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Resumen

El sector agricola produce anualmente grandes cantidades de residuos vegetales en todo el
mundo. Actualmente, el tratamiento propuesto como proceso sostenible y efectivo para
gestionar estos residuos es el compostaje, por el que se valorizan los restos obteniendo un
producto estabilizado llamado compost. No obstante, la fraccion lignoceluldsica de los
residuos vegetales presenta un reto en el proceso de compostaje al dificultar la accién de los
microorganismos, extendiendo el proceso mas de lo deseado e incluso pudiendo generar un
producto de mala calidad. En este trabajo se propone la inoculacién de agentes microbianos
con actividad lignocelulolitica con objeto de incrementar la biodegradabilidad de los residuos
como un pretratamiento del material antes de su compostaje. Para ello, se emplearon tres
cepas microbianas (Bacillus safensis, Bacillus licheniformis y Fusarium oxysporum)
pertenecientes a la coleccién BIO-175 de la Universidad de Almeria, que fueron inoculadas en
restos vegetales como cultivo puro y como un consorcio de las tres y a dos dosis diferentes.
La evaluacidn de la efectividad de los tratamientos se llevd a cabo mediante el andlisis de
pardmetros como humedad, materia orgdnica, indice respirométrico AT4 y contenido en
celulosa y hemicelulosa, tras incubacidn a 10 y 45 dias. Los resultados obtenidos demostraron
gue la biodegradacion de los residuos lignoceluldsicos puede variar segun el tratamiento y
dosis aplicados, de forma que tanto F. oxysporum como el consorcio mostraron los mejores
resultados como inoculantes eficaces durante el proceso. Por lo tanto, la inoculacion de
residuos vegetales con microorganismos lignoceluloliticos se postula como una excelente
estrategia para tratamiento previo a los residuos vegetales utilizados en compostaje,

pudiendo acelerar el proceso y mejorando la calidad del producto final.

Palabras clave: lignocelulosa, biodegradacion, microorganismos ligninoliticos, compostaje,

consorcio microbiano
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Abstract

The agricultural sector produces every year large quantities of plant wastes worldwide.
Currently, the treatment proposed as a sustainable and effective process to manage these
wastes is composting, by which wastes are valorized obtaining a stabilized product called
compost. However, the lignocellulosic fraction of the plant wastes presents as a challenge
during the composting process by hindering the action of microorganisms, extending the
process more than the desired and even generating a poor quality product. In this work, the
inoculation of microbial agents with lignocellulosic capability is proposed with the aim of
activating the biodegradability of the wastes as a composting pretreatment. For this purpose,
three microbial strains (Bacillus safensis, Bacillus licheniformis and Fusarium oxysporum)
belonging to the BIO-175 collection of the University of Almeria were used, which were
applied as a pure culture and as a microbial consortium of the three strains. The effectiveness
of the inoculated treatments was tested by analyzing physicochemical parameters such as
moisture, organic matter, AT4 respirometric index and cellulose and hemicellulose content,
after incubation for 10 and 45 days. The obtained results showed that the biodegradation of
lignocellulosic wastes can vary according to the treatment and doses applied, where both F.
oxysporum and the consortium showed the best results as effective inoculants during the
process. Therefore, the inoculation of plant wastes with lignocellulolytic microorganisms is
postulated as an excellent strategy as a previous treatment in composting in order to

accelerate the process and improving the quality of the final product.

Key words: lignocellulose, biodegradation, lignocellulolytic microorganisms, composting,

microbial consortium
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1. Introduccidn

1.1. Agricultura intensiva y residuos

A partir de la Segunda Guerra Mundial, la agricultura intensiva comenzé a desarrollarse como
necesidad para abastecer a la creciente poblacién como consecuencia del incremento
exponencial demografico. Sin embargo, no fue hasta mediados de los afios 60 cuando
comenzo a gestarse la denominada “Revolucién Verde”. Esta revolucion supuso un cambio de
paradigma en las practicas agricolas mediante la implementacién de mejoras técnicas como
el cultivo bajo plastico para producir alimentos hortofruticolas durante toda la temporada, el
uso de pesticidas y fertilizantes de origen quimico para incrementar los rendimientos, asi
como el establecimiento de monocultivos que se centraban principalmente en arroz, trigo y
tubérculos, al presentar mayor contenido energético que otros cultivos (Gémez, 2013) (Figura

1).
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Figura 1. Evolucion de la productividad de los cultivos de trigo en los paises en desarrollo en Kg/ha
entre 1950-2004. (Modificado de FAO, 2005).
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No obstante, aquello que se propuso como avance socioecondmico acabd perjudicando al
medio ambiente y provocando impactos negativos. El uso excesivo de pesticidas y fertilizantes
guimicos ha tenido como consecuencia la esterilizacidon del suelo, reduciendo la biota de la
tierra. Por otro lado, también ha contribuido a la contaminacién de acuiferos y aguas
subterrdneas alterando los ciclos biogeoquimicos, especialmente el ciclo del nitrégeno.
Asimismo, el continuado uso de maquinaria pesada y la implementacidon del sistema
monocultivo, ha contribuido tanto a la compactacidon edafica como a la pérdida de

biodiversidad, suponiendo un importante impacto en el medio ambiente (Ceccon, 2008).

En la actualidad, Espafia presenta 50,6 millones de hectareas destinadas a la produccién
agricola, de las cuales, 45 mil hectareas estan dedicadas a la agricultura intensiva bajo plastico
desarrollada en el sureste peninsular (Figura 2). Las éptimas condiciones climaticas de la zona,
junto a su elevada exposicion solar anual facilitan la produccidon de una gran variedad de
frutas y, principalmente hortalizas, llegando a cosecharse hasta 3,7 millones de toneladas
anuales (Miteco, 2021). Estas caracteristicas han hecho de Almeria una tierra con una alta
tasa de produccion de alimentos, por lo que es denominada coloquialmente “La Huerta de

Europa”.

Figura 2. Vista desde el espacio del mar de plastico de los invernaderos de Almeria desde el espacio,
2008 (U.S./Japan Science Team, NASA, 2011).
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1.2. Problematica y consecuencias de los residuos vegetales

El crecimiento expansivo de las prdcticas agricolas descritas anteriormente ha llevado
aparejado un aumento progresivo del volumen de residuos vegetales generados. Se
consideran como tales aquellas materias generadas en actividades agricolas que no alcanza
ningun valor econdmico o aprovechamiento (Lépez-Hernandez et al., 2016). Por afadidura,
la generacién elevada de residuos vegetales, que asciende a una media de casi 2 millones de
toneladas anuales, se produce en un corto espacio de tiempo concentrado en un drea

relativamente reducida (Barres, 2012).

Las ingentes cantidades de residuo vegetal generadas anualmente imposibilitan una
adecuada gestion, por lo que los agricultores tienden a llevar a cabo malas practicas como
guemas incontroladas o abandono de los residuos en ramblas contiguas a los invernaderos.
Estas prdacticas, ademds de insuficientes, generan impactos negativos entre los que destacan

los siguientes (Mediterraneo, 1998):

a. Contaminacion hidrica. Debido al aporte de nutrientes y fertilizantes artificiales que
acumulan trazas de residuos quimicos en los cultivos y lixivian a la capa freatica
contaminando acuiferos subterraneos.

b. Contaminacidon atmosférica. Las quemas incontroladas de los residuos vegetales, ademas
de la produccién de humos por parte de la locomocidn y el sector industrial entre otros,
liberan a la atmdsfera gases de efecto invernadero que pueden perjudicar la salud
humana y el medio ambiente.

¢. Propagacion de plagas. Los residuos vegetales son un potencial habitat de pardsitos y
patégenos que pueden desarrollarse con facilidad y propagarse a cultivos colindantes en
el caso de ser abandonados en ramblas cercanas.

d. Obstruccion de vias de drenaje. La acumulacidon de residuos vegetales en las ramblas
obstruye las vias de drenaje de aguas de riego y lluvias aumentando el riesgo de
inundacion.

e. Alimentacion del ganado. Los residuos disponibles para alimentar al ganado pueden
presentar un alto contenido en fitosanitarios quimicos que se incorporan al animal y ser

transferidos al ser humano.
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f. Impacto paisajistico. Se debe a la acumulaciéon excesiva de los residuos vegetales
generados en la agricultura que se extienden a playas, caminos, vias pecuarias o parajes

naturales mediante la dispersion del viento, entre otros factores.

En definitiva, la mala gestién de los residuos procedentes del sector agricola da lugar a un
impacto ambiental negativo que afecta a la sanidad vegetal y humana. Asi, surge la necesidad

de poner en practica estrategias eficientes para la adecuada gestién de residuos agricolas.

