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Resumen

En los ultimos anos, el uso abusivo de fertilizantes quimicos ha provocado la disminucidn de
los niveles de materia orgdnica presente en el suelo. Esto ha dado lugar a la acumulacién de residuos
y un empobrecimiento de los suelos, con la consiguiente pérdida del rendimiento de los cultivos. Los
biofertilizantes se han impuesto como una alternativa frente a los fertilizantes quimicos. Entre ellos se
encuentra el compost, el cual contiene microorganismos capaces de movilizar nutrientes, producir
sustancias promotoras del crecimiento y actuar frente a patégenos, todo ello siendo mas respetuoso

con el medio ambiente.

Por ello, este estudio se centré en evaluar la microbiota presente en diferentes sustratos, entre
los que se encontraron compost procedentes de lodos de depuradora y residuos vegetales, muestras
de jardineria y sustratos universales. Los microorganismos cuantificados consistieron en bacterias,
actinobacterias y hongos tanto mesdfilos como termdfilos, microorganismos implicados en el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno y los comprometidos en la movilizacién de nutrientes como el fésforo, el

potasio y el hierro.

Los compost analizados en el presente estudio contuvieron una microbiota rica y diversa
constituida por bacterias, de las que las actinobacterias constituyen un pilar fundamental y hongos
gue se desarrollaron tanto en condiciones mesdfilas como termdfilas, debido a la alta termotolerancia
del microbioma del compostaje. Los diferentes grupos de microorganismos involucrados en la
asimilacion de nitrogeno también se hallaron en todos los productos, existiendo diferencias
significativas entre las muestras. Sin embargo, no se detectaron nitrificantes en ninguna de ellas. En
cuanto a los microorganismos solubilizadores de fosfato, potasio o hierro, su presencia se vio limitada
a cinco de las muestras y entre las que destacaron las muestras de jardineria y una de las compuestas
por residuos vegetales. Por Ultimo, se observé correlacion entre algunos de los parametros estudiados,

pudiendo relacionar ciertos grupos microbianos con las actividades biofertilizantes.

Palabras clave: compost, biofertilizante, solubilizacién, producto final.



Abstract

In recent years, the excessive use of chemical fertilizers has caused a decrease in the levels of
organic matter in soil. This has given rise to an accumulation of waste and impoverishment of the soils,
with the consequent loss of crop yields. Biofertilizers are one of the main options against chemical
fertilizers. Among them is compost, which contains microorganisms capable of mobilizing nutrients,
producing growth-promoting substances and facing pathogens, all of them being more respectful with

the environment.

For this reason, this study was focused on evaluating the presence of microorganisms with
biofertilizing abilities in different final products, among which were sewage sludge, vegetal waste,
gardening sample and universal substrates. Quantified microorganisms consisted of those present in
the whole process of composting (mesophilic and thermophilic bacteria, actinobacteria and fungi),
those ones involved in the biogeochemical nitrogen cycle and those capable of mobilizing nutrients
such as phosphorus, potassium and iron. Once the microorganisms were counted, they were

represented graphically and statistically analyzed to compare all the samples studied.

Composts analyzed in the study had a diverse microbiota formed by bacteria, of which
actinobacteria are a fundamental pillar and fungi, which developed in mesophilic and thermophilic
conditions, due to the termotolerance of the composting microbiome. The different microorganisms
associated with nitrogen assimilation were also found in all the products, with significant differences
between the samples. Nevertheless, nitrifying agents were not detected in any of them. Regarding
those microorganisms implicated in the solubilization of phosphate, potassium or iron, their presence
was limited to five of the samples, among which both gardening samples and one of those composed
of vegetal waste stood out. Finally, there was noticed a correlation between some of the parameters

analyzed, being able to implicate certain microbial groups with biofertilizing activities.

Keywords: compost, biofertilizer, solubilization, final product.



1. Introduccion

1.1.El compostaje

El compostaje es un proceso aerdbico basado en la descomposicién y transformacion de
residuos solidos orgdnicos en CO,, biomasa, energia térmica y un producto final estable y rico en

compuestos humicos llamado compost (Sanchez et al., 2017).

En términos ecoldgicos, la materia orgdnica es transformada por la accidn de diferentes
microorganismos ademas de la interaccidon de diferentes factores quimicos y fisicos tales como la
cantidad de nutrientes, humedad, aireacién, pH, temperatura de incubacién o relacion C/N (Jurado et
al., 2014b; Lépez-Gonzalez et al., 2013; Shen et al., 2021) Todos estos parametros deben de ajustarse
y mantenerse controlados para que los microorganismos se encuentren en condiciones 6ptimas para
desarrollar sus actividades bioldgicas (Lopez-Gonzalez et al.,, 2015), obteniendo asi un compost
adecuado y de calidad (Bian et al., 2019; Siles-Castellano et al., 2020a).

Los residuos organicos susceptibles de ser biodegradados estan constituidos por diferentes
componentes entre los que se encuentran polimeros como la celulosa o las proteinas. Como resultado
de la accidon microbiana y los cambios bioquimicos que experimenta la materia orgdnica se produce la
transformacion de dichos residuos en un material mas estable conocido como fraccidn humica (Lépez-
Gonzalez et al.,, 2013; Wei, H. et al., 2018).

El compostaje es uno de los métodos mas antiguos y simples de estabilizacién de residuos
orgdnicos (Alvarez-Vera et al., 2019). Supone una de las alternativas mas sostenibles para el manejo
de residuos organicos sdlidos en los agroecosistemas (Jurado et al., 2014b) debido a sus ventajas
ecoldgicas y econdmicas (Zhu et al., 2020). El producto final o compost es utilizado como abono apto
para agricultura y/o jardineria, pudiendo ser manipulado, almacenado, transportado y aplicado al
suelo sin causar efectos medioambientales (Tortarolo et al., 2008). Ademas, el compost puede tener
otras aplicaciones como recuperacién de suelos, restaurar la fertilidad, biorremediacion de suelos

contaminados o reducir enfermedades en plantas (Nakasaki et al., 2019).

a. Fases del compostaje

El compostaje se divide en cuatro etapas en las cuales la actividad microbiana varia en funcidn
del perfil de temperaturas a lo largo del proceso. Estas etapas son la fase mesdfila, termdfila, de
enfriamiento y la fase de maduracién (Montoya et al.,, 2020; Moreno et al., 2021). Las
transformaciones de la materia organica producidas por los microorganismos se intensifican con la
temperatura. Asimismo, los cambios en este pardmetro son fundamentales para obtener un producto
final estable (Jurado et al., 2014c). Por ello, una gran variedad de microorganismos de amplio perfil
térmico se asocian al compostaje (Lépez-Gonzalez et al., 2015). La Figura 1 ilustra las diferentes fases

del compostaje, asi como las actividades llevadas a cabo en cada una de ellas.
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Figura 1. Esquema del proceso de compostaje. Adaptado de Moreno y Mormeneo (2011).

- Fase mesdfila: en esta fase inicial, los residuos organicos se encuentran a temperatura ambiente y
los microorganismos se multiplican rapidamente. En ella se degradan los compuestos mas simples o
los mas facilmente biodegradables. Los microorganismos presentes utilizan compuestos solubles y de
facil asimilacion como azucares, aminoacidos y lipidos presentes en la materia organica (Sanchez et al.,
2017). Como consecuencia de esta degradacién se producen acidos organicos, los cuales provocan que
el pH en la fase inicial del compostaje sea ligeramente 4acido, con valores cercanos a 5,8 (Lopez-
Gonzélez et al., 2015; Montoya et al., 2020). La relacidn C/N inicial dptima se encuentra entre valores
de 25y 30 (Estrella-Gonzdlez et al., 2020a; Vobérkova et al., 2020). La temperatura en la fase mesdfila
aumenta rapidamente alcanzando 40 °C (Bonito et al., 2010). Dichos valores limitan la presencia a
microbiota termotolerante. Entre las bacterias presentes, destacan familias como Rhodospirillaceae,
Bacillaceae, Flavobacteriaceae y Nocardiopsaceae (Estrella-Gonzdlez et al.,, 2020b) pero la
biodiversidad es enorme, adscrita inicialmente a la microbiota indigena de los residuos de partida.

- Fase termofila: el aumento de la temperatura debido a las reacciones exotérmicas llevadas a cabo
por el metabolismo microbiano provoca la eliminacién de los microorganismos exclusivamente
mesofilos por termofilos y termotolerantes (Moreno et al., 2021). Estos microorganismos presentan
enzimas capaces de degradar moléculas como celulosa, hemicelulosa o proteinas, las cuales destacan
por su complejidad. La descomposicién de estos compuestos genera la liberacidon de CO,, agua, y
amonio. El grupo microbiano caracteristico de la etapa termdfila es el grupo de las actinobacterias
(Lopez-Gonzalez et al., 2015; Sanchez et al., 2017), aunque las bacterias formadoras de esporas y los
hongos termotolerantes estdn presentes en esta fase (Khalil et al.,, 2011). Algunas especies de

actinobacterias caracteristicas en el compostaje son Streptomyces thermovulgaris, Actinobifida
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chromogena, Thermoactinomyces vulgaris, Micromonospora carbonacea, Streptomyces lincolnensis,
S.variegatus, y S. lusitanus (Jurado et al., 2014c). La temperatura durante la etapa termdfila puede
alcanzar valores maximos superiores a 70 °C (Sanchez et al., 2017). Ademas, las altas temperaturas
aseguran la eliminacién de patdgenos (LOpez-Gonzalez et al., 2013; Rastogi et al., 2020). El pH aumenta
hasta valores alcalinos de 8-9 (Montoya et al., 2020) debido a la presencia de amonio provocada por

la degradacidn de las proteinas (Jurado et al., 2014a).

- Fase de enfriamiento: las fuentes de energia se agotan disminuyendo la accion de los
microorganismos y provocando un descenso de la temperatura. Sin embargo, en esta etapa de
enfriamiento puede llevarse a cabo la degradacién por parte de microorganismos termotolerantes de
restos de azUcares, celulosa y hemicelulosa que no hayan sido degradados por las enzimas microbianas
en las fases anteriores. La degradacion de los compuestos organicos durante el enfriamiento se enfoca
en compuestos complejos como la lignina (Lopez- Gonzélez et al., 2013). Entre los grupos microbianos
presentes en esta fase destacan los hongos (Nakasaki et al., 2019) debido a la capacidad de sus esporas
para resistir las altas temperaturas (Sanchez et al., 2017). Las principales familias de hongos en el
compostaje son Microascaceae, Trichocomaceae, Cladosporiaceae, Trichosporonaceae vy

Saccharomycetales (Estrella-Gonzélez et al., 2020b).

- Fase de maduracion: los microorganismos meséfilos recolonizan la pila de compostaje (Rastogi et
al., 2020). En esta fase se llevan a cabo reacciones de condensacidn y repolimerizacién de las sustancias
hdmicas (Lopez-Gonzalez et al., 2013) obtenidas a partir de los residuos de lignina y celulosa (Montoya
et al., 2020). Asimismo, el proceso de nitrificacidon se encuentra principalmente asociado a la etapa de
maduracién (Jurado et al., 2015). El pH final del proceso de compostaje se sitla en torno a 8 (Bonito
et al., 2010) y la relacién C/N desciende a valores entre 10 y 15 caracteristicos de la materia organica
estabilizada (Asadu et al., 2020).

b. El compost maduro

El proceso de compostaje concluye con la formaciéon de un producto final, estable e higienizado
conocido como compost (Insam y de Bertoldi, 2007; Jurado et al., 2015). El producto obtenido posee
una serie de beneficios que mejoran la calidad y fertilidad de los suelos, afectando a factores fisicos,
quimicos y bioldgicos. Sin embargo, si el estado de madurez del compost no es el adecuado, los
beneficios de este producto son sustituidos por efectos perjudiciales tales como dafos en las raices,
inhibicién de la germinacion y desarrollo inadecuado de las plantas (Rastogi et al., 2020). Es por ello
que, determinar los parametros para valorar la madurez del compost se ha convertido en un

requerimiento imprescindible:

- Relacién C/N: esta proporcion ha sido cominmente el principal pardmetro utilizado para medir la
estabilidad del compost (Tortarolo et al., 2008). Los niveles iniciales de carbono y nitrégeno en la
materia organica pueden alterar la calidad del compost final. La relacion C/N inicial debe de
encontrarse entre valores entre 25 y 30, mientras que la relacién final debe ser inferior a 15 para
considerar que se ha obtenido un compost maduro (Vargas-Garcia et al., 2006). Sin embargo, estos

valores resultan relativos dependiendo de la forma en la que se encuentre el carbono. Una materia



organica con altos niveles de lignocelulosa implica una baja disponibilidad del elemento debido a su

caracter recalcitrante.

