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Resumen

Una de las formas de valorizar la fraccion organica de residuos sélidos urbanos (FORSU) es mediante
el compostaje, proceso bioldgico aerobio en el que un consorcio microbiano lleva a cabo la hidrdlisis
y degradacion de la materia organica. El proceso de compostaje presenta 4 fases: mesofila,
termofila, de enfriamiento y maduracidn. La fase terméfila es la de mayor interés por la presencia
de microorganismos con capacidades hidroliticas sobre compuestos complejos como la
hemicelulosa y celulosa, que les confieren un potencial de aplicacién biotecnolégico, por lo que el
objetivo de este trabajo fue aislar, caracterizar e identificar bacterias celuliticas termofilas del
proceso de compostaje. El estudio se realizd en 3 etapas: la primera etapa consistido en la
implementacion de una biopila cerrada, donde se colocaron 2.925 kg de tierra negra y 5.85 kg de
FORSU. La biopila fue monitoreada diariamente en términos pH, humedad y temperatura; y se
caracterizé fisicoquimicamente en el estado estacionario de la fase meséfila, termdfila y de
maduracidon para determinar la calidad del compost. Se realizd el cultivo, aislamiento,
caracterizacion e identificacion de microorganismos termdéfilos del sistema de compostaje, a través
de cultivos y aislamiento en medio de carboximetilcelulosa (CMC) al 0.1%. La caracterizacién se
realizé mediante determinacidon morfolégica, microscépica, pruebas bioquimicas e identificacién
molecular del gen ARN r 16S. Por ultimo, se determiné la actividad cinética celulolitica de las cepas
identificadas, a través de cultivos en lote en caldo de cultivo CMC al 0.1% en condiciones de
termoéfila. Los resultados evidenciaron que el proceso de compostaje presenté las 4 fases en un
periodo de 19 semanas, alcanzando una temperatura maxima de 46°C * 0.4, una humedad
promedio de 69.2% + 0.46 y valores de pH de neutro a alcalinos (7.1 - 8.6 £ 0.13). La caracterizacién
fisicoquimica arrojé que se obtuvo una composta de calidad “tipo I” que corresponde a la de mejor
calidad de acuerdo con la norma mexicana NMX-AA-180-SCFI-2018. Se aislaron dos cepas
bacterianas con morfologias distintas (cepa P11, con morfologia puntiforme y la cepa 112 con
morfologia irregular) pero ambas bacilares Gram (+) y con capacidad metabdlica igual, ya que dieron
positivo a las mismas pruebas bioquimicas (TSI, MIO, SIM, consumo de glucosa, sacarosa, manitol;
no consumen lactosa y no producen indol ni acido sulfhidrico). Las secuencias genéticas de cada
cepa que se obtuvieron a través de amplificacion del gen ARNr 16s fueron comparadas en la base
de datos GenBank, el analisis de las secuencias arrojé una similitud del 97.80 % con Bacillus sp para
la cepa P11, mientras que para la cepa 112 se obtuvo una similitud del 100 % con Bacillus
licheniformis. Con respecto a la actividad celulolitica se obtuvo que cepa P11 identificada como
Bacillus sp presentd halos de hidrdlisis con un didmetro de 12 mm * 1.4, un tiempo de duplicacién
(td) de 9.61h y con una tasa especifica de crecimiento de (u) de 0.0721 h™%, mientras que la cepa 112
identificada como B. licheniformis presentd un halos hidrdlisis de 21.5 mm + 0.7, un td de 8.85 hy
una u 0.0783 h,



1. Introduccion.

1.1. Residuos sélidos urbanos.
Como consecuencia del crecimiento poblacional, de los patrones de consumo, del crecimiento
econdmico y el desarrollo urbano (Garcia & Pilozo, 2023), la generacidn de residuos sélidos urbanos
(RSU) se ha vuelto alarmante. Lo que ha generado la necesidad de sistemas de gestion integral de
residuos sélidos urbanos (GIRSU) de forma global, sin embargo, los paises menos desarrollados
sufren una inapropiada gestién (Torrente-Velasquez et al., 2020), lo que provoca un impacto

negativo en el medio ambiente y en la salud.