Las estrategias de tratamiento y gestidon de residuos consisten en una serie de procesos que
tienen como finalidad la valorizacién de los residuos para obtener productos de cierta calidad.
Durante el proceso pueden generarse productos secundarios no deseados, por lo que se
deben tener en cuenta y gestionar adecuadamente para evitar que acaben en el medio

ambiente y asi evitar generar un posible impacto ambiental (Moreno y Moral, 2008).
Algunas de estas estrategias de gestion consisten en (Mediterraneo, 1998):

a. Enterrado del residuo vegetal. Aunque pueda parecer beneficioso enterrar los residuos
vegetales como adicién de materia organica al sustrato del suelo, resulta
contraproducente debido a las trazas de fitosanitarios y pesticidas quimicos presentes en
el material vegetal que contaminan la capa edafica y lixivian a acuiferos subterraneos.
Ademas, pueden producir un efecto bioacumulativo en la cadena tréfica.

b. Vertido controlado. Mediante esta estrategia, los residuos son depositados en vertederos
controlados existentes donde se mezclan con los residuos sélidos urbanos. La cantidad de
residuo acumulado a gestionar resulta poco manejable y no se establece ninguna
valorizacién del residuo.

c. Alimento del ganado. Como se ha establecido anteriormente, esta estrategia de gestion
de residuos ademas de insuficiente resulta peligrosa para la salud humana.

d. Pasta de celulosa. Consiste en la conversién de los residuos vegetales mediante procesos
de hidrdlisis para obtener celulosa y su aprovechamiento para la produccidn de placas de
aglomerado. La inconveniencia de esta estrategia radica en que en Espafia principalmente
los procesos consisten en deslignificaciones quimicas que hidrolizan también celulosa y
hemicelulosa disminuyendo su rendimiento (Carbajo, 2015).

e. Fuente de energia. Mediante el aprovechamiento de la biomasa generada durante las

campanias de agricultura, se pretende valorizar la capacidad calorifica del residuo vegetal
10
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obtenida mediante la quema controlada de los mismos para producir energia. Este tipo
de estrategia presenta dos problemas ambientales, por un lado, la combustién de los
residuos produce humos y gases nocivos para la salud y el medio ambiente y, por otro
lado, el diverso poder calorifico de los residuos supone un coste afiadido para proceder a
su secado.

f. Gasificacion. Esta estrategia, es el resultado de una mejora de la valorizacién de residuos
vegetales vistos en el punto anterior (e), ya que plantea un aprovechamiento de la
descomposicion de los residuos en la que los gases generados durante el proceso se
revalorizan para producir energia.

g. Biocombustible. El proceso de obtencién de biocombustibles tales como biogas,
biohidrégeno, biodiesel o bioetanol ha despertado el interés en la actualidad. Estos
productos, generados en su mayoria por microorganismos, constituyen un importante
sustituto a los combustibles derivados del petréleo. Sin embargo, la utilizacién de residuos
lignoceluldsicos podria contribuir a reducir su coste de produccion.

h. Compostaje. Sin duda, el tratamiento de residuos agricolas mediante el compostaje es la
practica de aprovechamiento de residuos mas aceptada, cuyo proceso se describird mas
detalladamente en el siguiente apartado (1.3). Esta estrategia de biotransformacién
aerobica de los residuos vegetales permite la valorizacion de los residuos y la obtencién

de un sustrato organico estabilizado, compost, y enriquecido de sustancias himicas.

Dado que las estrategias de gestidn mas utilizadas pueden no ser las mas adecuadas y resultar
ineficientes, las técnicas bioldgicas para el tratamiento de residuos surgen como una
alternativa sostenible a los actuales sistemas de gestion de residuos. Esta alternativa puede
llevarse a cabo mediante el uso de microorganismos como herramienta biotecnolégica para

el tratamiento de los residuos vegetales, como es el proceso de compostaje.

1.3. Proceso de compostaje

Moreno y Moral (2008) definen el proceso de compostaje como “la accion de diversos
microorganismos aerobios que actlan de manera sucesiva, sobre la materia organica en
funciéon de la influencia de determinados factores, produciendo elevadas temperaturas,
reduciendo el volumen y el peso de los residuos y provocando su humificacién y

oscurecimiento”.

11
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Para un correcto proceso de compostaje se requiere una gran variedad y riqueza de
microorganismos que dependen de las caracteristicas de cada proceso, el sustrato y las
condiciones ambientales, las cuales pueden producir cambios en el crecimiento,

supervivencia y metabolismo de los mismos (Moreno y Moral, 2008).

El proceso de compostaje estd dividido en dos fases principales atendiendo a la actividad
microbiana, una fase bio-oxidativa, correspondiente a la fase de mayor actividad microbiana,
y una fase de maduracién donde la actividad microbiana se reduce debido a la limitacién de

nutrientes y en la que el producto se estabiliza.

A su vez, este proceso también puede dividirse en cuatro fases principales en funcién de las

temperaturas alcanzadas en el material sometido a compostaje (Figura 3).

- Fase Mesofila. Es la fase mas dindmica del compostaje, donde se alcanzan temperaturas
de 10 a 40 °C en un corto periodo de tiempo, el pH experimenta holgadas variaciones y los
compuestos mas facilmente asimilables se degradan. Durante esta fase los microorganismos
mesoéfilos y termotolerantes comienzan a actuar a temperatura ambiente degradando
compuestos organicos sencillos como azlcares y aminodcidos acidificando el pH, generando
acidos organicos. Debido a esta intensa actividad metabdlica la temperatura se incrementa
en el interior de la pila de compostaje, siendo los microorganismos mas activos en esta fase
las bacterias de metabolismo oxidativo-fermentativo (Tuomela et al., 2000). Aunque algunos
polimeros como el almidén pueden ser degradados en esta fase, los compuestos poliméricos

mas complejos son degradados en fases sucesivas.

- Fase Termofila. Se realiza en un rango de temperaturas entre 45 y 702C donde actuan
exclusivamente microorganismos termotolerantes y terméfilos. El aumento de temperatura
supone una disminucion de la biodiversidad al inhibir tanto la microbiota meséfila como
patégenos y pardsitos (Suarez-Estrella et al., 2007). No obstante, aumenta la presencia de
actinomicetos capaces de metabolizar proteinas y polimeros mas complejos como la
lignocelulosa, liberando compuestos asimilables por otros microorganismos como la celulosa.
Al sobrepasar los 60 °C la actividad microbiana se ve reducida por el aumento de la
temperatura que también actia como limitante de en el suministro de oxigeno provocando
una disminucién de la temperatura y dando comienzo a la siguiente fase, donde las fuentes

de carbono facilmente asimilables comienzan a ser un factor limitante.
12
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-» Fase de Enfriamiento. Se produce una disminucion de temperatura de 50 a 25 °Cy se
conoce como una segunda fase mesdfila ya que se desarrolla una nueva comunidad de
microorganismos mesoéfilos distinta a la inicial. En esta fase los compuestos facilmente
asimilables han sido metabolizados y permanece la materia orgdnica mas compleja Esta
nueva comunidad recoloniza el material vegetal oxidando la materia orgdnica, algunos gases

generados durante el proceso y participan en la fijacidn del nitrégeno.

-> Fase de Maduracidn. Se realiza a temperatura ambiente en torno a los 15-20 °Cy es la mds
duradera de las cuatro. En esta etapa la materia orgdnica que no ha sido metabolizada se
estabiliza y la biotransformacién ocurre mas lentamente que en las fases anteriores, dando
lugar al producto humico final. A medida que se realiza esta fase se estabiliza la comunidad
microbiana donde principalmente predominan los hongos asemejando una composicién

tipica de suelos oligotrdéficos (Guo et al., 2012).

Asi, durante el proceso de compostaje la materia orgdnica es transformada en condiciones
aerobias por la accidn enzimatica de los microorganismos dando lugar a la mineralizacion del
material vegetal. Asimismo, también se produce la humificacién del material durante la fase
de maduracion, por lo que la proporcidn de sustancias hiumicas aumenta frente a la de
materia organica, teniendo como resultado final la obtencién de un producto estabilizado y

humificado denominado compost.

Volteos de ia plla

Fase Bio-oxidativa
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=
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Figura 3. Sucesidn microbiana y ambiental durante las fases del compostaje (Moreno y Moral, 2008).
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El compostaje de residuos vegetales constituye uno de los mejores ejemplos de procesos
transformativos que encajan en el modelo de economia circular, ya que, por una parte,
permite valorizar residuos a través de la produccion de compost y por otra, este producto
cierra el ciclo al emplearse como sustrato para nuevos cultivos. Asi, este proceso permite el
reciclado de muchos tipos de residuos organicos, aportando valor e insumos para el sector
agricola, asi como recursos naturales. El proceso y su producto final presentan cualidades
ventajosas desde el punto de vista ambiental, ya que pueden prevenir la contaminacién

hidrica y atmosférica, asi como contribuir al secuestro de carbono en el suelo.