- Nivel de compuestos hiimicos: evaluar la fraccion de lignocelulosa y la cantidad y naturaleza de
sustancias huimicas es otro de los indicadores mas utilizados. La lignocelulosa es el componente
organico mds adecuado para obtener una fraccidon himica idénea. Por lo tanto, estudiar los niveles de
este componente permite conocer la madurez del compost. La estimaciéon de los niveles de
lignocelulosa y sustancias humicas son estudiadas mediante diferentes indices como el contenido de
acidos humicos, el carbono total extraible y el indice de humificacion (Jurado et al., 2014a; Jurado et
al., 2020; Vobérkova et al., 2020).

- indice de nitrificacién: la fracciéon amonio/nitrato puede usarse como un evaluador de la madurez
del compost. En las fases finales del compostaje, este indicador debe presentar valores minimos, signo
de que se ha llevado a cabo el proceso de nitrificacidn tipico de la etapa de maduracidon. Comunmente,
se utilizan los siguientes valores de la relacion NH;*/NOs para evaluar la calidad del compost:
completamente maduro (< 0.5), maduro (entre 0,5 y 3) e inmaduro (> 3) (Awasthi et al., 2020; Siles-
Castellano et al., 2020b).

Diferentes estudios (Estrella-Gonzalez et al., 2019; Geethamani et al., 2020; Jiang et al., 2019;
Melis y Castaldi, 2004) han propuesto otros parametros como indicadores de la madurez del compost.
Entre ellos pueden destacar el intercambio catidnico, el indice de germinacion, la humedad, evaluar el
perfil de temperatura a lo largo del proceso de compostaje, la velocidad de consumo de oxigeno, la

actividad enzimatica y las fuentes de carbono disponibles (Jurado et al., 2014a).

De acuerdo con los indicadores mencionados y en el caso de la normativa espafola, segun el
BOE A-2017-14332 un compost se considera maduro si contiene un minimo de materia orgdnica del
35-40%, un valor de humedad no superior al 40% y una relacion C/N menor de 15-20.

c. Importancia del compost en suelos y agricultura.

La fertilidad de los sistemas agricolas depende, en gran medida, de la materia organica
presente en el suelo. En las ultimas décadas, la agricultura intensiva y el uso indiscriminado de
fertilizantes de origen quimico ha dado lugar a la reduccidon de los niveles de materia organica,
provocando el empobrecimiento de los suelos y la acumulacién de residuos (Sanchez et al., 2017). Por
estos motivos, existe una necesidad de encontrar alternativas respetuosas con el medio ambiente para
el tratamiento de residuos y mejorar las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo
(Jurado et al., 2014a; Shen et al., 2021).

El compost ha sido empleado tradicionalmente para cumplir todos los requisitos mencionados
anteriormente, resultando interesante por su bajo impacto ambiental y bajo coste (Montoya et al.,
2020). Igualmente, se enmarca en el modelo de economia circular, el cual consiste en aprovechar los
recursos lo maximo posible y disminuir la generacion de residuos (van Ewijk y Stegemann, 2020). Este
producto puede suponer una alternativa frente a los fertilizantes quimicos (Vargas-Garcia et al., 2006)

mejorando en el suelo caracteristicas fisicas como la porosidad, quimicas como el intercambio
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cationico y bioldgicas como favorecer el crecimiento de una mayor biodiversidad microbiana (Anli et
al., 2020; Sanchez et al., 2017). De esta manera, el uso del compost aumenta la disponibilidad de
nutrientes como carbono, nitrégeno y fosforo, la retencidén de agua y la resistencia de las plantas frente
a situaciones de estrés (Nakasaki et al., 2019). Todas estas caracteristicas que ofrecen al compost un
alto valor como biofertilizante se deben a la presencia de microorganismos capaces de solubilizar
nutrientes, producir antibidticos u otras sustancias que estimulan el crecimiento y la resistencia de las
plantas frente a situaciones adversas (Jiang et al., 2019; Jurado et al., 2019; Sanchez-San Fulgencio et
al., 2018).

1.2.Biofertilizantes

Los biofertilizantes son productos que contienen microorganismos capaces de movilizar
nutrientes a través de transformaciones biolégicas. Entre sus cualidades se encuentra la capacidad de
mejorar la fertilidad del suelo y los cultivos mediante actividades como la fijacién de nitrégeno
atmosférico, la solubilizacién de fosfato o produciendo sustancias promotoras del crecimiento como
fitohormonas y vitaminas (Bahadur et al., 2014; Wu et al., 2005). Algunos estudios (Anli et al., 2020;
Duo et al., 2018; Sandhya et al., 2010) indican que estos productos tienen la capacidad de mejorar la
actividad fotosintética, la conductancia estomatica y mitigar los problemas derivados del estrés por la
sequia. Desde un punto de vista ambiental, son mas respetuosos con el medio ambiente, por lo que se
plantean como los sustitutos de los fertilizantes quimicos (Asadu et al., 2020). En la Figura 2 se pueden

observar algunos de los beneficios de los biofertilizantes.

Los principales productos y microorganismos clasificados como biofertilizantes son el compost,
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) y los hongos micorricicos arbusculares. La
incorporacién de estos productos en suelos y cultivos da lugar a una mayor retencion de agua y
absorcién de nutrientes, ya sea por las hifas de los hongos o por la movilizacién favorecida por el
compost y los PGPRs (Anli et al., 2020).
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—{Movilizacién de nutrientes

|| Mejorar la estructura del
suelo

Produccidén de sustancias
— promotoras del
crecimiento vegetal

Mejorar la resistencia
frente a patégenos

Biofertilizantes

Aumentar el rendimiento
de los cultivos

Mas respetuosos con el
medio ambiente

Figura 1. Ventajas de la aplicacion de biofertilizantes.

a. Microorganismos con capacidad biofertilizante en el compost

El compost es un producto con capacidad biofertilizante debido a la gran cantidad de
microorganismos funcionales que posee. Estos microorganismos presentes en el compost son

fundamentales para la transformacién y movilizacién de nutrientes en el suelo (Sanchez et al., 2017).

A lo largo del proceso de compostaje participan diferentes grupos microbianos con diferentes
actividades metabdlicas a través de la produccién de exoenzimas microbianas excretadas en los
sustratos en los que se encuentran. Las celulasas, B-glucosidasas y amilasas estan implicadas en la
mineralizacién de compuestos carbonados; las proteasas, en el ciclo del nitrogeno; y las fosfatasas, en
la solubilizacién de fésforo (Jurado et al., 2014a; Vobérkova et al., 2020). Todas estas actividades son
llevadas a cabo por bacterias, hongos y actinobacterias. Igualmente, estos grupos microbianos resultan
de interés porque, incluso algunos de ellos, producen antibiéticos que protegen a los cultivos frente a

patdgenos y fitohormonas que promueven el crecimiento vegetal (Shen et al., 2021).
i. Disponibilidad de nitrégeno

El nitrégeno es necesario para la sintesis de acidos nucleicos, aminoacidos, amidas, proteinas,
nucledtidos, coenzimas, etcétera. A pesar de la importancia de este elemento, los organismos
eucariotas presentan limitaciones a la hora de asimilarlo y dependen de la accién de los
microorganismos para obtenerlo. La cantidad de nitrégeno en el suelo es escasa ya que se encuentra
principalmente en la atmédsfera siendo el elemento mayoritario de esta (79%) y no es asimilable. Solo
los microorganismos fijadores de nitrégeno son capaces de introducirlo en el sistema. Las plantas
absorben el nitrégeno en formas inorgdnicas, principalmente como amonio o formas nitricas. Muchos
microorganismos que transforman el nitrégeno durante el compostaje son bacterias fijadoras de

nitrégeno, nitrificantes y amonificantes (Sanchez et al., 2017). La Figura 3 ilustra el ciclo del nitrégeno.
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- Fijacion de nitrégeno (N, + 8H* + 8e'-> 2NH; + Hz): aunque solo se necesitan seis electrones para
reducir el nitrégeno atmosférico, en el proceso se consumen en realidad ocho electrones, de los que
dos se pierden como H, (actividad hidrogenasa), por cada mol de N, reducido. Los microorganismos
implicados en este proceso son filogenéticamente, en su gran mayoria, alfa-, beta- o
gammaproteobacterias, y pueden ser tanto de vida libre aerobias (como Azotobacter) o anaerobias
estrictas (como Clostridium) o incluso procariotas simbiontes como Rhizobium o Frankia. El nitrégeno
fijado, en su mayoria, se recicla en formas de amoniaco o nitrato (Martinez-Espinosa, 2020), por tanto,
la fijacion de nitrégeno bioldgica en determinados ambientes naturales como en algunos cultivos, se

hace realmente ventajosa.

- Amonificacién: en las primeras fases del compost las proteinas son hidrolizadas por enzimas
proteoliticas dando lugar a aminodcidos. Mediante el proceso aerdbico de la amonificacidn, los
aminodcidos son transformados en amonio. Este compuesto puede ser asimilado por las plantas o
usado por las bacterias oxidantes de amonio, llevandose a cabo el proceso de nitrificacion (Jurado et
al., 2015).

- Nitrificacion: la nitrificacidén es un proceso bio-oxidativo secuencial. En un primer paso, el amoniaco
es convertido en nitrito por las bacterias oxidantes de amonio. En segundo lugar, las bacterias
oxidantes de nitrito completan el proceso de nitrificacion transformando el nitrito a nitrato, el cual es
considerado como uno de los productos estabilizados del compost (Jurado et al., 2014c; Sdnchez et al.,
2017). A pesar de ser un compuesto utilizado por las plantas para asimilar nitrégeno, es susceptible de

perderse por lixiviacion.

- Desnitrificacidn: este proceso permite cerrar el ciclo del nitrégeno, ya que devuelve este elemento a
la atmdsfera. Los nitratos y nitritos son reducidos a dxido nitroso y nitrégeno atmosférico por el
proceso conocido como reduccién desasimilatoria de nitrato, el cual ocurre en condiciones limitantes
de oxigeno (Enwall et al., 2005). Desde un punto de vista agroldgico, supone la pérdida de nitrégeno
disponible para los cultivos.

Desnitrificacién
Nitrégeno atmosférico (N,)

Fijacion

Asimilacion (R-NH,) Oxido nitroso (N,0)
Amonio (NH;)

Amonificacién

Oxido nitrico (NO)

uopeayLusaq

Nitrificacion

Nitrito (NO,) Nitrato (NO5) Nitrito (NO;)
Nitrificacidn

Lixiviacion

Figura 2. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno.
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ii. Solubilizadores de hierro: sideréforos

El hierro resulta esencial para el desarrollo de las plantas. Actia como cofactor de muchas enzimas
y se requiere en procesos metabdlicos como el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la fosforilacion
oxidativa, la cadena de transporte de electrones y la fotosintesis. Su deficiencia provoca la interrupcién
de estos procesos y sintomas visuales como clorosis. Por todos estos motivos, proveer a las plantas
con una forma accesible de hierro es crucial. En el suelo, el hierro se encuentra disponible en forma de
ion ferroso (Fe?*) o ion férrico (Fe*), el cual es el predominante en condiciones aerdbicas, pero no esta

disponible porque forma hidréxidos insolubles (Radzki et al., 2013).