En México, la Ley General para la Prevencion y Gestidn Integral de los Residuos (LGPGIR, 2003)
define a los RSU, como todos aquellos generados en las casas habitacién como resultado de la
eliminacion de los productos que se consumen, tales como los residuos de comida, cascaras de
frutas y restos de verduras (tallos, hojas, etc.), empaques, asi como todos aquellos residuos que
provienen de establecimientos o del aseo de vias publicas, siempre que esta Ley no los considere

como residuos de otra indole.

El Diagndstico Basico para la Gestidn Integral de los Residuos (DBGIR) publicado en marzo del 2020,
por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2020), clasifica a los RSU,
en tres grandes categorias: 1) residuos susceptibles a aprovechamiento como el cartdn, fibras
sintéticas, latas, PET, vidrio, entre otros, que en general representan a la fraccién inorganica de
residuos sélidos urbanos (FIRSU); 2) la fraccién organica de residuos sélidos urbanos (FORSU), que
corresponde a los residuos provenientes de la poda de jardines y residuos organicos generados en
los domicilios como restos o desperdicios de comida, cascaras de frutas y restos de verdura; y 3)
finalmente la categoria denominada como “otros” para hacer referencia a residuos que no entran
en ninguna de las dos clasificaciones anteriores (p. ej. material de construccion, residuos sanitarios
como paiiales desechables, loza, ceramica, trapo y otros). Bajo esta clasificacién, el DBGIR reporté
en el aiflo 2020, que a nivel nacional se tuvo una generacion estimada de RSU de aproximadamente
44 millones de toneladas anuales (120,128 t/dia), de los cuales 31.55% correspondieron a la FIRSU,
el 46.42% a la FORSU y 22.46% a la clasificacion de “otros”. Asi en términos de porcentajes, es
evidente que la FORSU, es el residuo de mayor generacion y representa un potencial problema,
debido a que su disposicidn final se realiza frecuentemente en tiraderos o sitos a cielo abierto

(SEMARNAT, 2019).



La FORSU en tiraderos a cielo abierto es considerada una fuente de contaminacion atmosférica, de
cuerpos de agua y de suelos, ya que durante los procesos naturales de putrefaccién o degradacioén,
se emiten gases de efecto invernadero como metano (CH,) y didxido de carbono (CO;); se generan
lixiviados que pueden arrastrar o infiltrar metales pesados como consecuencia de su interaccion con
residuos inorganicos (Nain y Kumar, 2020); se despiden malos olores y se favorece la proliferacion
de plagas que se vuelven focos de infeccidn y vectores de enfermedades (Monzambe et al., 2019).
En este sentido, Llorens et al. (2007) indicaron que es imperativo la aplicacion de técnicas de
valorizacién o aprovechamiento de la FORSU con la finalidad de reducir su vertimiento en los sitios

de disposicion final.

El aprovechamiento o valorizacién de los residuos son el conjunto de acciones cuyo objetivo es
recuperar el valor econémico mediante la reutilizacidn, redisefio, reciclado, remanufactura y
recuperacion de materiales o generacion de energia (LGPGIR, 2003 b). La valorizacion de la FORSU
se puede realizar por medio de diferentes métodos como: digestidon anaerobia, vermicomposteo y

composteo.

El composteo es considerado un buen método de valorizacion de FORSU debido a que puede reducir
en un 25% el peso original del total de los residuos, con la produccion de material para
mejoramiento de suelos, mejorar la productividad de la tierra al ser considerado un fertilizante
natural que no contamina con quimicos que pueden ser dafiinos a corto o largo plazo, corrector de
la estructura del suelo, protector contra la erosidn, sustrato de cultivo (Avellaneda, 2019; Velasco y
Volke, 2002) y promotor de crecimiento microbiano benéfico para el suelo (Garcia de la Fuente et

al., 2011).

La pila de compostaje constituye un ecosistema complejo, donde coexisten microorganismos
mesofilos y termdfilos. En este consorcio microbiano las bacterias constituyen entre el 80 al 90% y
tienen la capacidad de obtener nutrientes y degradar las fibras vegetales compuestas por polimeros
como la celulosa (Vargas-Garcia et al., 2010). La degradacion de celulosa hace atractiva a estas
bacterias para industrias como: la papelera, alimentaria, textil y de biocombustibles (Venegas,

2021), que utilizan estos microorganismos o sus componentes enzimaticos.