Por otra parte, el compost ofrece unas excelentes cualidades como acondicionador del suelo
asegurando su fertilidad y evitando la desertizacion, ya que mejora las propiedades fisicas del
suelo, proporciona estabilidad a la estructura de los agregados del sustrato agricola y
aumenta tanto la retencién como la permeabilidad del agua. Ademds, mejora las propiedades
guimicas del suelo, ya que aporta macro y micronutrientes e incrementa la capacidad de
intercambio de cationes. Junto a esto, aporta una poblacidon microbiana singular y beneficiosa
exenta de microorganismos patdgenos que pudieran acompanar a las materias primas
sometidas a compostaje debido al efecto higienizante de las elevadas temperaturas que se

alcanzan durante la fase termofila.

Finalmente, el proceso de compostaje puede catalogarse en funcién de las materias primas
utilizadas o de las condiciones operacionales aplicadas, ofreciendo un amplio abanico de
posibilidades. De esta forma, la aplicacidon del compostaje en pilas estaticas requiere de una
instalacion sencilla, control simple de humedad y temperatura, asi como un mantenimiento
reducido. Dados los diferentes sistemas para llevar a cabo el compostaje, el coste econdmico
no supondria una desventaja, pudiendo optar por el sistema mas adecuado dependiendo de

las posibilidades y requerimientos del usuario.

Sin embargo, el compostaje presenta una serie de inconvenientes, generalmente
consecuencia de malas prdacticas. La mayoria de problemas asociados al compostaje
provienen de la emisién de gases y malos olores que se generan principalmente en las
primeras etapas del proceso. La amonificacion producida durante la biotransformacion de
proteinas y otros compuestos nitrogenados libera NH4* que puede volatilizarse a la atmédsfera

en condiciones de pH y temperatura elevadas. Esto ocurre, principalmente, cuando las
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materias primas no presentan un balance adecuado de C y N. No obstante, el compost final
presenta un bajo contenido en nitrégeno en comparacién con otros fertilizantes quimicos,
debido a que los nutrientes presentes en el compost se encuentran en formas complejas que

deben ser mineralizados para ser asimilados por las plantas (Negro et al., 2000).

La duracién y manejo del proceso de compostaje depende del material a compostar y, tal y
como se refleja en el siguiente apartado, los residuos vegetales estan constituidos
basicamente por lignocelulosa, la cual presenta una alta resistencia a la biodegradacién
retardando el comienzo del proceso. Asi, surge la necesidad de establecer un pretratamiento
que agilice el proceso manteniendo las condiciones necesarias de la materia a compostar.
Este pretratamiento podria estar soportado por la accién de microorganismos con

capacidades ligninoliticas.

1.4. Microorganismos ligninoliticos

Los residuos vegetales generados en la agricultura intensiva, a pesar de incluir también frutos
en mal estado o no aprovechables en las actividades econdmicas, principalmente se
componen de restos de poda como tallos y hojas de plantas. La materia organica de los
residuos vegetales presenta una composicién basada en una fracciéon mayoritaria de celulosa,
hemicelulosa y lignina, presentando otros polimeros orgdnicos como almiddén, pectinas,
proteinas y ceras. Los macropolimeros de celulosa, hemicelulosa y lignina se unen entre si
mediante enlaces covalentes produciendo entrecruzamientos que dan lugar a un tejido
estructural complejo denominado lignocelulosa que presenta una elevada recalcitrancia o
dificultad para ser biodegradado (Barros et al., 2015) (Figura 4). La lignocelulosa representa
el 60% de biomasa de las plantas vasculares, considerandose el polimero natural mayoritario
en la Tierra. Este macropolimero puede ser utilizado en procesos de biorrefineria para la
produccién de bioetanol, biofertilizantes y productos quimicos, para los que se requiere su

conversion mediante tratamientos quimicos o bioquimicos (Tengerdy y Szakacs, 2003).

En los procesos de conversién de residuos vegetales es comun la aplicacién de
microorganismos lignoceluloliticos con capacidad para producir enzimas que hidrolizan las
paredes celulares de las plantas, dando como resultado la liberacion de mondmeros simples
asimilables por otros microorganismos, estimulando asi su crecimiento y reduciendo el

tiempo necesario para iniciar el proceso de compostaje (Tuomela et al., 2000). Estas
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caracteristicas junto con las condiciones adecuadas de aireacion, humedad y relacion C/N en
el sustrato, hacen que el uso de inoculantes microbianos ligninoliticos sean mas recurrentes

para fomentar la biotransformacién y degradacion de residuos vegetales (Castro, 2013).
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Figura 4. Estructura de la lignocelulosa (Bidlack, 1992).

La celulosa es un homopolisacdrido constituido por unidades de glucosa unidas entre si por
enlaces glucosidicos B(1-4), formando un polisacarido lineal de entre 14.000 y 15.000
mondmeros (Figura 5). Las cadenas estan unidas entre ellas mediante puentes de hidrégeno
formando microfibrillas insolubles. Los agregados de microfibrillas generan fibras cristalinas
de celulosa que conforman la pared celular y presentan mayor resistencia a reacciones de
hidrélisis que los agregados de microfibrillas amorfos. A pesar de su simplicidad estructural,

este compuesto compone entre el 40-50 % del material vegetal (Mussatto et al., 2008).

—0- 0 o+

HO OH HO OH

Figura 5. Monomero de las fibras de celulosa.
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Para la degradacién de la celulosa es imprescindible la actuacién de celulasas que pueden ser
sintetizadas por una amplia variedad de microorganismos. El sistema enzimatico de estos
microorganismos celuloliticos, especialmente de hongos del género Trichoderma o
Aspergillus, asi como de bacterias del género Bacillus, es capaz de hidrolizar la celulosa en
celobiosa y glucosa mediante la accién sinérgica de celulasas como endo-B-1,4-glucanasa,
exo-B-1,4-glucanasa y B-1,4-glucosidasa (Ovando-Chacén y Waliszewski, 2005; Szijarté et al.
2004).

La hemicelulosa es un heteropolisacarido compuesto por xilosa, arabinosa, glucosa,
galactosa, manosa y acidos urdnicos que se unen entre si mediante enlaces B(1-4) formando
cadenas ramificadas mas cortas que las de celulosa (Figura 6). En la estructura vegetal se
encuentra ligada a la celulosa mediante enlaces de pectina en forma de microfibras capaces

de reforzar la pared celular constituyendo el 20-30 % del material lignoceluldsico (Mussatto

et al., 2008).
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Figura 6. Estructura molecular de la hemicelulosa (xilano).

El complejo enzimdatico capaz de degradar la hemicelulosa se compone principalmente de
xilanasas que hidrolizan la cadena principal de xilano, constituido por unidades repetitivas de
xilosa. Dichas enzimas, al igual que las celulasas, comprenden un grupo de enzimas muy
variadas, incluyendo endo-1,4-B-xilanasas, capaces de romper los enlaces que conforman la
cadena principal de la hemicelulosa, o las B-D-xilosidasas que hidrolizan la matriz de la

hemicelulosa al hidrolizar xilooligosacaridos y xilobiosa. Estas actividades enzimaticas se
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encuentran muy extendidas en bacterias del género Bacillus, y algunos hongos como

Penicillium o Aspergillus (Collins et al., 2005).

La lignina (Figura 7) es un polimero constituido por unidades derivadas del fenil propano
generando un complejo polifendlico cuyas unidades se unen entre si mediante un amplio
abanico de enlaces aportando una estructura tridimensional amorfa. La estructura vy
composicién de la lignina es especifica de cada especie y dependiente del estado ontogénico
y condiciones de crecimiento. Su funcidn principal es estructural actuando como sostén de la
plantay siendo el componente mayoritario en tejidos lefiosos. Su caracter hidrofébico impide
pérdidas de agua en la pared celular y limita la difusion lateral. Ademas, refuerza la resistencia
mecanica de la pared celular y la protege frente a ataques microbiano. Este polimero de dificil

degradacion constituye entre el 10-30 % del material vegetal (Barros et al., 2015).
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Figura 7. Estructura molecular de la lignina (Chavez-Sifontes, 2013).