Los cultivos obtienen hierro gracias a los microorganismos productores de sideréforos,
compuestos capaces de quelar hierro con gran afinidad y de forma irreversible. Principalmente estan
compuestos por hidroxamatos o catecoles (Figura 4). El ion férrico se une fuertemente a los
siderdforos permitiendo su transformacién a ion ferroso, el cual es soluble. Los sideréforos también
pueden ayudar a obtener otros elementos como Mo, Mn, Niy Co. Asimismo, protegen a los cultivos
de enfermedades provocadas por patégenos porque limitan la disponibilidad de hierro para estos
microorganismos. Los siderdforos son producidos por bacterias y hongos, pudiendo destacar especies
como Aspergillus niger, Penicillium citrinum y Trichoderma harzianum (Ghosh et al., 2020).

V\

N 0 =
0" l
0

Figura 3. Estructura quimica de los sideréforos: a. Hidroxamato, b. Catecol (Ghosh et al., 2020).
iiii. Solubilizadores de fosfato

El fésforo es importante para el crecimiento y desarrollo por su participacion en la formacién de
fosfolipidos, coenzimas, nucleétidos, ADN, ARN, ATP y procesos como el desarrollo radicular o la
formacién de semillas. Sin embargo, es un elemento limitante en el suelo debido a que forma
compuestos poco solubles como fosfatos de calcio, hierro, magnesio y aluminio. La disponibilidad de
los fosfatos estd influenciada por el pH del suelo y la adicién de fertilizantes, por lo tanto, la presencia
en el suelo de microorganismos solubilizadores de fosfato constituye un papel esencial para aumentar

la concentracién de fésforo disponible para las plantas (Sanchez et al., 2017).

Los microorganismos solubilizan el fésforo mediante la excrecion de acidos organicos que
actuan como quelantes y disminuyen el pH del suelo (Bustamante et al., 2016; Nishanth y Biswas, 2008)
y enzimas con actividad fosfatasa (Vobérkova et al., 2020). Estos microorganismos crecen en medios
con fosfato tricalcico, apatita y otras fuentes de fésforo. Ejemplos de microorganismos solubilizadores
de fosfato son Burkholderia cepacia, Pseudomonas putida, P. luteola, Aeromonas hydrophila,

Enterobacter sakasaki, y Enterobacter cloacae (Montoya et al., 2020).
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iv. Solubilizadores de potasio

El potasio forma parte de enzimas, coenzimas y proteinas. Ademas, estd asociado con el
movimiento del agua, nutrientes y carbohidratos en los tejidos de las plantas. La deficiencia de potasio

se traduce a una disminucidn del crecimiento y rendimiento en los cultivos (Bahadur et al., 2014).

El potasio puede encontrarse en la litosfera soluble en agua, de manera intercambiable y no
intercambiable. Sin embargo, la mayor parte del potasio en el suelo se presenta en formas insolubles
en minerales, por lo tanto, no se encuentra directamente disponible para las plantas. Los
microorganismos solubilizadores de potasio liberan este elemento mediante la excrecién de acidos
organicos quelantes que disuelven el potasio de las rocas (Sanchez et al.,, 2017). Entre estos
microorganismos destacan Bacillus mucilaginosus, B. edaphicus, B. circulanscan, Arthrobacter spp. y

Aspergillus fumigatus (Bahadur et al., 2014).

1.3.Estudios de la capacidad biofertilizante del compost

La importancia del compost debido a sus caracteristicas y aplicaciones ha dado lugar a un
especial interés por mejorar su estabilidad y sus propiedades biofertilizantes, asi como estudiar las
poblaciones microbianas presentes en él. Por lo tanto, se han desarrollado numerosos estudios

enfocados a lograr estos objetivos.

Las caracteristicas fisico-quimicas del compost se ven mejoradas con la incorporacién de
nutrientes. Montoya et al. (2020) evaluaron las propiedades del proceso de compostaje suplementado
con rocas fosfatadas. Los resultados concluyeron que esta adicidon tenia efectos positivos en el
compostaje aumentando el contenido de fésforo y los microorganismos que los solubilizan. Por otro
lado, Sanchez et al. (2017) demostraron que la inoculacidon de microorganismos en el compost mejora
no solo la obtencidon de nitrégeno y fésforo, sino también la de otros nutrientes como potasio,
magnesio, manganeso, boro, hierro y calcio. El estudio de la presencia de consorcios microbianos en
el compostaje llevado a cabo por Alvarez-Vera et al. (2019) evidencié que estas asociaciones favorecen
la calidad del compost, acelerando la degradacion de la materia orgdnica, mejorando las caracteristicas
quimicas y bioldégicas y disminuyendo la presencia de compuestos que generan malos olores. Otra de
las alternativas de mas interés consiste en la aplicacién conjunta de compost y residuos obtenidos del
tratamiento de aguas residuales. Esta combinacién mejora la densidad, la porosidad, los niveles de

fosforo y nitratos, la retencion de agua y la actividad microbiana (Belyaeva et al., 2012).

En lo referente a los microorganismos implicados en el compostaje, las actinobacterias son
objeto de especial interés. El estudio llevado a cabo por Asadu et al. (2020) se dedicé a analizar la
capacidad de estos microorganismos para mejorar la capacidad biofertilizante del compost, haciendo
hincapié en los géneros Streptomycetes spp. y Rothia spp. para aumentar la presencia de nitrégeno.
Ademads de este objetivo, Shen et al. (2021) buscaron actinobacterias antagonistas a Ralstonia
solanacearum para combatir la enfermedad del marchitamiento bacteriano del tomate que éste
patdgeno causa. Finalmente, identificaron a Streptomyces microflavus como actinobacteria
antagonista a R. solanacearum debido a su actividad glucanasa para degradar la pared celular del

patdgeno.
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Los beneficios de diferentes tipos de biofertilizantes fueron evaluados por Anli et al. (2020).
Concretamente, estudiaron cdmo la aplicacién de compost, bacterias promotoras del crecimiento
vegetal y hongos micorricicos mejoraban la respuesta de las palmeras frente a la sequia. Los resultados
obtenidos demostraron que los beneficios nutricionales que aportan los biofertilizantes son traducidos
en una mayor resistencia de las palmeras frente a la sequia, las cuales presentaban una mayor
eficiencia del aparato fotosintético, la captacion de agua, acumulacién de osmolitos, produccién de

enzimas antioxidantes, mayor estabilidad de membrana y disminucién de la peroxidacién lipidica.

En conclusidn, la necesidad de utilizar tecnologias como el compostaje supone una mejora en
la agricultura y el medio ambiente. Su capacidad biofertilizante unida a su bajo impacto ambiental
hacen del compost un producto adecuado para aplicarse a suelos y cultivos. Esto no se debe solo a las
mejoras en parametros fisico-quimicos que ocasiona, sino también por aumentar la salud de las
plantas y favorecer el crecimiento de microorganismos que movilizan nutrientes esenciales en el

sistema suelo-planta, consoliddandose como una alternativa a los fertilizantes quimicos.

2. Objetivos

Este trabajo forma parte de las investigaciones que realiza el grupo de investigacion BIO-175,
Desarrollo de procesos microbioldgicos para la mejor de suelos de interés agricola, constituido por
microbidlogos expertos en compostaje de la Universidad de Almeria. Concretamente, el objetivo
principal del trabajo consistié en analizar la capacidad biofertilizante de diferentes muestras de
compost industrial y comercial mediante la identificacion de los grupos microbianos asociados a
grupos de interés agrondmico. Para lograr este objetivo, se plantearon una serie de objetivos
especificos:

1- Cuantificar la microbiota fungica, actinomicetal y bacteriana mesofila y terméfila presente
en compost procedentes de instalaciones industriales de gestién de residuos organicos.

2- Analizar la microbiota relacionada con el ciclo biogeoquimico del nitréogeno en las
diferentes muestras de compost.

3- Estudiar la presencia de agentes biofertilizantes solubilizadores de fosfato, solubilizadores
de potasio y productores de sideréforos en compost estabilizados en plantas de

compostaje industrial.

3. Materiales y métodos

3.1.Muestras de compost

Para alcanzar los objetivos de este trabajo se han realizado una serie de andlisis a 10 muestras
de productos estabilizados distintas (seis muestras de compost, dos sustratos comerciales y dos suelos
de jardin). Las caracteristicas de cada una de las materias primas son diferentes y, en consecuencia,
son empleadas con distintas finalidades. Al tratarse todas ellas de productos estables, las muestras se
almacenaban a temperatura ambiente, en un lugar fresco y seco. La Tabla 1 recoge informacion sobre

las muestras analizadas. En ella, los residuos vegetales hacen referencia a los residuos de origen
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vegetal compuestos por tallos, raices, césped y recortes de arboles procedentes de la jardineria,

limpieza de bosques, agricultura, etcétera. Los lodos de depuradora son residuos de origen urbano y

doméstico resultado de la depuracion de las aguas residuales. Los sustratos comerciales son productos

estabilizados vendidos para favorecer el desarrollo y crecimiento de plantas. Las muestras de jardineria

hacen referencia a sustratos presentes en jardines y parques.

Muestra

Compost 1

Compost 2

Compost 3

Compost 4

Compost 5

Compost 6

Sustrato comercial 1

Sustrato comercial 2

Jardineria 1

Jardineria 2

Material

Lodo de depuradora

Residuo vegetal

Residuo vegetal

Residuo vegetal

Residuo vegetal

Residuo vegetal

Sustrato universal

Sustrato universal

Muestra de jardineria

Muestra de jardineria

Composicion
Lodo de depuradora y restos
de poda en proporcién 1:1
(v/v).

Mezcla de residuo seco de
plantas de tomate y virutas de
madera de pino en proporcion

1:1 (v/v).

Plantas de tomate, tomates de
destrio y paja de maiz en
proporciéon 2:1:2 (v/v).
Plantas de tomate, tomates de
destrio y paja de maiz en
proporcién 2:1:2 (v/v).
Residuos horticolas de plantas
de tomate tromelados.
Residuos horticolas de plantas
de tomate.

Mezcla de fibra de coco, turba
rubia, turba negra, material
vegetal compostado, materia
organica y perlita.
Mezcla de turba, perlita, cal,
fertilizante NPK, fosfato de
silicio y micronutrientes.

Suelo de jardin.

Suelo de jardin.

Tabla 1. Caracteristicas de cada uno de los compost estudiados.

3.2.Medios de cultivo

A continuacién, se muestran los diferentes medios de cultivos utilizados para llevar a cabo este

estudio.
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APHA (PANREAC 413799.1210)

El medio APHA fue empleado para estudiar la presencia de bacterias meséfilas y termdfilas en
cada uno de los compost. Sus componentes se muestran en la Tabla 2.

Componente Cantidad (g/L) \
Extracto de levadura 2,5
Glucosa 1,0
Agar bacterioldgico 15,0
Enzima digestiva caseina 5,0

Tabla 2. Componentes del medio APHA.

Para preparar este medio de cultivo, se pesaron 23 g de producto y se disolvieron en 1 L de
agua destilada. Después, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos y se distribuyd en
placas de Petri estériles donde se dejo solidificar el medio.

ROSA DE BENGALA (LiofilChem, 610090)

La Tabla 3 recoge los componentes que forman parte del medio, el cual se utilizé para analizar

la microbiota fungica meséfila y termofila.