2. Marco conceptual
2.1. Fraccion orgdanica de residuos sélidos urbanos (FORSU)

La generacidn de FORSU a nivel nacional asciende a 57 000 t/dia, de los cuales el 71.2% son residuos
alimentarios, el 23.3% residuos de jardineria y el 5.5% se distribuye en cuero, hueso, fibra dura
vegetal y madera (SEMARNAT, 2020). Estos residuos contienen hidratos de carbono polimeros
lignocelulésicos (celulosa, hemicelulosa y lignina), asi como polimeros aromaticos de origen vegetal
(Buenrostro-Delgado et al., 2015). Estos polimeros son considerados recalcitrantes e inciden en el
tiempo requerido para la biodegradacion y estabilizacion de la FORSU en los sitios de confinamiento
(Gonzalez et al., 2011). La biodegradacidon de los polimeros lignoceluldsicos es atribuida a bacterias
y hongos, principalmente (Garcia et al 2005). Sin embargo, su degradacion parcial a humos ocurre

cuando otros compuestos de mas facil biodegradacién han sido consumidos (Garcia et al., 2005).

2.2. Compostaje
El compostaje es considerado un proceso biolégico aerobio de degradacién, en el que consorcios
microbianos transforman moléculas organicas (sélidas) en CO,, H,0 y un sdlido estable (compost)
rico en compuestos orgdnicos (substancias himicas, macro y micronutrientes). De acuerdo con
Barrén (2013) el proceso de compostaje de la FORSU se puede llevar a cabo de dos maneras: 1)
humificando compuestos orgdnicos complejos que se encuentran en la FORSU obteniendo como
productos compuestos estables y 2) mineralizando las macromoléculas (proteinas, carbohidratos

simples, compuestos y lipidos) hasta obtener CO,, agua y energia en forma de calor.

2.3. Biopila de compostaje
Los sistemas de composteo se pueden clasificar de forma general en: 1) sistemas de compostaje
abiertos, donde la materia orgdnica se degrada al aire libre y 2) sistemas de compostaje cerrado,
donde la degradacién se da dentro de un sistema con instalaciones para el suministro de aire y

recoleccidn de lixiviado (Galea, 2013).

La biopila, es un sistema de compostaje que puede ser de tipo abierto (los residuos se disponen en
el suelo) o cerrado (los residuos se disponen en un contenedor). Este ultimo sistema, se considera
como una practica de biorremediacidn cerrada ex situ en ambiente no saturado (Benavides et al.,
2006) y tiene la ventaja frente al sistema abierto de mantener la temperatura, evitar el ingreso de
agua de lluvia, disminucion de humedad por evaporacién y el desprendimiento de malos olores

originados por la volatilizacién de compuestos organicos (Velasco y Sepulveda, 2003).



Para el correcto funcionamiento de una biopila cerrada, esta debe contar con un sistema de
aeracion para el suministro de oxigeno necesario para el metabolismo de los microrganismos sobre
los compuestos organicos (Brown y Cartwright, 1990), la aireacion del sistema puede llevarse a cabo
por inyeccion de aire con tuberias o por volteo; a su vez la biopila debe contar con un sistema de

recoleccidn de lixiviados para evitar el exceso de humedad (lturbe-Arguilles et al., 2002).

2.4. Fases del compostaje
El proceso de compostaje se divide en cuatro etapas: mesdfila, termofila, enfriamiento y
maduracion. Cada etapa se caracteriza en funcidn de la temperatura como se describe en la Tabla

1.

Tabla 1. Clasificacion de las etapas del proceso de compostaje en funcion de la temperatura,

Etapa Descripcion del proceso

Se desarrollan familias de hongos, mohos, levaduras y bacterias mesdfilos, que
se metabolizan los compuestos solubles como hidratos de carbono de cadena

(I;Aoe_zzfilz) corta, almidén y proteinas (Barrena, 2006). Producen acidos organicos que hacen
descender el pH (Meena et al., 2011). La multiplicacién de los microorganismos
provoca un incremento progresivo de la temperatura.