La degradacién de este complejo polimero es realizada mediante la accion de enzimas
ligninoliticas, principalmente lacasas y peroxidasas. Entre las peroxidasas se encuentran la
lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa expresadas principalmente por hongos como
los pertenecientes a los géneros Caribena, Ganoderma y Phanerochaete. Esta actividad
ligninolitica esta asociada a la capacidad de degradacidon de compuestos recalcitrantes tales

como compuestos organicos complejos o xenobidticos como pesticidas quimicos, otorgando
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a los microorganismos capaces de producir este sistema enzimatico una capacidad

biorremediadora (Pérez et al., 2002; ljoma y Tekere, 2017).

Debido a la alta recalcitrancia caracteristica de la lignocelulosa, tanto por estructura como
por su gran resistencia a la biodegradacion, esta fraccién puede considerarse como obstaculo
hacia una rapida intervencién de los microorganismos en las primeras fases del compostaje.
La celulosa y hemicelulosa, compuestos mas facilmente asimilables de este entramado, se
encuentran embebidas en una matriz compleja revestida de lignina, limitando asi la accion de
celulasas y hemicelulasas. Por tanto, para llevar a cabo la degradacién de la celulosa y la
hemicelulosa, la lignina debe ser parcialmente degradada. Asi, surgiendo la necesidad de
promover la actuacion de enzimas ligninoliticas con el objetivo de mejorar la eficiencia y

acortar el tiempo de las fases iniciales del compostaje (Quintero et al., 2006).

2. Objetivos

El compostaje constituye una de las mejores opciones para la gestién de los enormes
volumenes de residuos vegetales generados en la agricultura horticola intensiva bajo plastico.
Dicho proceso permite valorizar los residuos y retornar la materia organica al suelo de forma

segura cerrando el ciclo en el sistema productivo (Egea et al., 2018).

Aunque son los microorganismos presentes en los residuos vegetales los encargados de
efectuar la transformacion durante el compostaje, existe la posibilidad de inocular
microorganismos externos que aceleran el proceso y mejoran la calidad del producto final
(Jurado et al., 2014). Los mejores candidatos para tal finalidad son microorganismos
lignoceluloliticos que podrian incrementar la biodegradabilidad del material facilitando la
biotransformacion durante el proceso. Este efecto se debe principalmente a que dichos
microorganismos producen enzimas que dan lugar a la degradacidn temprana de la
lighocelulosa de los materiales vegetales, liberando mondmeros simples facilmente
accesibles para otros microorganismos, o facilitando la accesibilidad a carbohidratos
poliméricos. Como resultado se estimula la biotransformacién, por lo que es de esperar que
se reduzca el tiempo necesario para el desarrollo del proceso. El grupo de investigacion BIO-

175 del Area de Microbiologia de la Universidad de Almeria ha aislado y seleccionado una
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coleccion de microorganismos con actividades lignoceluloliticas a partir de residuos vegetales
horticolas sometidos a compostaje que muestran una elevada actividad enzimatica y que en
estudios previos han demostrado su eficacia como agentes aceleradores del proceso de
compostaje de residuos horticolas cuando se inoculan al inicio del mismo (Jurado et al., 2014).
Sin embargo, cabe determinar si la aplicacién de un pretratamiento de los residuos vegetales
o bioactivacién con microorganismos lignoceluloliticos previo a su compostaje puede mejorar
aun mas dicho proceso, para lo que es necesario determinar cuales son los microorganismos

adecuados y en qué condiciones debe realizarse.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de
Grado fue la evaluacion del efecto de aplicacidn de inoculantes microbianos con intencion de
favorecer la biodegradacion de los residuos vegetales con alto contenido en lignocelulosa,

como tratamiento previo al proceso de compostaje.

Para la consecucién de dicho objetivo principal se establecieron los siguientes objetivos

especificos:

1. Establecer un protocolo de acondicionamiento de residuos vegetales de forma previa
a su inoculacién con microorganismos lignoceluloliticos, tanto en cultivo puro como

en forma de consorcio.

2. Evaluacién del efecto de la actividad microbiana en los residuos vegetales en funcién
del inoculante, la dosis aplicada y el tiempo de incubacién mediante el andlisis de

parametros indicadores de la biodegradabilidad.

3. Material y Métodos

3.1. Fase experimental

Para el abordaje de los objetivos previamente establecidos se empled la metodologia que se
ilustra en la Figura 8 y que se detalla en los siguientes apartados. De forma resumida, se
inocularon residuos vegetales con dos dosis diferentes de monocultivos de las bacterias
Bacillus safensis 190, Bacillus licheniformis 1974 o el hongo Fusarium oxysporum 4535 y con

un consorcio de las tres cepas. Se tomaron muestras a tres tiempos desde la inoculacidn, en
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las que se analizaron humedad, materia organica, respirometria y lignocelulosa (hemicelulosa
y celulosa) para determinar el impacto de los factores evaluados (indculo y dosis) sobre la

bioactivacion del material a distintos tiempos de incubacién.

B safensis

Inéculos Residuo vegetal

Parametros analiticos

Respirometria

Materia organica Andlisis de fibras

Figura 8. Esquema de la fase experimental del TFG.
3.2. Coleccidon de microorganismos inoculantes

Para la realizacion de este estudio se emplearon tres cepas microbianas pertenecientes a la
coleccién de microorganismos BIO-175 del grupo de investigacion “Desarrollo de técnicas
microbioldgicas para la mejora de suelos de interés agricola”, del Area de Microbiologia de la
Universidad de Almeria. Estas cepas fueron caracterizadas e identificadas como Bacillus
safensis 190, Bacillus licheniformis 1974 y Fusarium oxysporum 4535 (Moreno, 2002) (Figura
9) y fueron aisladas en estudios previos a partir de material vegetal sometido a compostaje
(Jurado et al.,, 2014; Lopez-Gonzalez et al., 2015). En este trabajo se emplearon como
estrategia de bioactivacidn de residuos vegetales en diferentes dosis, como pretratamiento
del compostaje, aplicdandose como cultivo puro y consorcio debido a sus actividades
enzimaticas relacionadas con la hidrdlisis de polimeros constituyentes del material vegetal
(Tabla 1).
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Tabla 1. Coleccién de microorganismos utilizados

Cepa Tipo de microorganismo Actividad enzimatica
Bacillus safensis 190 Bacteria Pectinasa, proteolitica y xilanolitica
Bacillus licheniformis 1974 Bacteria Amilasa, pectinasa, proteolitica y xilanolitica
Fusarium oxysporum 4535 Hongo Pectinasa, xilanolitica y celulasa

Figura 9. Bacillus safensis 190 (izda.), Bacillus licheniformis 1974 (centro), Fusarium oxysporum 4535

(dcha.).
3.3. Material vegetal

El material vegetal utilizado para este estudio procede de la planta Reciclados Almerienses
2005 S.L. ubicada en Cueva de los Ubeda (término municipal de Retamar) y estuvo constituido
mayoritariamente de restos de plantas de tomate. Para la adecuacidon del material vegetal se
trocearon los tallos y se retiraron los frutos, plasticos y rafia encontradas, obteniendo un
material de partida cuya composicién principal correspondia a restos de planta de tomate. El
material vegetal se triturd y secd a 40 °C durante 24 h para reducir su humedad. Tras la
desecaciodn, se repartieron 70 g del material en recipientes de plastico de 0,5L de capacidad

para su posterior tratamiento.

El analisis previo del material permitié conocer las caracteristicas de partida, estableciendo

gue el residuo vegetal presentaba un 63% de humedad y 81% de materia orgdnica.
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3.4. Tratamiento del material vegetal

El material vegetal se traté con cuatro indculos que se incorporaron a dos dosis diferentes:
dosis alta o dosis 1 (10° UFC/g) y dosis baja o dosis 2 (10* UFC/g). Adicionalmente se
incluyeron controles no inoculados. Los tres tiempos de muestreo realizados para el andlisis
de los diferentes parametros fueron 0, 10 y 45 dias. Cada condicidn se realizé por triplicado
obteniendo un total de 48 recipientes inoculados y se incluyd 1 control para cada tiempo y

dosis.
3.4.1. Preindculo

Las cepas bacterianas B. safensis y B. licheniformis se sembraron mediante estrias en placas
con medio APHA (OXOID, ref. CM0463) para la obtencidn de colonias aisladas con las cuales
se inoculd con asa de siembra un tubo con Caldo Nutritivo (CN) (PanReac, ref.413793.1210).
Tras incubacién a 30 °C durante 24h, el cultivo en CN se sembrd con un hisopo en toda la
superficie de medio de cultivo APHA en placas cuadradas (12 cm x 12 cm). Las placas se
incubaron a 30 °C durante 24h y posteriormente se recogié con espatula estéril la biomasa
celular de la superficie de la placa incorporando pequefios volimenes de solucién salina
estéril (NaCl, 0,9% p/v) para facilitar la recogida. Dicha biomasa se recogié en un recipiente

estéril y se empled para la preparacion de los indculos de B. safensis y B. licheniformis.