Componente Cantidad (g/L)

Agar bacteriolégico 15,0
Cloranfenicol 0,1
MgS04:7H,0 0,5
Rosa bengala 0,05

Peptona bacteriolégica 5,0
Glucosa 10,0
KH2PO, 1,0

Tabla 3. Componentes del medio Rosa de Bengala.

La preparacion de este medio consistié en pesar 24 g del preparado de Rosa de Bengala y 3,75
g de agar para disolverlos en 750 mL de agua destilada. Posteriormente se esterilizéd en autoclave a
121 °C durante 20 minutos y se repartié en placas de Petri estériles.

AGAR CASEINATO SODICO (SCA)

Los componentes del Agar Caseinato Sédico se encuentran en la Tabla 4. Este medio fue
utilizado para estudiar la microbiota actinomicetal meséfila y termofila.

Componente Cantidad (g/L)

Caseinato sddico 0,2
K>HPO,4 0,5
MgS04:7H,0 0,2
FeCl;-6H.0 0,01
Agar bacteriolégico 20
pH final 6,5-6,7

Tabla 4. Componentes del medio Agar Caseinato Sédico.
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El procedimiento de preparacion del Agar Caseinato Sédico consistid en pesar cada uno de los
componentes indicados y disolverlos en 1 L de agua destilada ajustando el pH a valores adecuados.
Seguidamente, se esterilizé en autoclave y se distribuyé en placas de Petri estériles.

MEDIO PARA SOLUBILIZADORES DE FOSFATO (NBRIP)

Los componentes del medio para solubilizadores de fosfato (medio NBRIP) se muestran en la
Tabla 5. Este medio se empled tal y como indica su nombre para identificar microorganismos

solubilizadores de fosfato.

Componente Cantidad (g/L) \
Glucosa 10,0
Ca3( P04)z 5,0
(NH4)2S04 0,5
Nacl 0,2
MgS0,-7H,0 0,1
KcCl 0,2
Extracto de levadura 0,5
MnSO4-H,0 0,002
FeSOs7H;0 0,002
Agar 15,0

Tabla 5. Componentes del medio para solubilizadores de fosfato.

Para preparar este medio se realizaron los cdlculos necesarios para afadir la cantidad
adecuada de cada uno de los componentes en un volumen total de 750 mL de agua destilada. Una vez
qgue el medio se encontré disuelto, se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 minutos y se repartid

en placas de Petri estériles.
MEDIO PARA SOLUBILIZADORES DE POTASIO O AGAR ALEKSANDROW (Himeda, M1996-500G)

Para estudiar la presencia de microorganismos solubilizadores de potasio, se utilizé el medio
de Aleksandrow (Tabla 6).

Componente Cantidad (g/L) \

Dextrosa 5,0
MgS0,-7H,0 0,5

FeCls 0,005
CaCOs; 0,1
Cas(PO.): 2,0
AIKOGSiz 2,0
Agar 20,0

pH final (a 252C) 7,2+0,2

Tabla 6. Componentes del medio Aleksandrow.

La preparacion del medio de Aleksandrow consistié en pesar 29,605 g del producto para
disolverlos en 1 L de agua destilada. El siguiente paso consistié en autoclavar el medio. En ultimo lugar,

se dispensé en placas de Petri estériles.
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MEDIO PARA SIDEROFOROS

La Tabla 7 recoge los componentes del medio para la deteccién de microorganismos
productores de sideréforos.

Componente Cantidad/L |
Reactivo CAS (Cromo azurol sulfonato) 60,5 mg
HDTMA (Hexadeciltrimetilaminobromuro) 72,9 mg
Fes36H,0 1mM * 10 mL
Piperazina 30,24 mg
Agar 1,5%

Tabla 7. Componentes del medio para siderdforos.

*Disolucion Fes.6H,0 1mM: Se disolvieron 0,027 g de Fes'6H,0 en 99 mL de H,0 y se incorpord 1mL
de HCI 1N en agitacién.

El procedimiento para preparar este medio consistid en pesar los componentes y afiadir la
disolucién de Fes'6H,0 1mM para disolverlo en 1 L de agua destilada. Por ultimo, se esterilizd en

autoclave a 121 °C durante 20 minutos y se distribuyd en placas de Petri estériles.
MEDIO DE BURK SIN NITROGENO (BSN)

El medio de Burk sin nitrégeno fue utilizado para analizar la presencia de microorganismos

fijadores de nitrégeno atmosférico. La composicidn del medio se muestra en la Tabla 8.

Componente Cantidad (g/L) ‘
Glucosa 5
KH,PO, 0,64
K2HPO4 0,16
NacCl 0,2
MgS04-7H,0 0,2
CaS042H,0 0,05
NaMo042H,0 0,001
FeSO4°7H,0 0,0025
Agar 15

Tabla 8. Componentes del medio de Burk sin nitrégeno.

Para elaborar este medio es necesario preparar tres soluciones conteniendo cada una
diferentes sales de Burk disueltas en agua destilada (Tablas 9, 10 y 11). De lo contrario, las sales
precipitarian. Su preparacion se llevé a cabo pesando cada uno de los componentes indicados y se
disolvieron en 1 L de agua destilada. Seguidamente, se autoclavaron y conservaron a 4 °C hasta su

posterior uso para elaborar el medio de Burk sin nitrégeno.
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Solucion A

Componente Cantidad/L \
K:HPO, 6,48
KH.PO,4 16g
Agua destilada cs.p. 1L
Tabla 9. Componentes de la Solucion A de sales de Burk.
Solucién B
Componente Cantidad/L
NacCl 20¢g
MgS0,-7H,0 2,0g
CasS0,:2H,0 0,5g
Agua destilada cs.p. 1L
Tabla 10. Componentes de la Solucién B de sales de Burk.
Solucién C
Componente Cantidad/L
NaMoO4-2H;0 0,01g
FeSO,7H;0 0,025g
Agua destilada 1L

Tabla 11. Componentes de la Solucién C de sales de Burk.

Por lo tanto, el medio Burk sin nitréogeno se obtiene pesando la cantidad de glucosa y agar
(Tabla 8) necesario para 700 mL de agua destilada y se afiadieron 100 mL de cada una de las sales de
Burk en condiciones de esterilidad. Finalmente, se autoclavd el medio y se repartié en placas de Petri

estériles.
MEDIO DE AMONIFICANTES

La Tabla 12 recoge los componentes que forman parte del medio para analizar la presencia de
microorganismos amonificantes.

Componente Cantidad/L \
Solucion de Winogradsky 50,0 mL
Asparragina 0,2¢g
Solucion de oligoelementos 1,0 mL
Agua destilada cs.p.1L

Tabla 12. Componente del medio de amonificantes.

El procedimiento de preparacion de este medio consistié en calcular las cantidades necesarias
para la elaboracidon de un determinado volumen final. Normalmente, se prepararon 500 mL. Las
soluciones de Winogradsky y oligoelementos se adicionaron en condiciones de esterilidad.
Posteriormente, se dividié el medio en tubos gordos a razén de 9 mL por tubo. Por ultimo, se esterilizé
en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.



MEDIO DE NITRIFICANTES

El medio para microorganismos nitrificantes queda reflejado en la Tabla 13 con sus respectivos

componentes.
Componente Cantidad/L |
Solucion de Winogradsky 50,0 mL
(NH4)2$04 0,5 g
CaCoO; 758
Agua destilada cs.p. 1L

Tabla 13. Componentes del medio de nitrificantes.

Este medio se preparé afiadiendo las cantidades necesarias para obtener un volumen final de
500 mL, incorporando la Solucién de Winogradsky se incorporé en condiciones de esterilidad.
Seguidamente, se repartié el medio en tubos largos a razén de 9 mL por tubo y se esterilizé en

autoclave.
MEDIO DE DESNITRIFICANTES

El estudio de microrganismos desnitrificantes se realizé con este medio, cuyos componentes

qguedan reflejados en la Tabla 14.

Componente Cantidad/L

Glicerol 10,0g
Extracto de levadura 30g
Peptona 50¢g
KNO; 1,0g
Solucion de Winogradsky 50,0 mL
Solucion de oligoelementos 1,0 mL
Rojo fenol 0.04% aq 20,0 mL
Agua destilada cs.p.1L

Tabla 14. Componentes del medio de desnitrificantes.

La preparacidn del medio de desnitrificantes consistio en afiadir las cantidades necesarias para
obtener un volumen total de 500 mL. Las soluciones de Winogradsky y oligoelementos se afiadieron
en condiciones de esterilidad. El siguiente pasé consistid en repartir el medio en tubos pequefios a

razon de 4,5 mL por tubo. Finalmente, se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
SOLUCION DE WINOGRADSKY

La solucion de Winogradsky forma parte de los componentes necesarios para los medios de

amonificantes, nitrificantes y desnitrificantes. Su composicidon se muestra en la Tabla 15.

Componente Cantidad (g/L)

K2HPO4 5,0
MgS04-7H,0 2,5
NacCl 2,5
FEz(SO4)3'HzO 0,05
MnSO,4-H,0 0,05

Tabla 15. Componentes de la Solucidon de Winogradsky.
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Para obtener la solucién de Winogradsky se pesaron las cantidades indicadas y se disolvieron
en 1L de agua destilada. Por ultimo, se esterilizd en autoclave y se conservd la solucién a 4 °C hasta su

posterior uso.
SOLUCION DE OLIGOELEMENTOS

Los componentes que forman parte de la solucién de oligoelementos se representan en la

Tabla 16. Dicha solucién forma parte de los medios de desnitrificantes y amonificantes.

Componente Cantidad (g/L) \
Acido nitrilotriacético 99% 1,5
MgS0,-7H,0 3,0
NacCl 1,0
MnSO4'HzO 0,5
FeSO,7H,0 0,1
CoS04°7H;0 0,1
CaCl:2H;0 0,1
ZnS04°H,0 0,1
CuS0,4°5H,0 0,01
AIK(SO4)*12H,0 0,01
H3:BOs 0,01
Na:Mo0,:2H,0 0,01

Tabla 16. Componentes de la Solucién de Oligoelementos.

La solucidn de oligoelementos se preparé afiadiendo cada una de las cantidades mostradas en
la Tabla 16 y se disolvieron en 1 L de agua destilada. Seguidamente se esterilizé en autoclave a 121 °C

durante 20 minutos para finalmente conservarse a 4 °C hasta su posterior uso.
SOLUCION SALINA AL 0,9%

La Tabla 17 muestra los componentes para elaborar la solucién salina al 0,9%, la cual fue
utilizada para preparar las diferentes diluciones seriadas necesarias para inocular las muestras y
realizar los calculos del UFC/g y el NMP.

Componente Cantidad (g/L) \
NacCl 0,9
Tabla 17. Componentes de la solucion salina al 0,9%.

El procedimiento para prepararla consistié en pesar la cantidad de cloruro sédico necesaria
para un determinado volumen y repartir la solucidn tanto en matraces de 90 mL como en tubos de 9

mL, los cuales se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
REACTIVO PARA NITRIFICANTES

El Reactivo para Nitrificantes se utiliz para llevar a cabo la lectura del medio de nitrificantes.
Dicho reactivo estd compuesto a su vez por dos reactivos, cuyos componentes quedan reflejados en
las Tablas 18 y 19.
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Reactivo 1

Componente Cantidad/L
Difenilamina* lg
H,SO,4 100 mL

Tabla 18. Componentes del Reactivo 1 del Reactivo para Nitrificantes.
*Disolver la difenilamina en el H,SO, y después verter la mezcla sobre 20 mL de agua destilada.

El Reactivo 1 se preparo calculando las cantidades necesarias para un volumen total de 500 mL
y se siguid el protocolo indicado.

Reactivo 2

Componente Cantidad (g/L)
H,S04 al 98% | 150

Tabla 19. Componentes del Reactivo 2 del Reactivo para Nitrificantes.

Para preparar el Reactivo 2 se pesaron 75 g de H,SO, para disolverlos en un volumen total de
500 mL.