Familias de actinomicetos y bacterias formadoras de esporas (Negro et al., 2000)

Terméfila degradan ceras, hemicelulosa, celulosa (Alvarez, 2017) y lignina de forma parcial

(40-60 °C) (Negro et al., 2000). En esta etapa se garantiza la “higienizacidon” y eliminacién

de patdégenos y larvas, como consecuencia del incremento de temperatura
(Alvarez, 2010).
El agotamiento de los nutrientes provoca la muerte de los microorganismos

Enfriamiento termdfilos y el eventual descenso de la temperatura. Se desarrollan nuevamente
(40-20°C) las bacterias y hongos mesdfilos que se inactivaron durante la fase termofilica y
comienzan a degradar la celulosa y lignina residuales (Negro et al., 2000).

Maduracion . ] ) ) o
T X El proceso se estabiliza y polimeriza el compost, desciende la actividad
emperatura
p. bacteriana y se elimina la fitotoxicidad (Rodriguez, 2011).
ambiente)

2.5. Factores claves el proceso de compostaje
Existen factores ambientales y nutricionales clave para la obtencién de un compost de buena
calidad. Por lo que diversos estudios han establecido rangos sobre diversos parametros ambientales
y nutricionales (Tabla 2) para garantizar el buen funcionamiento del proceso. Los principales

factores ambientales son la estructura y tamafio de los residuos, aireacion, humedad y pH; mientras



gue los factores nutricionales se enfocan principalmente en las concentraciones de carbono vy

nitréogeno que presentan los residuos a tratar (Cérdoba, 2006).

Tabla 2. Factores claves en el proceso de compostaje.

. s Rango .
Parametro Descripcion , 'g Referencia
optimo
Factores ambientales
La disminucién del tamafio de particula aumenta la OPS, 1999
Estructuray - .
~ superficie de contacto, por lo que mejora la 20mma
tamafio de los . . . .
. actividad microbiana y el proceso de degradacion 10 mm
residuos .
de los residuos.
La aireacion del sistema de compostaje es Cuadros,
fundamental siendo un sistema aerobio, ya que el 5y 15% 2008
Aireacion suministro de aire garantiza la incorporacién del en
oxigeno y la eliminacién del anhidrido carbénico volumen
producido durante el proceso.
La humedad es necesaria para la actividad Cuadros,
microbiana, ya que permite y mejora el transporte 2008
Humedad na, yaque p Y mel P 50y 70 %
de nutrientes, asi como de los productos de
desecho de las reacciones metabdlicas.
Alo largo del proceso de compostaje el pH presenta Salazar,
pH variaciones en su valor debido a los productos de 5529 2016
reacciones metabdlicas y a la sucesidn de actividad '
de los microrganismos.
Factores nutricionales
Carbono/Nitrégeno En este proceso la fuente de carbono actla tanto 30/1 Cérdoba,
como fuente de energia como estructural para los 2006

microorganismos y es el principal componente
nutricional. Sin embargo, aunque la fuente de
nitrégeno se requiere en concentraciones bajas, es
indispensable para el crecimiento y funcionamiento
celular.

2.6. Microorganismos en el proceso de composteo.

En el proceso de compostaje presenta un microbiota de bacterias, hongos y actinomicetos, que se

encuentran de forma natural en los residuos alimenticios, suelo, hojas, poda, entre otros (Barrén,

2013). Las comunidades pueden variar a lo largo del proceso en funcidn de la evolucién de Ia

temperatura, disponibilidad de nutrientes, concentracion de oxigeno, contenido de agua, pH vy

acumulacién o presencia de antibidticos (Laich, 2011). De forma general en la Tabla 3, se enlistan

los diversos géneros microbianos predominantes o que han sido aislados en las diversas fases del

composteo.



Tabla 3. Ejemplo de bacterias, hongos y actinomicetos presentes en las fases del proceso de compostaje.