Para la cepa fungica Fusarium oxysporum 4535 en primer lugar se obtuvieron colonias aisladas
en Rosa de Bengala tras incubacién a 30 °C durante 5 dias. A partir de este aislamiento, se
sembrd un matraz con Caldo de Patata Dextrosado (PDB) (Scharlau, ref. 02-483-500) que se
incubé durante 5 dias a 30 °C en agitacidon de 110 rpm. Tras el periodo de incubacién se filtré
el cultivo en PDB con intencidn de separar la fase micelial y obtener las esporas con ayuda de
una gasa de muselina estéril. Se obtuvieron las esporas mediante centrifugaciéon durante 20
minutos a 4 °C y 4000 rpm, efectuando tres lavados del sedimento con solucién salina estéril

para obtener las esporas de F. oxysporum en suspension libre de fuente de carbono.

La concentracion celular de la biomasa bacteriana y de la suspensiéon de esporas de F.
oxysporum se determind mediante recuento en placa por el método de Miles y Misra (Miles
et al., 1938) obteniendo una concentraciéon en torno a 108-10° UFC/mL en los indculos

bacterianos y 10°>-10° UFC/mL en el inéculo fungico. Los inéculos se preservaron a 4 °C hasta
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su empleo para inocular los residuos. La biomasa bacteriana y la suspension fungica fueron
convenientemente diluidos en solucidn salina estéril para obtener la concentracién de inoculo

por peso de material deseada en cada ensayo.
3.4.2. Inoculacidn e incubacién de las muestras

Los recipientes con el material vegetal se distribuyeron en cuatro bloques formados por los
tresindculos individualesy el consorcio. Ademas, se fijaron 3 repeticiones por dosis de indculo
y tiempo de muestreo, por lo que cada bloque estuvo compuesto por 12 recipientes de
pldstico. Una vez estructurado el ensayo, se adiciond el indculo al agua estéril necesaria para

ajustar la humedad del material al 50-55% (40 mL).

Con intencion de evaluar el efecto de la dosis, los indculos se afiadieron a dos
concentraciones: dosis alta 10° UFC/g y dosis baja de 10* UFC/ g de materia vegetal. Los
recipientes de plastico se incubaron a 30 °C durante un total de 45 dias, realizando volteos
cada 2 o 3 dias mediante agitacién del recipiente para asegurar el acceso de oxigeno y la

distribucidn del inéculo en el material.
3.4.3. Muestreos

Una vez realizada la inoculacion del material vegetal se establecieron tres tiempos de
muestreo a 0, 10 y 45 dias (Figura 10) para el andlisis de los distintos parametros que se

describen en el siguiente apartado.

Figura 10. Muestras inoculadas con B. licheniformis tras 10 dias (izda.) y con F. oxysporum tras 45

dias (dcha.).
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3.5. Parametros analiticos

Para evaluar la actividad de los distintos indculos sobre el material vegetal se analizoé la
humedad, la materia organica, indice de consumo de oxigeno (AT4) y el contenido en celulosa

y hemicelulosa.
3.5.1. Humedad

Para calcular el porcentaje de humedad se pesaron 10 g de cada muestra en frascos de vidrio
previamente tarados y se mantuvieron en horno Selecta (J.P. Selecta S.A., Abrera, Barcelona,
Espafia) (Figura 11) durante 24 horas a 100 °C para su desecacion. Transcurridas las 24 horas
se volvieron a pesar las muestras obteniendo el porcentaje de humedad mediante la siguiente

férmula:

Humedad (%) = (Peso fresco - peso seco)/Peso fresco * 100

Figura 11. Horno Pasteur empleado en el célculo del porcentaje de humedad.
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La muestra desecada se molié hasta un tamafio de particula de 1 mm para proceder a los

analisis de fibras y materia organica.
3.5.2. Materia organica

Para la determinacidon de materia organica se secaron durante treinta minutos crisoles en
horno a 100 °C para eliminar la humedad. Después se pesd 1 g de cada muestra en los crisoles
y se incineraron a 550 °C en horno Mufla Hobersal HK-11 (Hobersal Furnaces & Ovens
Technology, Caldes de Montbui, Barcelona, Espafia) (Figura 12) durante 3,5 horas. Las
muestras se dejaron enfriar en desecador para volver a pesar nuevamente. El contenido de

materia orgdnica de las muestras se obtuvo mediante la formula:

Cenizas (%) = (Peso fresco - Peso seco)/Peso fresco * 100

M.O. (%) = 100 - Cenizas (%)

Figura 12. Horno mufla Hobersal HK-11.
3.5.3. Analisis respirométrico

El analisis respirométrico de las muestras se realizé en base al indice de consumo de oxigeno
acumulado durante 4 dias (AT4) y se expresd en gramos de oxigeno consumido por kilogramo

de materia seca. Para determinar este parametro se requirid un respirémetro, equipo que
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incluye unos biorreactores en los que se incorpora la muestra a analizar, un sistema de
caudalimetros y sensores conectados a un software que permite calcular el oxigeno

consumido (Figura 13).

Para el andlisis se empled la metodologia propuesta por Ponsa et al. (2010). Se introdujeron
70 g de muestra fresca en los biorreactores. A cada uno de estos biorreactores se conecté un
canal input que proporciond el caudal de aire y un canal output que envid la respuesta al
sensor. Los biorreactores se sumergieron en un bafo de agua a 37 °Cy se ajusté en el software

el tipo de muestra: peso, humedad y caudal de aire requerido para el andlisis.

' 4
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Figura 13. Detalle del biorreactor (izda.) y respirémetro (dcha.).

3.5.4. Analisis de fibras

El andlisis de fibras (celulosa y hemicelulosa) se llevd a cabo mediante la técnica desarrollada
por Ankom Technology Corporation (Safigueroa et al., 1999) que supone una mejora del
método Goering y Van Soest (1970). Para el analisis se empled el digestor ANKOM 200/220
(Ankom Technology, Macedonia, NY, USA) que permite la digestion de 24 muestras
simultaneas (Figura 14). Las muestras (0,5 g de muestra seca molida) se incorporaron en
bolsas taradas de poliéster libres de cenizas y nitrogeno que fueron selladas por calor. Las

bolsas se colocaron en el soporte (Figura 14) que se introdujo en la cubeta del digestor en el
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gue fueron sometidas a distintos tratamientos con las soluciones descritas en la Tabla 2, de

acuerdo con los procesos descritos a continuacion.

Figura 14. Digestor ANKOM 200/220 (izda.) y detalle del soporte de muestras (dcha.).

Tabla 2. Composicion de los reactivos empleados en la determinacion del analisis de fibras.

Fibras Neutro Detergente (FND)

Reactivo Cantidad
Detergente neutro 59,98 g
Etilenglicol 10 mL
H.O. 1000 mL

Fibras Acido Detergente (FAD)

Detergente acido 20g

H.SO. 1IN 1000 mL

Lignina Acido Detergente (LAD)

H.SO. 24 N 250 mL
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Proceso FND. El proceso FND permite determinar la fraccién celuldsica de las muestras. Para
llevar a cabo este proceso se utilizaron 2 L de detergente neutro (FND) preparados segun las
indicaciones de la marca comercial. Se colocaron las bolsas en el soporte y se afiadio el
detergente neutro, 20 g de sulfito sédico y 4 mL de a-amilasa y se encendié la calefaccion y

agitacion del digestor durante 75 minutos.

Transcurridos los 75 minutos del proceso se procedid a los lavados. Este proceso requirié 3
lavados de 5 minutos en agitacion, los dos primeros con agua destilada llevada a ebullicién y

4 mL de a-amilasa y el tercero Unicamente con agua destilada llevada a ebullicién.

Proceso FAD. Durante este proceso se determind la fraccion hemicelulésica de las muestras.
Para ello se prepararon 2 L de detergente dcido segun las indicaciones de la marca comercial.
Se introdujeron las bolsas en el soporte, se anadié el detergente acido y se encendid la

calefaccién y agitacién del digestor durante 60 minutos.

Tras el tiempo en el digestor se procedid a los tres lavados de las muestras con agua destilada

llevada a ebullicidon durante 5 minutos en agitacion.

Proceso LAD. Este proceso determiné la fraccidn de lignina y se realizé ajeno al digestor. Para
realizarlo solo se necesitaron 250 mL de acido sulfurico 24N. Se introdujeron las bolsas en un
vaso de precipitado, se anadié el acido y se dejé actuar durante 3 horas en la campana de

gases.

Una vez transcurridas las 3 horas se realizaron lavados continuos con agua destilada hasta

alcanzar un pH neutro.