REACTIVO PARA AMONIFICANTES (REACTIVO DE NESSLER)

El Reactivo de Nessler se empled en la lectura e interpretacién del medio de amonificantes.
Este reactivo esta compuesto a su vez por otros dos, cuyos componentes se recogen en las Tablas 20
y 21.

Reactivo 1
Componente Cantidad (g/L)
Hgl> 50
Kl 36,5
Agua destilada c.s.p. 1L

Tabla 20. Componentes del Reactivo 1 del Reactivo para Amonificantes.

La preparacién de este reactivo se llevd a cabo pesando las cantidades adecuadas para obtener
un volumen final de 500 mL.

Reactivo 2
Componente Cantidad (g/L)
KOH 150
Agua destilada c.s.p. 1L

Tabla 21. Componentes del Reactivo 2 del Reactivo para Amonificantes.

El Reactivo 2 se prepard afiadiendo 75 g de KOH para disponer de un volumen final de 500 mL.
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3.3.Diseiio experimental: protocolo de cuantificacion

a. Diseiio experimental

La Figura 5 recoge un esquema resumen de las diferentes partes experimentales para alcanzar
el objetivo de este trabajo.

DETERMINACION DE MICROORGANISMOS
RELACIONADOS CON EL CICLO DEL NITROGENO

Fijadores de N, L. SR

Amonificantes

Nitrificantes

Desnitrificantes

ESTUDIO DE LA MICROBIOTA CARACTERIZACION DE AGENTES

PRESENTE

BIOFERTILIZANTES
Solubilizadores de fosfato
Solubilizadores de potasio
Sideroforos

Bacterias
Actinobacterias
Hongos

LECTURA Y ANALISIS

dores de nargens

ESTUDIO COMPARATIVO

Figura 4. Esquema del disefio experimental.

b. Preparaciony siembra de las muestras

Para llevar a cabo este estudio se prepard una serie de diluciones decimales a partir de las
muestras de compost con el objetivo de poder estudiar los diferentes indicadores microbianos de la

capacidad biofertilizante del compost.

En primer lugar, se tomaron 10 g de compost y se incorporaron a un matraz con 90 mL de
solucidn salina al 0,9% (dilucién 107). Tras mantener en agitacién durante 30 minutos a 120 rpm, se
realizaron el resto de las diluciones seriadas en tubos con 9 mL de solucidn salina al 0.9%. Para ello, se
tomd 1 mL de la dilucidn inicial y se transfirié al tubo de solucién salina obteniéndose la segunda
dilucién (1072). A partir de esta nueva dilucidn, se repite el proceso obteniéndose la dilucién 103y asi

sucesivamente hasta realizar seis diluciones. El ensayo descrito se realizé por triplicado.

A partir de las diluciones decimales se inocul6 en diferentes medios de cultivo un determinado
volumen con ayuda de la micropipeta. Los medios en placa fueron inoculados con 100 plLy se extendié
el volumen mediante bolitas de vidrio. En el caso de los medios liquidos, se incorporé 1 mL para las
pruebas de amonificantes y nitrificantes mientras que el medio de desnitrificantes fue inoculado con

500 puL. Cabe destacar que al medio de desnitrificantes se incorpord agar a sobrefusion (45 °C) y se
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sellé con parafina para asegurar que se cumplieran las condiciones anaerobias necesarias para que se

llevase a cabo el proceso de desnitrificacion. Cada uno de los medios se incubd durante el intervalo de

tiempo necesario y en las condiciones de temperatura adecuadas, datos que quedan reflejados en la
Tabla 22.

Indicador microbiano  Medio para sembrar Temperatura de Tiempo de incubacion
incubacion (°C)
Bacterias mesofilas APHA 30 48 horas
Actinobacterias Agar Caseinato Sddico 30 72 horas
mesdfilas
Hongos mesdfilos Rosa de Bengala 30 5 dias
Bacterias termdfilas APHA 50 48 horas
Actinobacterias Agar Caseinato Sédico 50 72 horas
termdfilas
Hongos termofilos Rosa de Bengala 50 5 dias
Solubilizadores de Medio de NBRIP 30 24-48 horas
fosfato
Solubilizadores de Agar Aleksandrow 30 24-48 horas
potasio
Siderdéforos Medio para 30 5 dias
siderdforos
Fijadores de Burk sin nitrégeno 30 24-48 horas
nitrégeno
Amonificantes Medio para 30 15 dias
amonificantes
Nitrificantes Medio para 30 15 dias
nitrificantes
Desnitrificantes Medio para 30 15 dias

desnitrificantes
Tabla 22. Pruebas para analizar y condiciones de incubacion.

c. Cuantificacion de la microbiota presente en las muestras

Una vez que las muestras se incubaron el tiempo necesario, se procedio a realizar la lectura 'y
recuento de las pruebas llevadas a cabo. La correcta cuantificacidon de la microbiota presente en las
muestras de compost dependid de la adecuada interpretacidn de los indicadores microbianos
estudiados y su posterior recuento mediante la técnica del nimero mas probable (NMP) para los
medios liquidos y las unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) para aquellas pruebas

realizadas en placa.

A continuacidn, se indica cdmo se llevod a cabo la lectura e interpretacion de cada uno de los

indicadores microbianos.

-Microbiota fuingica, actinomicetal y bacteriana mesdfila y terméfila: se estudié la cuantificacidn de
estos grupos microbianos mediante la identificacion y recuento de los diferentes tipos coloniales

presentes en cada uno de los medios utilizados.
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- Solubilizadores de fosfato y de potasio: la lectura de ambos medios se realizé contando las colonias
gue aparecieron con halo de aclaramiento, indicando la solubilizacién de fosfato tricdlcico y potasio

respectivamente.

- Siderdforos: la cuantificacion de microorganismos productores de siderdforos se llevé a cabo
contando las colonias que aparecieron con halos de color rosa-naranja, hecho indicativo de la
liberacion de sideréforos (el color es dependiente del agente quelante que actua).

- Fijadores de nitrogeno: la lectura de los microorganismos fijadores de nitrégeno se realizé contando
los diferentes tipos coloniales presentes en las placas de medio de Burk sin nitrégeno.

- Amonificantes: la lectura e interpretacién del medio de amonificantes requirié unos pasos de
revelado. En primer lugar, se afiadié 1 mL de cada tubo con medio de amonificantes en un tubo de
hemolisis. Posteriormente se afiadieron los componentes del reactivo de Nessler (500 plL de Reactivo
1y 500 uL de Reactivo 2). Los tubos con lectura positiva viraron de color a naranja-ladrillo, indicativo

de la presencia de amoniaco en el tubo. Los tubos negativos permanecieron de color amarillo.

- Nitrificantes: para interpretar el medio de nitrificantes se afiadid 1 mL de reactivo de difenilamina
(Reactivo 1) a cada uno de los tubos y 10 gotas de acido sulfurico (Reactivo 2). La lectura positiva se
detectd por la apariciéon de un color azul en los tubos debido a la presencia de nitratos. Los tubos

negativos permanecieron transparentes.

- Desnitrificantes: los tubos positivos en microorganismos desnitrificantes se detectaron por la
coloracién naranja-rosacea del medio, la presencia de turbidez y el tapdn de agar desplazado. Todas
estas caracteristicas son indicativas de que se produjo la respiracidon anaerobia utilizando el nitrato
como aceptor final de electrones. Los tubos negativos permanecieron amarillos (por producirse la

fermentacidn) o no presentaban turbidez.

d. Analisis estadistico

Todas las medidas analiticas se efectuaron por triplicado y los resultados obtenidos se
analizaron mediante el paquete estadistico Statgraphics (Statistical Graphics Co.). La determinacidn
del efecto de los diferentes factores estudiados en cada serie experimental sobre los correspondientes
parametros o variables dependientes se realizd mediante un andlisis de la varianza (ANOVA)
multifactorial considerando también las relaciones entre los distintos factores. Para calcular en todos
los casos la suma de cuadrados la cual mide la cantidad de variacién para cada factor en el analisis
ANOVA se aplicé el método de medida tipo Il con un nivel de significacion del 0,05%. Segun este
analisis, una vez determinados los factores que influyeron significativamente en la variabilidad de cada
parametro, se realizé un analisis de rangos multiples mediante el método de calculo de las minimas
diferencias significativas para la comparacion entre medias de los distintos niveles de cada factor
considerando asimismo un intervalo de confianza del 95%. Por ultimo, se efectudé un analisis
multivariado de los diferentes factores estudiados en cada serie experimental con el objetivo de

obtener su correlacién y representarla mediante un gréafico de correlacion ordinal de Spearman.
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4. Resultados y discusién

A continuacidn, se detallan los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo. Estos se
organizan en tres apartados, siguiendo los objetivos de este Trabajo Final de Grado. En primer lugar,
se presenta la microbiota meséfila y terméfila estudiada en las diferentes muestras. El segundo
apartado se enfoca en el andlisis de diferentes grupos microbianos implicados en el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno. Por Ultimo, la tercera seccidn analiza la presencia en las muestras de
microorganismos con capacidad biofertilizante, concretamente de aquellos capaces de solubilizar
fosfato, potasio o quelar hierro. Adicionalmente, se incluye un cuarto apartado en el que se estudia la

correlacién entre las diferentes variables examinadas en este trabajo.

Todas las muestras analizadas correspondian con productos finales. Tal y como se mencioné en el

apartado Materiales y Métodos, los ensayos se realizaron con repeticiones por triplicado.

4.1.Estudio de la microbiota mesdfila y termdfila presente.
a. Microbiota bacteriana.

Los datos recogidos en la Grafica 1 muestran que todos los productos finales presentaron
elevados niveles de bacterias meséfilas existiendo diferencias significativas entre las muestras, pero
no entre las repeticiones de cada una de ellas (Tabla 23). En general, los resultados obtenidos oscilaron
entre las 6 y 7 unidades logaritmicas a excepcién del Compost 1 cuyo recuento fue menor (4,62 log
(UFC/g)) y el Compost 4 y el Sustrato comercial 2 que obtuvieron los valores mas altos (8,72 y 9,58 log
(UFC/g) respectivamente). Adicionalmente, la Grafica 1 muestra mediante un analisis de grupos
homogéneos que tres de los compost constituidos por residuos vegetales (Compost 2, 3 y 5) fueron
similares en cuanto al contenido de bacterias mesodfilas. A pesar de que este grupo microbiano
predomina en la etapa meséfila del compostaje, la disminucidon de la temperatura provoca una
recolonizacidn por parte de las bacterias mesofilas en las etapas de enfriamiento y maduracién (Jurado
et al., 2014b). Hassen et al. (2001) estudiaron la evolucidn de diferentes microorganismos a lo largo
del compostaje de residuos solidos urbanos. En este estudio, los niveles de bacterias mesoéfilas durante
la fase de enfriamiento alcanzaron aproximadamente las 1,8 x 108 UFC/g, los cuales fueron similares a
los obtenidos en la fase meséfila (entre 10 UFC/g y 10° UFC/g). Igualmente, Goyal et al. (2005)
obtuvieron resultados con el mismo orden de magnitud. Comparado con los resultados obtenidos, la
mayoria de las muestras presentan menores valores a excepcién del Compost 4 y el Sustrato Comercial

2, cuyos resultados concuerdan con los mencionados anteriormente.
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Grafica 1. Representacién de la presencia de bacterias mesdfilas en las diferentes muestras.