M.O/Fase Bacterias Hongos Actinomicetos Referencias

Mesofilia Géneros de la familia: Aspergillus, Predominan Tiquia et al.,
Alcaligenaceae, Alteromonadaceae, Trichoderma, Mucor, géneros de la 2002; Laich,
Bacillaceae, Clostridiaceae, Penicillium, Rhizopus, familia: 2011.
Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Backusella, Ulocladium, Nocardiaceae.
Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Cladosporium,

Cellulomonadaceae Flexibacteraceae, Acremonium,
Microbacteriaceae Micrococcaceae, Scopulariopsi,
Nitrosomonadaceae, Moraxellaceae, Geotrichum, Fusarium.
Neisseriaceae, Nocardiopsaceae,

Phyllobacteriaceae, Paenibacillaceae,

Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae,

Pseudonocardiaceae, Staphylococcaceae.

Termofilia Predominan especies de género Bacillus No se ha reportado Microbacterium Lynd et al.,
como: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.  actividad. hydrocarbonoxydan  2002.
pumilus B. licheniformis, B. circulans, B. s, Microbacterium
flexus. sediminis,

También se pueden encontrar otros Ascomycota,

géneros como: Bacteriodes sp., Cellvibrio Streptomyces

gilvus, Cellulomonas biazotea, albogriseolus y S.

Eubacterium cellulosolvens, Geobacillus thermovulgaris.

sp., Microbispora bispora, Paenibacillus

curdlanolyticus, Pseudomonas cellulosa,

Salinivibrio sp. y Rhodothermus marinus.

Enfriamiento Aspergillus y Rhizopus, Nocardiaceae y Laich, 2011

Penicillium, Mucor, Streptomyces.

Agrobacterium, Flavobacterium, Geotrichum,

Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus, Trichoderma,

Achromobacter, Thiobacillus, Alcaligenes, Cladosporium,

Backusella, Fusarium,
Ulocladium, Acremonium
y Scopulariopsi.

Pseudomonas.

Las bacterias que se establecen en la biopila en la fase mesofilica tienen la capacidad de hidrolizar
compuestos simples y forma esporas o cdpsulas para inactivarse cuando la temperatura de la biopila
aumenta (Laich, 2011). En la fase termdfila, encontramos bacterias heterotrdéficas que degradan
compuestos organicos (carbohidratos, acidos organicos, polisacaridos, proteinas, lipidos, alcoholes),
reducen el azufre inorganico y algunos géneros destacan por su capacidad celulolitica (Lynd et al.,
2002). En la fase de enfriamiento del composteo, predomina las bacterias mesodfilas que favorecen
la descomposicion de los compuestos organicos residuales, la oxidacion y mineralizacién de
compuestos nitrogenados inorganico y azufrados produciendo nitratos y sulfatos, respectivamente.
Estas bacterias también provocan la formacion de humus, a través de la polimerizacién de
compuestos organicos simples y la fijacidn del nitrégeno atmosférico, la mineralizacidn del hierro,

manganeso y fésforo; también realizan la degradacion de compuestos organicos toxicos (pesticidas)



y la disminucidn de la cantidad de metales pesados por la formacidn de sales insolubles (Laich,

2011).

Los hongos filamentosos participan en el proceso de compostaje con la degradacion aerobia de
compuesto lignoceluldsicos. Debido a su capacidad metabdlica y mecanica se utilizan para el

desarrollo de biofertilizantes, biopesticidas y acondicionadores biolégicos (Laich, 2011).

Los actinomicetos, son microorganismos Gram positivos, aerobios y quimioorganotrofos, se
encuentras ampliamente distribuidos en suelos con pH neutro o poco alcalino. Presentan capacidad
enzimatica para hidrolizar substancias organicas complejas (Tiquia, 2002), como compuestos
aromaticos, esteroides y fenoles, entre otros, mediante quitinasas, glucanasas y peroxidasas por

mencionar algunas (Barrén, 2013).

2.7. Microorganismos celuloliticos
En la naturaleza la hidrdlisis de la celulosa es posible mediante el metabolismo de microorganismos
aerobios y anaerobios, mesodfilos y terméfilos (Ryckeboer et al., 2003). Estos microorganismos
presentan un complejo enzimdatico extra o intracelular conocido como celulasas que hidrolizan los
enlaces B-1,4 glucosidicos presentes en la celulosa (Henrissat et al., 1991). Dicha hidrdlisis se realiza

en diferentes sitios de la cadena de la celulosa, por tres enzimas (Figura 1).
s oF
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Extremo
reductor

Extremo no
reductor

Region cristalina Region amorfa Region cristalina

Figura 1. Sitios de accion de las celulasas en la microfibra de celulosa.