De forma comun para los tres procesos, una vez realizados los lavados, se hizo un ultimo
lavado de 5 minutos en acetona y se secaron las muestras durante 2 horas en el horno a 100
°C. Una vez secas, se pesaron y se incineraron en el horno Mufla Hobersal, siguiendo el mismo
procedimiento que en el apartado 3.5.2. durante 3,5 horas a 550 °C para determinar el
contenido en cenizas de las muestras y calcular el porcentaje de celulosa, hemicelulosa y

lignina.
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3.6. Analisis de datos

Los resultados obtenidos de cada parametro se recogieron en el programa Microsoft Office

Excel 2016 para su analisis estadistico descriptivo de los datos y representacion grafica.

Para el andlisis estadistico se consideraron como factores de variabilidad los inéculos
utilizados, los tiempos de muestreo y las dosis establecidas, y como variables dependientes
la humedad, la materia orgdnica, el AT4 y el contenido en celulosa y hemicelulosa. Este
analisis estadistico se realizd6 mediante el programa Statgraphics Centurion 18 para el cual se
aplicé un Analisis de la Varianza (ANOVA) multifactorial y un test de rangos multiples

empleando el estadistico LSD de Fisher con un nivel de confianza del 95%.

4. Resultados y Discusion

A continuacion, se describen y discuten los resultados obtenidos para cada uno de los
pardmetros descritos con el fin de evaluar la eficacia de cada cepa y el efecto de la dosis en |a

bioactivacion del residuo vegetal.
4.1. Humedad

La presencia de agua es imprescindible en los procesos de compostaje debido a que es vital
para el desarrollo de la actividad microbiana. La falta o exceso de agua tiene un efecto
negativo sobre el proceso y la actividad microbiana, inhibiendo el crecimiento microbiano en
el primer caso y originando condiciones de anaerobiosis en el segundo (Agnew y Leonard,
2003).

La evolucion de la humedad presente en las muestras para cada indculo y tiempo de
incubacién se muestra en las Figuras 15a y 15b para las dosis 1y 2, respectivamente. En todos
los casos se observd una reduccion de la humedad a medida que avanzé el tiempo de
incubacion. Se obtuvo una reduccién de hasta el 16% a los 45 dias de incubacién en el
tratamiento con la dosis 1 de F. oxysporum. Las muestras inoculadas con F. oxysporum
tuvieron la mayor pérdida de humedad, presentando una diferencia del 6 % respecto del

control (no inoculado) a los 10 dias y del 4 % a los 45 dias.
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Figura 15. Evolucién de humedad (%) en los indculos F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis,
Consorcio (F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis) y Control (no inoculado) durante los tiempos
de muestreo para a) Dosis 1 (10® UFC/g material vegetal) y b) Dosis 2 (10* UFC/g material vegetal).

Se aplicé un analisis ANOVA multifactorial a los resultados obtenidos para cada una de las dos
dosis, al objeto de analizar el efecto de los factores evaluados (inéculo y tiempo) sobre los
valores de humedad alcanzados. Tanto para la dosis 1 (Figura 16a) como para la dosis 2 (Figura
16c¢), el inéculo utilizado no influyd significativamente sobre los niveles de humedad. Sin
embargo, el tiempo de incubacién si afectd a dicho pardmetro. En la dosis 1 (Figura 16b) la
humedad se redujo significativamente a partir de los 10 dias de incubacidon, mientras que
cuando se empled la dosis 2, la humedad se redujo de forma progresiva desde el inicio del
ensayo (Figura 16d) siendo mayor dicha reduccién entre los tiempos de incubacién 10 dias a

45 dias que en el primer periodo.
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Figura 16. Valores de la humedad (%) para la dosis 1 en funcién del inéculo (a) y el tiempo (b) y para
la dosis 2 en funcién del indculo (c) y el tiempo (d). Las barras de error muestran el intervalo LSD de
Fisher. Valores con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0,05).

Establecer una humedad del 50 % a tiempo 0 favorece el inicio de la actividad microbiana en
el material a tratar, proporcionando unas condiciones dptimas para el crecimiento y division
celular de las cepas inoculadas. Una humedad en torno al 50-40 % resulta 6ptima para el
desarrollo de microorganismos, alcanzando el contenido en humedad del 65% resulta

perjudicial para la difusién de gases (Bian et al., 2019).

A medida que avanza el tiempo, la temperatura constante a 35 °C y la actividad microbiana
producen una disminucion de la humedad presente en la muestra. Cabe destacar que, tras 10
dias de incubacidn, el rango de humedad continua siendo 6ptimo para todos los materiales
(en torno a 50%), independientemente de la dosis o el indculo. Sin embargo, tras 45 dias de
incubacién el contenido en humedad se redujo a valores del 35-37 %, por lo que se espera
una reduccién de la actividad microbiana que afectaria principalmente a las muestras con
inéculos bacterianos, mas sensibles a condiciones limitadas en agua (Yang et al., 2021). Por
ello, la muestra inoculada con F. oxysporum, a pesar de contener una reducida humedad (33,8
%) podria soportar el desarrollando la actividad fungica (Moreno y Moral, 2008). De acuerdo
con los resultados obtenidos parece recomendable ajustar la humedad durante el
tratamiento de modo que no se limite el crecimiento de los indculos durante el mismo o,
alternativamente limitar el tiempo de tratamiento de 10 dias siempre que el resto de
pardmetros pongan de manifiesto que se ha producido una biotransformacién adecuada del
material.
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4.2. Materia organica

La evolucidon de la materia organica del material vegetal en funcidn de indculo y tiempo de
incubacion, para dosis de inéculo 1y 2 se muestra en la Figura 17. De forma general, a tiempo
0, las muestras presentaron un 55 % de materia orgdnica y una tendencia decreciente similar
en ambas dosis. En la dosis 1 se observd que, para el tiempo de incubacién a 10 dias, la
muestra que mas redujo su contenido en materia organica, respecto del control (no
inoculado) correspondié a aquella tratada con B. safensis, en cambio, a 45 dias, esto ocurrié

para B. licheniformis.
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Figura 17. Evolucion de la materia organica (%) en los indculos F. oxysporum, B. safensis, B.
licheniformis, Consorcio (F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis) y Control (no inoculado) durante
los tiempos de muestreo para a) Dosis 1 (106 UFC/g material vegetal) y b) Dosis 2 (10* UFC/g material

vegetal).
El analisis de la varianza reveld que el indculo sdlo afectd significativamente a los niveles de
materia organica obtenidos cuando se empled la dosis 1, mientras que el tiempo de
incubacién condujo a variaciones significativas de este parametro para las dos dosis de
inéculo empleadas (Figura 18). Para la dosis 1, se obtuvieron diferencias significativas sélo
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entre F. oxysporum y el consorcio, de modo que los materiales inoculados con F. oxysporum
tuvieron un contenido en materia orgdnica significativamente inferior a los del consorcio
(Figura 18a). Para la dosis 2 no se obtuvieron diferencias entre los distintos indculos ni con el
control no inoculado (Figura 18c). La tendencia fue similar respecto al tiempo para las dos
dosis (Figuras 18b y 18d) se observaron diferencias significativas en los tres tiempos de

muestreo presentando una tendencia decreciente desde el tiempo inicial hasta los 45 dias.
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Figura 18. Valores de materia organica (%) para la dosis 1 en funcién del indculo (a) y el tiempo (b) y
para la dosis 2 en funciéon del inéculo (c) y el tiempo (d). Las barras de error muestran el intervalo
LSD de Fisher. Valores con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0,05).

El compostaje se basa en la transformacién de la materia orgdnica por accidn microbiana en
un producto estable conocido como compost. Varios estudios establecen que durante el
proceso de compostaje ocurre una disminucion de la materia organica debido a la accion
microbiana, que es mas acusada en las primeras fases del proceso y se mantiene con el tiempo
hasta alcanzar la etapa de maduracion. Durante esta etapa de maduracidn, se obtiene un
producto estable, poniéndole fin a la degradacion de la materia orgénica (Nakasaki et al.,

2005; Sanchez, 2009).

