 cepa3 TI15 1.08 0.161 bcd
9 cepab T20 0.973 0.257 cd
10 cepa8 T15 0.970 0.272 cd
11 cepa3 T20 0.898 0.122 cd
12 cepa2 T15 0.790 0.247 d
13 cepal T15 0.740 0.109 d
14 cepa6b T15 0.464 0.307 d
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indice Amilolitico

> dt$Tukey <- cld$Letters
> print(dt)
# A tibble: 14 x 5

# Groups:
Cepas
<chr>
cepa3
cepal
cepa2
cepa8
cepal3
cepal3
cepab
cepal
cepab
cepa2
cepa3
cepa’
cepa’
cepal

OocoNOOUVTA WN R

RRERE
AWNRO

Azucares Reductores Celuloliticos

Cepas [7]

Temperatura Iamil_mean
<dbl> <dbl> <chr>

<chr>
T20
T15
T20
T20
T20
T15
T20
T20
T15
T15
T15
T20
T15
T15

> dt$Tukey <- cld$Letters
> print(dt)
# A tibble: 14 x 5

# Groups:
Cepas
<chr>
cepa’
cepal3
cepal3
cepa3
cepa3
cepa’
cepal8
cepa8
cepal
10 cepal
11 cepab
12 cepab
13 cepa2
14 cepa2

OooNoOTUVTAhWN R

Cepas [7]

ONNNNNWWEADMDMUITUTO

.42
.33
.10
.82
.60
.48
.71
.16
.70
.70
.66
.61
.47
.869

0
3
0
0
0
0
0
0.
0
0.
0.
0.
2.
0.

Temperatura Azredcel_mean
<dbl>

<chr>
T20
T20
T15
T20
T15
T15
T20
T15
T20
T15
T15
T20
T20
T15

OCOO0OO0OOCOOORrRRrRrRRLRLE

.42
.27
.26
.25
.23
.17
.965
.917
.619
.581
.541
.526
.331
.327

sd Tukey

.416 a
.00 a
.647 a
.345 a
.421 a
.465 a
.478 ab

341 ab

.248 ab

0675 ab
359 ab
301 ab
77 ab
103 b

sd Tukey
<dbl> <chr>
.0240
.0246
.0427

.0222
.0240
.0288
.0167

[eNeololololololololoNoNoNe )]
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Azucares Reductores Amiloliticos

> dt$Tukey <- cld$Letters
> print(dt)
# A tibble: 14 x 5

# Groups:
Cepas
<chr>
cepa’
cepa’
cepal3
cepa3
cepa8
cepal
cepab
cepal3
cepal
cepa3
cepa2
cepa2
cepab
cepal

OocoNOOUVTA WN R

RRERE
AWNRO

Cepas [7]

Temperatura Azredamil_mean
<chr> <dbl>
T15 0.130
T20 0.130
T15 0.119
T20 0.0820
T15 0.0808
T20 0.0455
T15 0.0435
T20 0.0342
T20 0.0327
T15 0.0308
T20 0.0257
T15 0.0187
T20 0.0176
T15 0.00758
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[eleoNolololololololoNoNoNeNe]

sd
<dbl>

.0240
.0240
.0246
.0222
.0167
.00937
.00898
.0246
.0167
.0222

.00601
.00898

Tukey
<chr>

ab
ab
bc
bc
bc
bc

N NN