D Endocelulasas, carboximeticelulolasa (CMCasas) o endoglucanasas, acttia rompiendo las sitios amorfos de
la celulosa formando azicares reductores; @ las exocelulasas o exoglucanasas, actuan en los extremos
reductores y no reductores de la celulosa convirtiéndola en celobiosa y @ B-glucosidasas se encarga de
romper los productos liberados por las endo y exoglucanasa obteniendo glucosa (Sadhu y Maiti, 2013).



Las celulasas pueden presentarse como sistemas celuloliticos complejos o no complejos (Juturu y
Wu, 2014). Los sistemas complejos o celulosomas, son producidos por microorganismos anaerobios,
mientras que los sistemas no complejos, estdn presentes en algunas bacterias aerobias Gram (+),

como celulasas solubles que actian de manera independiente (Madigan, 2012).

Juturu y Wu (2014) reportan que las celulasas bacterianas son de especial interés debido a que
presentan actividad en un amplio rango de temperatura (25- 105°C) y pH (4.5 a 10). En la Tabla 4
(BREBA, 2016), se muestran algunos valores de pH y temperatura reportados como éptimos para
géneros que presentan celulasas bacterianas (BRENDA, 2016) y que se han aislado en ambientes
naturales, tales como aguas termales (Bronnenmeier et al.,1995), suelo forestal (Zhu et al., 2010) y
suelo de manglar (Behera et al., 2014).

Tabla 4. pHy temperatura éptima para la actividad de los diferentes tipos de celulasas producidas
por bacterias aisladas de diversos ambientes naturales.

Celulasas Bacteria pH Temperatura(°C)
Bacillus sp. 10.0 50
Endocelulasas Fibrobacter succinogenes 5.8 25
Bacillus subtilis 6.0 60
Clostridium stercorarium 6.0 65
Exocelulasas
Ruminococcus albus 6.8 37
(reductor)
Thermotoga maritima 7.5 95
Bacillus circulans 4.5 40
Exocelulasas Bacillus sp. 8.0 55
(no reductor) Bacillus subtilis 4.5 37
Thermotoga maritima 7.0 105
Thermotoga maritima 3.0 100
B- glucosidasa Bacillus halodurans 10.0 45
Ruminococcus albus 6.5 30

2.8. Aislamiento e identificacidon de bacterias celuloliticas
2.8.1. Aislamiento de microorganismos
De forma natural, la mayoria de los microorganismos se encuentran integrados en poblaciones
mixtas. Por lo que es necesario separarlos unos de otros para conocer sus propiedades y alcances

bajo condiciones de laboratorio.



Un cultivo axénico o puro es aquel que contiene Unicamente un sdlo tipo de microorganismo, libre

de otras especies o contaminantes. El cultivo axénico generalmente se logra por cultivos sucesivos

en un ambiente previamente estéril y bajo condiciones ambientales que favorezcan el crecimiento

del microorganismo de interés o bien cuando procede de una sola célula (Carrasco et al., 2020).

2.8.2. Siembra y medios de cultivo.

La obtencidn de cultivos axénicos a partir de una poblacién microbiana mixta se realiza a través de

técnicas de aislamiento. Existen diferentes métodos de siembra y medios de cultivo para aislar al

microorganismo de interés en funcion de sus requerimientos de crecimiento (atmosfera,

temperatura y nutricion). En la tabla 5 se presentan algunas técnicas de siembra, asi como una breve

la clasificacién de los medios de cultivo segiin su composicion y estado fisico (Bou et al., 2011).

Tabla 5. Técnica de siembra y clasificacién de medios de cultivo.