Este trabajo se centra en la aplicacién de un pre-tratamiento del material vegetal previo al
compostaje, por lo que no se persigue la estabilizacion de la materia organica. Durante el
tratamiento se reduce progresivamente el contenido en materia organica debido a la
mineralizacidon de la misma a causa de la respiraciéon microbiana (Fornes et al., 2012). No
obstante, en el contexto que nos ocupa, seria deseable limitar al maximo la perdida de
materia orgdnica, ya que lo que se pretende es mds un proceso de modificacion de la misma
que su reduccion. De acuerdo con esto, y considerando los resultados obtenidos, resulta

obvio que los indculos biotransformaron y mineralizaron parcialmente la materia organica
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contenida en los restos vegetales, pero para limitar al maximo las pérdidas resulta
conveniente restringir el tratamiento a 10 dias de incubacién. Respecto al inéculo, aunque no
se apreciaron importantes diferencias entre los diferentes microorganismos incorporados
cabe destacar que el consorcio resulté mas efectivo en cuanto al mantenimiento de la materia
organica. Del mismo modo, la dosis de inéculo incorporada tampoco tuvo un efecto dréstico
por lo que la dosis baja (dosis 2) podria resultar mas conveniente al reducir los requerimientos

necesarios para implementar el tratamiento.
4.3. Andlisis respirométrico

Los indices respirométricos se han utilizado en numerosos estudios como indicadores de la
biodegradabilidad de la materia orgdnica de diversos sustratos, o de la eficacia de diferentes
procesos de tratamiento biolégico para la estabilizacién de la materia organica (Moreno y
Moral, 2008; Barrena et al. 2011). En este trabajo se ha empleado el indice AT4 que mide el
consumo acumulado de oxigeno en 4 dias y que de forma global es indicativo de la

biodegradabilidad de la muestra.

En la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos en las muestras inoculadas con la dosis
1 (Figura 19a) y dosis 2 (Figura 19b) para el parametro AT4, que mide el consumo acumulado
de oxigeno en 4 dias. De forma general, en todos los casos se obtuvo una tendencia
decreciente para este parametro con el tiempo de incubacidn. Para la dosis 1, tras 10 dias de
incubacién se redujo el valor de dicho pardametro en las muestras inoculadas de forma
drastica, desde valores iniciales en torno a 25 g/kg a niveles por debajo de 5 g/kg, mientras
qgue en el control no inoculado sdlo se redujo casi a la mitad para el mismo tiempo. A los 45
dias, se mantuvo la tendencia decreciente en todas las muestras, especialmente aquellas
inoculadas con F. oxysporum y B. safensis, que alcanzaron valores finales casi nulos y por
debajo del control. En cambio, para la dosis 2, el muestreo realizado a los 10 dias revelé que,
a pesar de la tendencia decreciente de las muestras, el tratamiento del consorcio presentd
mayor valor de AT4 respecto al control (no inoculado). A los 45 dias, las muestras tratadas
con los in6culos B. safensis y B. licheniformis fueron las que menores valores de AT4

presentaron, en ambos casos casi nulos.
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Figura 19. Comparativa de oxigeno consumido durante 4 dias (AT4) expresado en gr de O, por kg de

materia seca en los indculos F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis, Consorcio (F. oxysporum, B.

safensis, B. licheniformis) y Control (no inoculado) durante los tiempos de muestreo para a) Dosis 1
(10® UFC/g material vegetal) y b) Dosis 2 (10* UFC/g material vegetal).

Los resultados del analisis ANOVA multifactorial revelaron que sélo el tiempo tuvo un claro
efecto sobre los niveles de AT4 para las dos dosis de inéculo (Figura 20). Para la dosis 1, las
muestras inoculadas con F. oxysporum y B. safensis tuvieron valores de AT4
significativamente inferiores que el control (no inoculado) (Figura 20a), mientras que en para
la dosis 2 (Figura 20c) dicho efecto se observé en las muestras inoculadas con B. licheniformis.
La tendencia del indice AT4 con el tiempo de incubacién para las dos dosis (Figuras 20 b y 20d)
fue decreciente presentando diferencias significativas entre los tres tiempos. No obstante, en
las muestras inoculadas con la dosis 1, dicha reduccién fue mas acusada a los 10 dias de
incubacién que en las muestras inoculadas con la dosis 2, mientras que en ambos casos los

valores finales fueron cercanos a cero.
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Figura 20. Valores de AT4 (g O, consumidos/kg de materia seca) para la dosis 1 en funcion del
indculo (a) y el tiempo (b) y para la dosis 2 en funcidn del indculo (c) y el tiempo (d). Las barras de
error muestran el intervalo LSD de Fisher. Valores con la misma letra no son diferentes
significativamente (p<0,05).

El analisis respirométrico se encuentra directamente relacionado con la actividad metabdlica
de las poblaciones microbianas y la accién biodegradativa que estos presentan. Elevados
niveles de consumo de oxigeno son indicativos de una mayor biodegradabilidad de la materia
organica y la ralentizacién de la respiracidén microbiana ocurre cuando se ha degradado la
materia organica casi en su totalidad o es menos disponible (Said-Pullicino y Gigliotti, 2007;
Barrena et al., 2006). Por lo tanto, el agotamiento del sustrato produce el cese de la actividad
microbiana, asumiendo que, a mayor actividad microbiana, mayor consumo de oxigeno y de
degradacion de la materia orgdnica, obteniendo un sustrato estabilizado (Yamada y Kawase,

2006).

De acuerdo con los resultados obtenidos y teniendo en cuenta el objetivo perseguido en este
trabajo, el tratamiento de los restos vegetales con dosis elevadas de inéculo (dosis 1) conduce
a unaindeseable reduccidn drdstica de la biodegradabilidad del material vegetal, ya desde los
10 dias de incubacién (Figura 19). Esto se debe probablemente a la rapida metabolizacion de
los componentes organicos biodegradables del material sometido a tratamiento cuando la
carga de indculo es elevada. Por ello, resulta mas adecuado emplear una dosis de indculo baja
(dosis 2), especialmente del consorcio, que permitird tras 10 dias mantener un material

biodegradable para su posterior compostaje.
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4.4. Contenido en celulosa y hemicelulosa

Como se ha mencionado anteriormente, los residuos vegetales presentan un alto contenido
en lignocelulosa, lo que limita parcialmente la biodegradacidn del material. La aplicacion de
microorganismos lignoceluloliticos favorece la liberacion de moléculas mas sencillas

facilmente metabolizables (Zeng et al., 2018).

En la Figura 21 se muestra la evolucion de la celulosa en el material vegetal sometido a los
distintos tratamientos. La evolucién de dicho componente durante el periodo de incubacion
siguid un patrén similar independientemente de la dosis de inoculo incorporada, aunque con
sensibles diferencias dependiendo del tipo de inéculo incorporado. En general, la celulosa se
incremento desde valores en torno al 2% a tiempo inicial a valores del 10 al 14% a los 10 dias
de incubacidn, para posteriormente reducirse hasta alcanzar niveles de alrededor del 6% a
los 45 dias. En las muestras inoculadas con la dosis 1 (Figura 21a), todas las muestras
inoculadas presentaron mayor proporcién de celulosa que el control (no inoculado),
destacando F. oxysporum que alcanzé el mayor porcentaje de celulosa, siendo este del 13,6
%. De forma andloga, para la dosis 2 (Figura 21b), desde el tiempo 0 a los 10 dias todas las
muestras aumentaron el porcentaje en celulosa superando el valor del control, excepto en B.
safensis que presentd un 1 % menos de celulosa que este. Por el contrario, a los 45 dias, al
igual que para la dosis 1, las muestras redujeron el contenido en celulosa salvo en el caso de
las muestras inoculadas con B. safensis cuyos niveles de celulosa fueron casi un 3 % superiores

gue los del resto de tratamientos, incluido el control (no inoculado).
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Figura 21. Evolucién de la presencia de celulosa (%) en los indculos F. oxysporum, B. safensis, B.
licheniformis, Consorcio (F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis) y Control (no inoculado) durante
los tiempos de muestreo para a) Dosis 1 (10° UFC/g material vegetal) y b) Dosis 2 (10* UFC/g material

vegetal).
El analisis de la varianza revelé que el indculo tuvo un efecto sobre los niveles de celulosa sélo
cuando se empled la dosis 1, mientras que el tiempo tuvo un claro efecto sobre la variacion
del contenido en celulosa de las muestras inoculadas con cualquiera de las dosis (Figura 22),
tal y como cabria esperar de acuerdo con el patrén descrito anteriormente. En la dosis 1
(Figura 22a) se observaron diferencias significativas entre el control (no inoculado) y F.
oxysporum, alcanzando estas Ultimas muestras mayores niveles de celulosa que el control. En
cuanto al tiempo, en las dos dosis la celulosa se incrementd a los 10 dias y posteriormente se

redujo significativamente.
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Figura 22. Valores de la celulosa (%) para la dosis 1 en funcidn del inéculo (a) y el tiempo (b) y para la
dosis 2 en funcidon del inéculo (c) y el tiempo (d). Las barras de error muestran el intervalo LSD de
Fisher. Valores con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0,05).