Parametro Suma de GL Cuadrado F P
cuadrados medio
A: Muestra 53,4849 9 5,94276 356,33 0,0000
B: Repeticion 0,0835981 2 0,0417991 2,51 0,1096
Residuos 0,300196 18 0,0166776
Total 53,8687 29

Tabla 23. Analisis de varianza para los valores de recuento de bacterias mesdfilas obtenidos en las
diferentes muestras, su correspondiente repeticion analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
2 7,01731 A
3 7,08951 AB
1 7,14631 B

Tabla 24. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

En el caso de las bacterias terméfilas, los resultados obtenidos (Grafica 2) muestran un ligero
descenso en el recuento en comparacién con las bacterias meséfilas, ya que los valores oscilaron
generalmente entre las 5 y 6 unidades logaritmicas e incluso se llegaron a valores en tornoa 3y 4
unidades logaritmicas en Sustrato comercial 2, Compost 1 y Jardineria 2, las cuales mostraron los
valores mas bajos (2,97, 3,02 y 4,16 log (UFC/g) respectivamente). Este hecho queda corroborado por
estudios anteriores. Goyal et al. (2005) detectaron valores de bacterias terméfilas dos 6rdenes de
magnitud menores que en el caso de las bacterias meséfilas, ya que presentan su mdximo crecimiento
en la fase termdfila (Lopez-Gonzélez et al., 2013). Sin embargo, hay trabajos que apuntan que el grupo
termofilo es mas abundante en el compost maduro (van Heerden et al., 2002). Pero los trabajos mas
actuales muestran que, en realidad, esa distincién de grupos es menos importante de lo que cabia
pensar, debido a que, en compostaje lo que predomina no es ni mesofilia ni termofilia, sino la
termotolerancia (Moreno et al., 2021).
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Grafica 2. Representacién de la presencia de bacterias termdfilas en las muestras estudiadas.

Parametro Suma de GL Cuadrado F P
cuadrados medio
A: Muestra 48,0821 9 5,34245 137,00 0,0000
B: Repeticion 0,0552573 2 0,0276286 0,71 0,5056
Residuos 0,701919 18 0,0389955
Total 48,8392 29

Tabla 25. Analisis de varianza para los valores de bacterias termdfilas obtenidos en los productos
finales, su correspondiente repeticién analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucidn de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los valores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 5,1466 A
2 5,20696 A
3 5,25132 A

Tabla 26. Analisis de rango multiple para el factor repeticion.

La prueba de rango multiple representada en la Grafica 2 agrupa las muestras en 6 grupos
homogéneos, mostrando algunos de los productos finales caracteristicas intermedias entre otros dos
(grupo CD). Tanto los compost con menor recuento (Sustrato Comercial 2 y Compost 1) como aquellos
con resultados mas elevados (Compost 2 y 4) se agruparon en un mismo grupo homogéneo. La Tabla
25 muestra que existieron diferencias significativas entre las diferentes muestras, pero no entre las

repeticiones de cada una de ellas (Tabla 26).

b. Microbiota fungica.

La Grafica 3 muestra la presencia en mayor o menor medida de hongos meséfilos en todos los
productos finales a excepcidn del compost conformado por lodos de depuradora (Compost 1) incluso
habiendo repetido los resultados a diluciones mas bajas (10%). Existieron diferencias significativas
entre las diferentes muestras las cuales quedan representadas en la Tabla 27. Los valores entre los
compost correspondientes a residuos vegetales fueron variados, oscilando desde 2,35 log (UFC/g) en
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el Compost 2 hasta casi 6 unidades logaritmicas en el Compost 4. En lo referente a los sustratos
comerciales, ambos presentaron valores similares (5,75 y 5,65 log (UFC/g) respectivamente), lo cual
qgueda ademas reflejado en la prueba de rango multiple incluida en la Grafica 3, indicando que
comparten ciertas caracteristicas. Las muestras de jardineria generaron resultados parecidos, variando
solamente en una unidad logaritmica entre ellos (5,03 log (UFC/g) para Jardineria 2 y 6,09 log (UFC/g)

para Jardineria 1).
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Parametro Suma de Cuadrado
cuadrados medio
A: Muestra 102,402 9 11,378 429,41 0,0000
B: Repeticion | 0,00986401 2 0,00493201 0,19 0,8317
Residuos 0,476944 18 0,0264969
Total 102,889 29

Tabla 27. Anaélisis de varianza para el recuento de hongos mesdfilos en los productos finales, su
correspondiente repeticidn analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 4,37261 A
2 4,40791 A
3 4,41361 A

Tabla 28. Analisis de rango multiple para el factor repeticion.

Comparando con otros autores, la microbiota meséfila desciende desde los primeros dias de
compostaje donde los niveles son aproximadamente de 6 unidades logaritmicas hasta valores de en
torno a 3 unidades logaritmicas al final de proceso (Chroni et al., 2009). La mayoria de las muestras
estudiadas en este trabajo tuvieron resultados mayores a los mencionados anteriormente, a excepcién
de los Compost 1 y 2. A pesar de que este grupo microbiano es importante para la formacién de
sustancias humicas, solo aquellos capaces de hacer frente a las altas temperaturas alcanzadas durante

el compostaje podran recolonizar el material en la fase de maduraciéon (Lépez-Gonzélez et al., 2013).
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En comparacidn con las bacterias meséfilas, los niveles de hongos meséfilos en el compost final fueron
menores (van Heerden et al., 2002), lo cual quedd corroborado con los resultados obtenidos en esta
investigacion.

Tal y como queda recogido en la Grafica 4, solo se obtuvieron recuentos de hongos termdfilos
en 4 de las muestras (Compost 3, Compost 4, Sustrato comercial 1 y Jardineria 1) en las cuales los
resultados variaron entre 2,82 log (UFC/g) y 4,26 log (UFC/g). Asimismo, existieron diferencias
significativas entre los productos finales (Tabla 29) y las 4 muestras con resultados positivos fueron
distintas entre ellas, tal y como refleja la prueba de rango multiple (Grafica 4). El Compost 4 fue el que
mayor cantidad de hongos terméfilos presenté.
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Parametro Suma de Cuadrado
cuadrados medio
A: Muestra 91,7607 9 10,1956 2577,88 0,0000
B: Repeticion | 0,00760894 2 0,00380447 0,96 0,4010
Residuos 0,0711908 18 0,00395505
Total 91,8395 29

Tabla 29. Analisis de varianza de los valores de hongos terméfilos en las muestras, su
correspondiente repeticion y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos \
1 1,38211 A
2 1,38595 A
3 1,41765 A

Tabla 30. Analisis de rango multiple para el factor repeticion.

En comparacion con los hongos mesdfilos, la microbiota fungica termdfila fue menor, ya sea
por estar presente en menos muestras, como por haber una menor cantidad en aquellas donde hubo
recuentos. Este hecho se debe a que la mayor presencia de estos microorganismos se detecta durante
la fase termofila (Lopez-Gonzalez et al., 2013). Posteriormente, los hongos termdfilos disminuyen en
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su presencia alcanzando valores de entre 3 y 4 unidades logaritmicas en el final del compostaje (Chroni
et al.,, 2009). En las muestras de este trabajo con resultados positivos, los valores obtenidos
concuerdan con los mencionados anteriormente. Al igual que ocurria con la microbiota meséfila, las

bacterias terméfilas son mas abundantes que los hongos en el compost final (Moreno et al., 2021).

c. Microbiota actinomicetal.

Los resultados obtenidos y recogidos en la Grafica 5 muestran que, en todos los productos
finales, ya sea en mayor o menor grado, las actinobacterias meséfilas estuvieron presentes. Los valores
alcanzados se encontraron entre 4,07 log (UFC/g) de la muestra con menor recuento (Compost 1) y
7,35 log (UFC/g) de la muestra con mayor recuento (Compost 4). Estos datos se corroboran con los
representados en la Tabla 31, en la cual se observaron diferencias significativas entre las muestras. Los
productos finales correspondientes a compost mostraron valores similares en torno a las 4 y 5
unidades logaritmicas, a excepcion de los Compost 3 y 4 cuyos resultados se encuentran alrededor de
las 7 unidades logaritmicas. El Sustrato comercial 1 presentd valores similares al Compost 3. Ademas,
las muestras de jardineria mostraron resultados parecidos, alcanzando valores similares al del

Compost 4.

La presencia de actinobacterias mesdfilas se considera un buen indicador de un compost
maduro (Estrella-Gonzalez et al., 2020b), lo cual puede indicar que todas las muestras analizadas
presentan un grado adecuado de madurez, ya que existen actinobacterias meséfilas en todas ellas. En
términos cuantitativos, Chroni et al. (2009) detectd unos niveles de actinobacterias mesdfilas en torno
a 7 y 8 unidades logaritmicas al final del proceso de compostaje. Comparando con los resultados
obtenidos, solo las muestras Jardineria 2 y Compost 4 alcanzaron estos valores.

Actinobacterias mesofilas

j 22 D i DE EF F
6,00 I l
5,00
4,00
3,00

(]

Promedio Log (UFC/g)

2,00
1,00
0,00

b=

m

w
T ———

A: Muestra 42,877 9 4,76411 308,27 0,0000
B: Repeticion 0,0136986 2 0,00684929 0,44 0,6488
Residuos 0,278177 18 0,0154543
Total 43,1688 29
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Tabla 31. Analisis de varianza para los resultados de actinobacterias mesdfilas obtenidos en los
productos finales, su correspondiente repeticion analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 5,83216 A
2 5,87372 A
3 5,8805 A

Tabla 32. Analisis de rango multiple para el factor repeticion.

Los resultados representados en la Grdafica 6 muestran que todos los productos finales
contenian actinobacterias termdfilas, ya sea en mayor o menor medida. Por lo general, presentaron
valores comprendidos entre las 4 y 5 unidades logaritmicas, a excepcidon del Compost 5 y el Sustrato
comercial 1 cuyos resultados fueron menores (en torno a 2 unidades logaritmicas) y los Compost 3y 4
con valores superiores a 6 unidades logaritmicas. Estos datos se corroboran con los representados en
la Tabla 33, en la cual se observaron diferencias significativas entre las muestras. En este caso, no
pudieron agruparse las muestras entre aquellas correspondientes a compost, sustratos comerciales o
productos de jardineria porque sus valores fueron diferentes entre ellas, a excepcidn de los Compost
1y 2 cuyos resultados fueron similares. Los niveles de actinobacterias termdfilas obtenidos en este
trabajo fueron menores en comparacién con las meséfilas. Este hecho se debe a que dicho grupo
microbiano predomina durante la fase terméfila, donde se encarga de degradar moléculas complejas
como la celulosa o hemicelulosa, entre otras (Sanchez et al., 2017).
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Grafica 6. Representacion de la cuantificacidn de actinobacterias termdfilas en las diferentes
muestras analizadas.

A: Muestra 44,561 9 4,95122 202,01 0,0000
B: Repeticion 0,0176433 2 0,00882164 0,36 0,7026
Residuos 0,441166 18 0,0245092
Total 45,0198 29
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Tabla 33. Analisis de varianza de recuento de actinobacterias terméfilas obtenidos en las muestras,
su correspondiente repeticidon analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 4,74328 A
2 4,79271 A
3 4,79652 A

Tabla 34. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

4.2.Estudio de la presencia de microorganismos implicados en el ciclo biogeoquimico del
nitrégeno.
a. Fijadores de nitréogeno.

Los resultados referentes a la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno quedan reflejados
en la Gréfica 7. Tal y como puede observarse, todos los productos finales presentaron fijadores de
nitrégeno en diferente medida y existieron diferencias significativas entre las muestras (Tabla 35). Los
valores obtenidos fluctuaron entre 4,01 log (UFC/g) de la muestra con menor recuento (Compost 3) y
8,48 log (UFC/g) de la muestra con mayor valor (Compost 4). Los recuentos mas bajos se encontraron
en los productos finales correspondientes a compost (Compost 1, 2, 3y 6) a excepcion de los Compost
4y 5. En cuanto a las muestras de jardineria, ambas fueron similares con valores en torno a 6 unidades
logaritmicas. Los sustratos comerciales fueron diferentes entre ellos, siendo el Sustrato comercial 1 el
gue mayor cantidad de fijadores de nitrégeno presentd de los dos (7,56 log (UFC/g)) mientras que el
Sustrato comercial 2 fue dos unidades mas bajo. La prueba de rango multiple representada en la
Grafica 7 diferencid las muestras analizadas en 8 grupos, agrupando por un lado a los Compost 2y 6y

por otro, al Compost 5 con Jardineria 2.