Técnica de siembra

Clasificacion segun su composicion

Clasificacion segun su
estado fisico

Son ricos en macro y
micro nutrientes
necesarios para

Siembra en - _
Se utiliza para contar y . . crecimiento de la gran
placa . . . Basico , .
aislar microorganismos. mayoria de las bacterias.
Se utilizan en la siembra | Sélido: Consisten en una
primaria de las muestras. | base de agar, polimero de
origen vegetal que forma un
Cultivo de gel al enfriarse, mantiene
microorganismos aerobios Permite obtener una alta humedad y
Tubo con 0 anaerobios facultativos y bacterias exigentes en contiene los elementos
agar almacenamiento de Enriquecido  sys requerimientos nutricionales necesarios.
inclinado  cultivos por cortos nutricionales.
periodos de tiempo a
temperaturas de 42C.
Conservar
microorganismos Fomentan el crecimiento
anaerobios facultativos y de algunas bacterias y s o .
. . . . Semi solido: Tienen un
Tubo con saber si el microorganismo evitan el de otras. Son .
. . . . . menor porcentaje de agar,
agar sin es o0 no movil mediante la Selectivo de gran utilidad para el g
Lo . . . . por lo que no solidifican
inclinar observacién de aislamiento bacteriano a
. . ., totalmente a la temperatura
crecimiento alrededor de partir de una poblacién )
. . . ambiente.
la zona donde se hizo la bacteriana mixta.
picadura.
Son medios que - .
. 9 Liquido: Las sustancias
distinguen entre nutritivas se encuentran
Tubos o Obtencién de poblaciéon . . distintos grupos .
. . Diferencial . L, disueltas, provocando un
Erlenmeyer microbiana grande. bacterianos en funcidn

casi siempre del color de
sus colonias.

mayor crecimiento
microbiano




2.8.3. Técnicas de aislamiento

Las técnicas de aislamiento se basan en la inmovilizacidn de las células microbianas en la superficie

de los medios de cultivo, donde se reproducird y formara un cumulo de celular microbiano, que dan

origen a las colonias celulares, las cuales son visibles al ojo humano y presentan diferencias en su

color, forma, grosor, etc., segun el microrganismo cultivado (UMH, 2021). De forma general el

aislamiento de estas colonias celulares se realiza a través del aza bacterioldgica, dispersando la

colina por estriado (simple o cruzado) sobre agar en la placa (medio sélido), otra técnica es la de

mezclado donde la separaciéon de las bacterias se realiza por la dispersidon de los microorganismos

en el medio liquido (Tabla 6).

Tabla 6. Técnicas de aislamiento microbiano

Técnica

Descripcién

Agotamiento
de aza

El aza bacteriolégica, debe ser pasada sobre la flama antes de ser
utilizada. Una vez fria se toma la colonia y se siembra por estria en
placa.

Depédsito y
posterior
guemado

También se utiliza el aza bacterioldgica, la muestra se extiende por
estria sobre un area pequefa de la superficie de la placa con agar.
Esta accidn se repite de forma consecutiva por otras zonas de la
placa tocando ligeramente la muestra sembrada anteriormente.

Dilucién
General

Se utiliza caldo nutritivo o solucién fisioldgica para resuspender la
muestra a aislar y se realizan diluciones seriadas, posteriormente,
se toma una muestra de cada una de las diluciones y se estria en
placas previamente etiquetadas con la dilucidn correspondiente. Si
la dilucidn es la adecuada se podran obtener colonias aisladas.

Extensién en
superficie con
espatula de
Drigalski

Igual que la técnica anterior, se hace uso de diluciones seriadas de
la muestra, pero la resiembra se hace depositando un 0.1 ml del
caldo o solucién en una placa y se extiende toda la superficie con
una espatula de Drigalski previamente esterilizada.

Vaciado en
placa

Se coloca en la placa medio de cultivo fundido con temperatura no
mayor a 40°Cy se anade un volumen pequeiio de muestra, se cierra
la placa y se mezcla suavemente con movimientos rotatorios sobre
una superficie plana para lograr una distribucion homogénea de los
microorganismos.

Método

Mezcla ]
especial

Se utiliza cuando el microorganismo pose caracteristicas

especificas, como resistencia al calor, crecimiento a pH acido,
crecimiento en anaerobiosis, etc.

10



2.9. Caracterizacion de microorganismos
La caracterizacion de los microorganismos una vez aislados, permite identificar atributos Unicos. Los
métodos de identificacion de forma general se pueden dividir en: 1) fenotipicos: morfologia
macroscépica, microscopicas y pruebas bioquimicas y 2) genotipicos: secuenciacion del gen ARNr

16s.