En la Figura 23 se muestra la evolucién del contenido en hemicelulosa en las muestras
sometidas a los distintos tratamientos. Al igual que se observé para el caso de la celulosa, este
polimero también se incrementd durante los primeros 10 dias de incubacién para luego
reducirse hasta alcanzar valores a los 45 dias que siguieron siendo mayores que los iniciales.
Sin embargo, en contraste con aquella, se obtuvieron diferencias notables entre las muestras
inoculadas y el control no inoculado. Para la dosis 1 (Figura 23a), en todas las muestras
inoculadas se observd un mayor aumento respecto al control, destacando las muestras
tratadas con el consorcio que alcanzaron el mayor valor con un 12 % de hemicelulosa. Para el
tiempo a 45 dias, la disminucién no fue tan pronunciada como en el caso de la celulosa, como
se ha indicado, salvo en la muestra inoculada con F. oxysporum en la que se redujo la
hemicelulosa hasta un 2 % menos que el control. Para la dosis 2 (Figura 23b), a los 10 dias de
incubacién, las muestras inoculadas presentaron un mayor incremento del contenido en
hemicelulosa respecto del control, destacando en este caso las muestras tratadas con B.
safensis que tuvieron 11 % de hemicelulosa. En cambio, a los 45 dias, en todas las muestras
se redujo el contenido de hemicelulosa, excepto en las muestras tratadas con el consorcio,
en las que dicho polimero se incrementd en un 3 % respecto a los valores obtenidos a los 10

dias.
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Figura 23. Evolucién de la presencia de hemicelulosa (%) en los inéculos F. oxysporum, B. safensis, B.
licheniformis, Consorcio (F. oxysporum, B. safensis, B. licheniformis) y Control (no inoculado) durante
los tiempos de muestreo para a) Dosis 1 (10° UFC/g material vegetal) y b) Dosis 2 (10* UFC/g material
vegetal).
El analisis estadistico ANOVA multifactorial revelé que tanto el inéculo como el tiempo
afectaron significativamente a los niveles alcanzados de hemicelulosa. Todas las muestras
inoculadas tuvieron niveles de hemicelulosa significativamente superiores que las muestras
no inoculadas (Figura 24). Cuando se empled la dosis 1, el tratamiento con el consorcio
presentd los mayores valores de hemicelulosa respecto a los otros inéculos, mientras que no
hubo diferencias significativas entre inéculos cuando se empleé la dosis 2. Referido al tiempo,
ambas dosis (Figuras 24b y 24d) reflejaron la misma tendencia ya descrita, observandose

diferencias significativas entre los tres tiempos de muestreo.
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Figura 24. Valores de hemicelulosa (%) para la dosis 1 en funcion del inéculo (a) y el tiempo (b) y
para la dosis 2 en funcidn del inéculo (c) y el tiempo (d). Las barras de error muestran el intervalo
LSD de Fisher. Valores con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0,05).

La lignocelulosa es un biopolimero constituido por celulosa, hemicelulosa y lignina
estructurada mediante entrecruzamientos confiriéndole resistencia a la degradacion (Ribeiro
et al, 2017). Como posible solucién se propone la utilizacion de microorganismos
ligninoliticos capaces de sintetizar enzimas que hidrolizan y oxidan estos polimeros,
destacando los inoculantes fungicos por presentar un perfil enzimatico idéneo para la

degradacidn de residuos lignoceluldsicos (Vallejos, 2013 y Suryadi et al., 2022).

Un estudio paralelo al que se presenta en este Trabajo Fin de Grado en el que se analizd el
contenido en lignina de las muestras reveld que el contenido en lignina disminuia
progresivamente con el tiempo de incubacién (Bello, 2022). Dicha variacidon explica el
incremento en el contenido tanto de celulosa como de hemicelulosa obtenido en este trabajo,
dado que, como componentes globales de las fibras, la disminuciéon de uno de los mismos
lleva aparejado el incremento de los otros. Otros estudios reportan que la aplicacién de
inoculos microbianos como hongos filamentosos en material lignocelulésico como
pretratamiento favorece la degradacién de la lignina mediante la produccién de enzimas que
rompen los enlaces presentes entre los tres componentes de la lignocelulosa ademas de la
propia molécula (Suryadi et al., 2022; Hubbe et al., 2010). Estos procesos resultan adecuados
para el objetivo que nos ocupa, ya que dichas transformaciones facilitarian el ataque
microbiano posterior y, por tanto, son indicativos de la eficacia del tratamiento propuesto.
Por otra parte, la disminucién ocurrida tras el primer tiempo de muestreo para el contenido

en celulosa y hemicelulosa puede deberse a la actuacion microbiana de las cepas sobre la
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celulosa y la hemicelulosa una vez se ha estabilizado la degradacién de la lignina. Por tanto,

nuevamente resulta idéneo restringir el tratamiento a 10 dias.
4.5. Analisis multiparamétrico

Para determinar las relaciones existentes entre los distintos pardmetros analizados se realizé
un andlisis de correlacién que reveld, como se esperaba, la existencia de correlacién positiva
entre AT4 y materia organica, asi como entre el contenido en celulosa y hemicelulosa (Figura
25), dada la estrecha relacion existente entre ambas parejas de parametros cuya tendencia

similar se ha puesto de manifiesto en los apartados anteriores.

Pearson Product-Moment Correlations

1,0 - - 1,0

ATA

Celulosa
Hemicelulosa
Humedad

Materia organica

=t
=
=T

Celulosa
Humedad
teria organica

Hemicelulosa

Figura 25. Andlisis de correlacidn de Pearson entre los parametros analizados.

El andlisis discriminante empleando como criterio de clasificacion el tiempo de tratamiento
permitio obtener dos funciones que explicaron el 100% de la variabilidad y que agruparon los
datos en tres clusters bien definidos para cada tiempo de tratamiento (Figura 26), lo que

refleja las tendencias descritas para cada parametro con respecto al tiempo de incubacidn.

43



Incremento de la biodegradabilidad de residuos lignoceluldsicos

g [ ' T ' T ' ' o ' o ' - Tiempo
| . 1] = ']
L . . {1+ 10
B # # . —| = 45
I ® w ¥ xx x‘s‘eyfex ] ’
] = *
o 3 =R ]
= 3 k
i3] L x i
c
z O i
r LI - " ]
-3 o -
-6 1 1 1 1 1 1
-8 -5 -2 1 4 7
Function 1

Figura 26. Andlisis de componentes principales para los pardmetros humedad, materia organica,
AT4, celulosa y hemicelulosa.

Finalmente, con intencién de abordar un enfoque global se realizd un andlisis de
componentes principales, obteniendo dos componentes que explicaron un 87% de la
variabilidad (Figura 27). En el componente 1 (56% de la varianza) las variables mas influyentes
fueron el indice AT4 y materia organica junto con humedad en sentido opuesto a la
hemicelulosa, lo que revela la estrecha relacidn existente entre la posible modificacién de
este polimero como principal responsable de las variaciones observadas en materia organica
y biodegradabilidad expresada por el indice AT4. Por tanto, este componente estaria
relacionado con el proceso transformativo llevado a cabo por los inéculos sobre los restos
vegetales. En el componente 2 (31% de la varianza) la variable mas influyente fue el contenido
en celulosa, que podria explicar el resto de variaciones experimentadas por los restos
vegetales durante su biotransformacion y que no afectarian a otros parametros distintos de
la biodegradabilidad.
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Figura 27. Andlisis de componentes principales para los pardmetros humedad, materia organica,

AT4, celulosa y hemicelulosa.

5. Conclusiones

A continuacién se enumeran las conclusiones obtenidas tras la realizacidn de este trabajo:

1.

La inoculacién de residuos vegetales con microorganismos lignoceluloliticos se
propone como un protocolo sostenible para el tratamiento de residuos vegetales
previo al proceso de compostaje.

La bioactivaciéon de los residuos lignoceluldsicos depende del tratamiento de
inoculacién empleado, de la dosis de inoculo aplicada y del tiempo de incubacidn
establecido.

Dosis elevadas de inoculante microbiano no son adecuadas para la bioactivacion de
restos vegetales previo a su compostaje debido a que producen una disminucion
pronunciada de la biodegradabilidad, por lo que resulta mas adecuado aplicar el
indculo en baja concentracion para favorecer la posterior actividad microbiana.

El tratamiento con F. oxysporum resulta eficaz para liberar celulosa de la matriz
lignocelulosica los que puede facilitar el posterior proceso de compostaje.

La aplicacion en residuos vegetales tanto de F. oxysporum como del consorcio
microbiano elaborado a partir de las cepas B. safensis, B. licheniformis y F. oxysporum
en un tiempo de incubacién de 10 dias, resulta eficaz como tratamiento previo al
compostaje para a la bioactivacion de residuos lignocelulosicos.
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