Los valores de microorganismos fijadores obtenidos son mayores a los comentados en trabajos
anteriores. Pepe et al. (2013) analizaron diferentes grupos microbianos durante el compostaje de
residuos agroindustriales. En lo referente a las bacterias fijadoras de nitrégeno aerobias, detectaron
que la carga microbiana inicial (10® UFC/g) descendia gradualmente durante las fases terméfila y de
enfriamiento, aumentando de nuevo al final de la maduracién alcanzando valores comprendidos entre
las 103 UFC/g. El crecimiento se ve limitado por la temperatura, provocando una disminucién de la
fijacién de nitrégeno a partir de los 30 °C. Esta tendencia negativa en el grupo microbiano puede
comprometer los niveles de nitrogeno en los productos finales, los cuales suelen tener una

concentracién mas baja que los suelos.
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Grafica 7. Valores obtenidos del andlisis cuantitativo de fijadores de nitrégeno.

Parametro Suma de GL Cuadrado F P
cuadrados medio
A: Muestra 41,7308 9 4,63676 413,80 0,0000
B: Repeticion | 0,00659357 2 0,00329678 0,29 0,7486
Residuos 0,201697 18 0,0112054
Total 41,9391 29

Tabla 35. Analisis de varianza para los resultados de fijadores de nitrégeno obtenidos en los
productos finales, su correspondiente repeticion analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 6,17116 A
2 6,18363 A
3 6,20693 A

Tabla 36. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

Amonificantes.

Los datos obtenidos y recogidos en la Grafica 8 muestran que en todos los compost y en todas
las repeticiones en mayor o menor nivel se detecté la presencia de microorganismos amonificantes.
Para llevar a cabo la cuantificacién de este pardmetro, se utilizé la técnica del nimero mas probable
(NMP). En un principio, se utilizaron las diluciones -4, -5 y -6 para la lectura. Sin embargo, hubo
muestras que tuvieron que ser mas diluidas (Compost 3, Compost 4 y ambos sustratos comerciales)
debido a que los datos que se obtuvieron con las diluciones mencionadas anteriormente no eran
representativos, ya que todos los tubos fueron positivos por la alta carga microbiana y no se ajustaban
a los valores de las tablas NMP. Por el contrario, en los Compost 1y 2 se utilizaron diluciones menores
porque todos los tubos fueron negativos.

Concretamente, los resultados obtenidos oscilaron entre 3,17 log (UFC/g) del recuento mas
bajo obtenido (Compost 1) y 7,54 log (UFC/g) del recuento mas alto correspondiente al Sustrato

comercial 1. La Tabla 37 corrobora que existieron diferencias significativas entre las muestras
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analizadas. Los valores mas altos correspondieron a los Compost 3y 4y a los dos sustratos comerciales.
En relaciéon con la prueba de rango multiple efectuada y representada junto a la Grafica 8, los
productos finales se agruparon en 6 grupos homogéneos, destacando que las muestras de jardineria

se encuentran en el mismo grupo.

Amonificantes
9,00 .
5,00
7,00 D D D
I}
T 600 - c c
z B
= 500
5 A
%4,00 A
E 300
&
2,00
1,00
0,00
e W "-1 o “ o 4 N " "
& F & F & F é@ éczb P
& & F F F F o E

Grafica 8. Resultados obtenidos del andlisis de microorganismos amonificantes en las diferentes

muestras.
Parametro Suma de Cuadrado
cuadrados medio
A: Muestra 46,3637 9 5,15152 29,59 0,0000
B: Repeticion 1,02876 2 0,514382 2,95 0,0777
Residuos 3,13426 18 0,174125
Total 50,5267 29

Tabla 37. Analisis de varianza para los valores de microorganismos amonificantes obtenidos en los
diferentes muestreos, su correspondiente repeticidn analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

2 5,10113 A
3 5,33999 AB
1 5,55451 B

Tabla 38. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

Los valores obtenidos pueden compararse con los de estudios anteriores. Pepe et al. (2013)
detectaron una disminucién de microorganismos amonificantes desde 6 unidades logaritmicas en los
primeros dias de compostaje hasta dos unidades logaritmicas menos cuando incrementd la
temperatura. En la fase de maduracion, se observé un ligero aumento, pero sin alcanzar los valores
iniciales probablemente por la falta de fuentes de energia (proteinas y aminodcidos) utilizadas por este
grupo microbiano y que determina su predominancia en la fase mesodfila. Comparado con los
resultados aqui obtenidos, la mayoria de las muestras se encontraron en los valores esperados e

incluso una de ellas (Sustrato comercial 1) fue una unidad logaritmica mayor. En cuanto al compost
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formado por lodos de depuradora, Zhao et al. (2020) detectd un nivel de amonificantes de 6 unidades
logaritmicas. Sin embargo, en este trabajo el valor obtenido fue de la mitad. Esto puede deberse a las
diferencias en la composicidn de los compost. El Compost 1 estd conformado por lodos de depuradora
y restos de poda, mientras que el utilizado por Zhao et al. (2020) se compone de lodos de depuradora,

paja de trigo y sustrato de hongos gastado.

b. Nitrificantes.

En el caso del analisis de microorganismos nitrificantes en los diferentes productos finales, no
pudo detectarse la presencia de este grupo microbiano mediante la técnica del nUmero mas probable.
Las diluciones empleadas (-1, -2 y -3) resultaron en una lectura con todos los tubos negativos, cuyo
resultado en el NMP es menor de 3. A pesar de que el proceso de nitrificacidon ocurre principalmente
durante la fase de maduracidn, las altas temperaturas alcanzadas en las fases anteriores tienen efectos
negativos sobre estos microorganismos, concretamente en aquellos encargados de la oxidacién del
amoniaco (Lépez-Gonzalez et al., 2013). Pepe et al. (2013) corroboraron este fenémeno observando
un descenso desde las 5 unidades logaritmicas en los primeros dias de compostaje hasta practicamente
cero segln avanza el proceso. En ese mismo estudio, los microorganismos implicados en la oxidacidn
del nitrito presentaron valores de 4 unidades logaritmicas al final del compostaje. Aunque el grupo
microbiano de los nitrificantes es importante a la hora de obtener nitrégeno asimilable para las

plantas, los nitratos se pierden facilmente en los suelos por lixiviacion.

c. Desnitrificantes.

La Grafica 9 recoge los resultados obtenidos del analisis de microorganismos desnitrificantes
en los productos finales. A excepcién de la muestra Jardineria 2 cuyo valor de la tabla del NMP
corresponde a menor de 3, el resto mostraron recuentos en mayor o menor grado. Generalmente, se
utilizaron las diluciones -1, -2 y -3 excepto para los Compost 2 y 4 que tuvieron que ser mas diluidos
debido a que los datos que se obtuvieron con las diluciones anteriormente mencionadas no eran
representativos, ya que todos los tubos fueron positivos por la alta carga microbiana y no se ajustaban

a los valores de las tablas NMP.

Los resultados obtenidos en el recuento de desnitrificantes oscilaron entre 0,64 log (UFC/g)
del recuento mas bajo obtenido en el Compost 3 hasta 3,34 log (UFC/g) obtenidos en el Sustrato
comercial 2. La Tabla 39 demuestra que existieron diferencias significativas entre los diferentes
productos finales analizados. Generalmente, la mayoria de las muestras presentaron valores
aproximados a 1 unidades logaritmicas. Sin embargo, los recuentos en el Compost 1 y en el Sustrato
comercial 2 fueron mas elevados. Esto resulta una desventaja para dichas muestras debido a que
supone una pérdida de nitrégeno en el compost, lo cual ha sido siempre un grave problema para el
compostaje (Shi et al., 2020). La presencia de microorganismos desnitrificantes es mayoritaria durante
las etapas de enfriamiento y maduracién debido al apropiado entorno para su crecimiento. La
biodegradacidn de las fracciones organicas de carbono y el contenido de humedad consume una gran
cantidad de oxigeno durante las fases anteriores, originando un microambiente anaerdbico favorable
para las bacterias desnitrificantes (Zhong et al., 2020). Asimismo, el descenso de la temperatura

también resulta favorable (Yang et al., 2020).
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Grafica 9. Valores obtenidos del andlisis de microorganismos desnitrificantes en los diferentes
productos finales.

Parametro Suma de GL Cuadrado F P
cuadrados medio
A: Muestra 23,3619 9 2,59577 57,02 0,0000
B: Repeticion 0,0704736 2 0,0352368 0,77 0,4759
Residuos 0,819419 18 0,0455233
Total 24,2518 29

Tabla 39. Analisis de varianza para los valores de microorganismos desnitrificantes obtenidos en las
diferentes muestras, su correspondiente repeticion y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacién). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos \
1 1,27788 A
2 1,28751 A
3 1,38517 A

Tabla 40. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

Estudio de la presencia de microorganismos con capacidad biofertilizante

a. Solubilizadores de fosfato.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de microorganismos solubilizadores de fosfato
quedan recogidos y reflejados en la Grafica 10. Como puede verse, la presencia de este grupo
microbiano quedd reducida a pocos de los productos finales y con un recuento de colonias bajo.
Solamente se detectaron solubilizadores de fosfato en cuatro de las muestras, cuyos valores oscilaron
entre las 4 unidades logaritmicas del Compost 1 hasta practicamente 6 unidades logaritmicas en
Jardineria 1. Asimismo, la Tabla 41 demuestra que existieron diferencias significativas entre las
muestras analizadas y la prueba de rango multiple (Grafica 10) clasificé los productos finales en cinco
grupos homogéneos, cuatro de ellos para cada una de las muestras con resultados positivos. Resulta
interesante destacar que en las dos muestras de jardineria estuvo presente dicho grupo microbiano
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mientras que en los sustratos comerciales ocurrié todo lo contrario. Con relacién a las muestras de

compost, solo se obtuvieron resultados positivos en los Compost 1y 4.

La escasa presencia de microorganismos solubilizadores de fosfato en los productos finales
puede relacionarse con la evolucidn de dicho grupo microbiano a lo largo del proceso de compostaje.
Wei et al. (2017) determinaron que estos microorganismos alcanzan su maxima concentracion durante
la etapa termdfila, a partir de la cual los niveles disminuyen hasta el final del compostaje. Igualmente,
Wickramatilake et al. (2011) reportaron resultados similares con unos niveles de solubilizadores de
fosfato de 4 x 107 UFC/g durante la fase termdfila, mientras que en etapas posteriores la cantidad
disminuye en uno o incluso dos drdenes de magnitud, lo cual concuerda con los resultados obtenidos

en este trabajo.
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Parametro Suma de Cuadrado
cuadrados medio
A: Muestra 181,172 9 20,1303 2278,16 0,0000
B: Repeticion 0,0148722 2 0,00743611 0,84 0,4473
Residuos 0,159052 18 0,0088362
Total 181,346 29

Tabla 41. Analisis de varianza para los valores de solubilizadores de fosfato en las muestras, su
correspondiente repeticidn analitica y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacidn). Se marcan en rojo los factores significativos.

Repeticion Media LS Grupos Homogéneos
1 1,94771 A
2 1,99445 A
3 1,99542 A

Tabla 42. Analisis de rango multiple para el factor repeticion.

40



b. Solubilizadores de potasio.

La presencia de microbiota solubilizadora de potasio queda representada en la Gréfica 11,
donde puede observarse que la presencia de este grupo microbiano fue limitada. Solamente se
detectaron en cuatro de las muestras, las cuales pueden clasificarse en diferentes grupos homogéneos.
Cabe destacar que la deteccidn de solubilizadores de potasio se consiguié en diluciones bajas (-2, -3, -
4) y con poca cantidad de colonias en cada uno de los recuentos. Los valores obtenidos oscilaron entre
3,10 log (UFC/g) del Compost 4 y 5,56 log (UFC/g) de Jardineria 1. Ademas, |la Tabla 43 demuestra que
existieron diferencias significativas entre las muestras analizadas. Los productos finales donde se
detectd microorganismos solubilizadores de fosfato fueron dos compost compuestos por residuos
vegetales (Compost 4 y 6) y las dos muestras de jardineria. Al igual que en el indicador microbiano
anteriormente comentado, en ninguno de los sustratos comerciales estuvieron presentes. Sanchez et
al. (2017) declararon que entre los microorganismos solubilizadores de potasio se encuentran
bacterias, actinobacterias y hongos. El problema de la poca cantidad encontrada en las muestras
estudiadas puede deberse a que al igual que ocurre con los microorganismos encargados de solubilizar

fosfato, su mayor tasa de crecimiento se encuentre en la etapa termofila.
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Grafica 11. Cuantificacidn de microorganismos solubilizadores de potasio en los diferentes productos
finales.

A: Muestra 146,74 9 16,3045 892,09 0,0000
B: Repeticion | 0,00416258 2 0,00208129 0,11 0,8930
Residuos 0,328979 18 0,0182766
Total 147,073 29

Tabla 43. Analisis de varianza para los valores de recuento de solubilizadores de potasio obtenidos en
los compost, su correspondiente repeticion y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacidn). Se marcan en rojo los factores significativos.
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Repeticion Media LS Grupos Homogéneos

1 1,70334 A
2 1,72833 A
3 1,72833 A

Tabla 44. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.
c. Produccidn de sideréforos.

La Grafica 12 recoge los resultados obtenidos del analisis de microorganismos productores de
siderdéforos en las diferentes muestras estudiadas. La presencia de este grupo microbiano fue
detectada en tres de los productos finales, correspondientes a Jardineria 1 (2,64 log (UFC/g)),
Jardineria 2 (3,68 log (UFC/g)) y el Compost 4 (3,91 log (UFC/g)) (Figura 6), cuyos resultados fueron
ligeramente menores a los obtenidos en los otros dos indicadores microbianos con capacidad
biofertilizante. Estas tres muestras pueden clasificarse en diferentes grupos homogéneos. Asimismo,
entre los productos analizados existieron diferencias significativas (Tabla 45). Tal y como ocurrié con
los microorganismos solubilizadores de potasio, los sideréforos se detectaron en diluciones bajas (-1y
-2) y con un recuento de colonias escaso. Por ultimo, ninguno de los sustratos comerciales presentd
microorganismos productores de sideréforos. Realmente, a pesar de que a lo largo de todo el proceso
de compostaje existe microbiota encargada de solubilizar hierro, la mayor proporcién de esta se
detecta durante las fases bio-oxidativas del proceso de compostaje, cuando las temperaturas son mas

altas (Sudrez-Estrella et al., 2019). Posteriormente, el nUmero de especies detectadas es menor.
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A: Muestra 75,9972 9 8,44413 497,10 0,0000
B: Repeticion | 0,00580572 2 0,00290286 0,17 0,8443
Residuos 0,305764 18 0,0169869
Total 76,3087 29

Tabla 45. Analisis de varianza para los valores de recuento de sideréforos en los productos finales, su
correspondiente repeticién y las interacciones.

GL: Grados de libertad; F: Valor Critico de la distribucion de Fisher; P: Probabilidad (Nivel de
significacidn). Se marca en rojo los factores significativos.
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Repeticion Media LS Grupos Homogéneos

1 1,00334 A
2 1,03222 A
3 1,03345 A

Tabla 46. Analisis de rango multiple para el factor repeticién.

S
@ s /

Figura 5. Fotografias de microorganismos productores de siderdforos en las diferentes
repeticiones de Compost 4.

Una vez estudiados estos tres ultimos parametros, la capacidad biofertilizante de las diferentes
muestras puede analizarse. En lo que se refiere a compost, el Compost 4 es el que mayor aptitud
biofertilizante presenta. Dicha muestra contiene microorganismos solubilizadores de fosfato, de
potasio y productores de siderdforos con niveles similares para los tres indicadores. Ademas, se trata
de un compost bastante completo, ya que presenta el resto de los microorganismos estudiados a lo
largo de este trabajo a excepcidn de los nitrificantes. En relacién con los dos sustratos comerciales,
ninguno de ellos presenta microbiota con dichas capacidades biofertilizantes. Esto resulta un
problema, ya que este tipo de muestras son puestas en el mercado por su capacidad de aportar
nutrientes a las plantas y favorecer su crecimiento. Por el contrario, en los dos productos de jardineria
existen microorganismos que movilizan estos nutrientes. Encontrar microbiota capaz de llevar a cabo
estas acciones en las muestras de jardineria es un indicio de la gran variedad de microorganismos

presente en dichos tipos de sustratos, los cuales son fundamentales para mantener jardines y parques.

Los productos finales que contienen microorganismos con capacidad biofertilizante son una
alternativa frente al uso de fertilizantes quimicos. Igualmente, varios estudios (Bustamante et al.,
2016; Estrada-Bonilla et al., 2017; Nishanth y Biswas, 2008) han demostrado que suplementar fésforo
y potasio durante el proceso de compostaje incrementa los niveles de estos nutrientes en los
productos finales, asi como la presencia de microorganismos encargados de movilizarlos. Otra de las
alternativas para mejorar la disponibilidad de estos elementos consiste en aplicar de manera conjunta
compost e indculos de bacterias promotoras del crecimiento y hongos micorricicos arbusculares (Anli
et al., 2020).
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4.3.Estudio de la correlacidn entre las diferentes variables analizadas.

Bacterias

mesdfilas X 0,76 0,51 0,43 X X X X 0,55 0,59 X
Bacterias
terméfilas X X X X X X X X X X
Hongos
mesdfilos 0,77 0,81 0,42 X 0,47 0,55 0,70 0,72 X
Hongos
terméfilos 0,68 0,81 X X 0,43 0,59 0,65 X
Actinobacterias
meséfilas 0,47 0,43 0,64 0,80 0,62 0,64 0,47
Actinobacterias
terméfilas X X X X 0,45 X
Fijadores de
nitrégeno 0,69 0,75 X X X
Amonificantes 0,77 0,42 X -
Desnitrificantes 0,60 X X
Solubilizadores
de fosfato 0,38 X
Solubilizadores
de potasio X
Bacterias | Hongos = Hongos |Actinol ias | Actinok ias| Fijadores de Solubilizadores | Solubilizadores
termdfilas = mesdfilos| terméfilos mesdofilas terméfilas nitrégeno | Amonificantes | Desnitrificantes|  de fosfato de potasio | Sideréforos

Tabla 47. Andlisis de correlacidén de Spearman para las diferentes variables estudiadas en las muestras. La escala de color
indica el indice de correlacion de los parametros desde los correlacionados negativamente (azul oscuro) hasta aquellos
cuya correlacién es positiva (rojo oscuro). El valor X indica que la correlacion entre esos dos parametros no es
significante.

Tal y como se mencioné en Materiales y Métodos, los pardametros analizados en las diferentes
muestras fueron sometidos a un andlisis multivariado con la finalidad de estudiar si existen o no
asociaciones entre ellos a través de un grafico de correlacién de Spearman (Tabla 47) y obtener una
mayor compresion de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo fin de grado.

En el grafico de Spearman pueden observarse correlaciones tanto positivas como negativas.
En el caso de aquellos correlacionados positivamente, pueden destacarse algunos que pueden resultar
de interés para entender la presencia de los diferentes grupos microbianos en los productos finales:

- La presencia de microorganismos solubilizadores de fosfato y potasio esta relacionada con la
presencia de hongos y actinobacterias meséfilas (relacion de 0,70 y 0,62 respectivamente para los
solubilizadores de fosfato y de 0,72 y 0,64 respectivamente en el caso de los de potasio), los cuales
pueden ser los involucrados en la solubilizacion de estos nutrientes que se detectaron en las muestras.
Sin embargo, cabe destacar que a su vez estan correlacionados con hongos terméfilos (relacion de 0,59
y 0,65 respectivamente), corroborando la informacidn obtenida en bibliografia (Wei et al., 2017) en la

que se indica que la mayor solubilizacién de fosfato ocurre durante la etapa termdfila.

- Existe relacién entre las actinobacterias mesodfilas con los microorganismos amonificantes
(correlacién de 0,64) y desnitrificantes (correlacién de 0,80), lo que da lugar a pensar que son el

principal grupo encargado de llevar a cabo estos procesos.

- Los niveles de fijadores de nitrégeno se relacionan de manera positiva con amonificantes y
desnitrificantes (indices de correlacion de 0,69 y 0,75 respectivamente), indicando que estos
microorganismos interaccionan unos con otros llevando a cabo el ciclo biogeoquimico del nitrégeno

durante el compostaje.
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En lo referente a los pardmetros correlacionados de manera negativa, el analisis solo mostré

dos casos, indicando que la presencia de actinobacterias meséfilas y microorganismos amonificantes

afecta a los niveles de sideréforos encontrados en los productos finales (indice de correlacién de -0,47

y -0,58 respectivamente). Como se ha mencionado en apartados anteriores, las actinobacterias

mesdfilas estan presentes en las Ultimas etapas del compostaje, lo que puede relacionarse con los

bajos niveles de sideréforos obtenidos en las muestras.

En resumen, la presencia de diferentes grupos microbianos a lo largo del proceso de

compostaje concluye con la formacion de un producto estable en el cual predominan una serie de

microorganismos. Las diferencias encontradas entre las muestras analizadas permiten evaluar cual de

ellas resulta mas adecuada como producto biofertilizante. Asimismo, existen grupos microbianos cuya

implicacion en la movilizacidn de nutrientes es mas importante que en otros.

5.

Conclusiones

Los compost analizados en el presente estudio contuvieron una microbiota rica y diversa
constituida por bacterias, de las que las actinobacterias constituyen un pilar fundamental y
hongos que se desarrollaron tanto en condiciones meséfilas como termdfilas, debido a la alta
termotolerancia del microbioma del compostaje.

Los microorganismos amonificantes y las bacterias fijadoras de nitrégeno son los principales
representantes del ciclo biogeoquimico del nitrégeno en los productos finales, resultando
importantes a la hora de obtener formas de nitrégeno asimilables para los cultivos. El grupo
de los desnitrificantes estuvo menos presente que los anteriores en la mayoria de las muestras,
evitando asi una pérdida excesiva de nitréogeno, problema grave del compost.

Pese a la importancia de los microorganismos solubilizadores de fosfato, potasio y hierro a la
hora de movilizar estos nutrientes, su presencia en los productos finales es limitada. Dicho
fendmeno se debe a que estos microorganismos estan relacionados con las fases bio-
oxidativas del compostaje. Sin embargo, existe microbiota mesdfila capaz de llevar a cabo
estas actividades.

Las muestras de jardineria comprenden aquellas con mayor capacidad biofertilizante, debido
a la gran presencia de microorganismos solubilizadores de fosfato, solubilizadores de potasio
y productores de siderdforos, consecuencia de la diversidad de microorganismos presentes en
este tipo de productos. Por el contrario, los sustratos comerciales no presentaron
microorganismos con estas capacidades, lo que supone una desventaja a la hora de
comercializarlos.

De entre todas las muestras de compost, el Compost 4 fue el que mayor aptitud biofertilizante
presenta. A su vez, se trata de un compost bastante completo, el cual contuvo todos los
microorganismos beneficiosos estudiados a lo largo del trabajo y el que mayor nivel

poblacional presentd.
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