2.9.1. Morfologia macroscdpica
Los microorganismos al reproducirse con dptimos pardmetros de crecimiento en medio sélido se
agrupan dando origen a las colonias. Las colonias son la forma macroscépica de visualizar la
morfologia que constituye una agrupacion de bacterias crecidas en un lapso que tipicamente va de
24 a 48 horas de cultivo (Pirez y Mota, 2006), aunque es importante sefialar que el tiempo de cultivo
depende del tiempo de duplicacién (td) de género microbiano. En la figura 2. se muestra las

variantes de cada caracteristica que se reportan al describir la morfologia de una colonia bacteriana.

Circular Fusiforme Rizoide Filamentosa Irregular
FORMA @ < G T *
ki AOCTI |
BORDE . Mé & . ‘ L
Entero Rizoide Filamentoso Ondulado Lobulado Rizado
TRANSPARENCIA: —. . =
Opaca Transparente
BRILLO: O F )
Sin brillo Brillante
COLOR: = : — 4=
No pigmentadas Pigmentadas
(indicar color)
TEXTURA: @ &
Lisa Rugosa
ELEVACION: ~—— == & M& A
Plana  Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada
7~ 7~ 7~
Ef ,/'/ o/ 3
CONSISTENCIA:
Dura Suave Mucoide

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas coloniales de Ana Laura Guillen Nepita, 12 octubre,2020.
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2.9.2. Morfologia microscdpica

Los microorganismos aislados pueden ser observados a través de un microscopio (Vargas y Kuno,
2014). En el caso de las bacterias estas pueden presentar tres formas basicas: esféricas denominadas
cocos; alargadas, también llamadas bacilos o bacilares; y finalmente las formas curvadas o de
espiral, espirilos, espiroquetas, comas o vibriones (Aliaga, 2011).

Los cocos son tamafio y suelen medir entre los 0,8 a 1,0 p (Diaz, 2009). Pueden presentarse en forma
de individual, en pares, o agrupaciones. (Fig. 3 a-f). Las bacterias que presenta en forma de bacilo
se distinguen por presentar formas de bastdn, ser largos y delgados o pequefios y gruesos, también
pueden presentar variaciones en sus extremos pudiendo ser rectos, afilados o redondeados (Aliaga,
2011) (Fig. 3 g-j). Los espirilos o formas curvadas presentan una o mas curvaturas o formas de hélices

en su estructura celular (Da Silva, 2013) (Fig. 3 k-n).

Cocos Diplococos Tétradas Sarcinas

. e P
Q Q9 00

v ) OO o0
(a) (b) (c) (d)

Estreptococos Estafilococos Bacilo Diplobacilos

‘r‘mz‘ca-\ Lok & < '_I‘\-\f_,
(e) (f) (8) (h)
Estreptobacilos Empalizado Vibriones Espirilos

J\,\X j-" i P4 «\W ‘/:\/::h

(i) ) (k) (1)

Espiroquetas

(n)

Figura 3. Agrupaciones de cocos, bacilos y espirilos. (a) Forma cuasi-esférica y agrupaciones homogéneas;
(b) Después de su division permanece en pares; (c) Se dividen en dos direcciones perpendiculares formando
una agrupacion en una disposicidn cuadrada; (d) Se dividen en tres direcciones perpendiculares formando una
agrupacion cubica; (e) Se dividen en un solo plano formando una secuencia; (f) Es una agrupacion irregular de
cocos; (g) Forma de bastdn; (h) Bacilos agrupados en pares; (i) Cadena de 4 o mas bacilos; (j) Bacilos agrupado
lado a lado; (k) Espirilos cortos con forma de coma; (I) Presentan forma helicoidal; (n) Presenta forma
helicoidal con cuerpo flexible.
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2.9.3. Tincion de microorganismos

La observacién de los microorganismos al microscopio dptico se puede hacer preparando un frotis

cual consiste en la extension de la muestra sobre un portaobjetos (Pirez y Mota, 2006) en fresco o

fijado por calor directo o agentes quimicos. En ambos casos es necesario aplicar coloraciones de

contraste para diferenciar las células (Moreno y Albarracin, 2012). En la Tabla 7, se muestran

algunos tipos de tinciones y su funcion.

Tabla 7. Tipos de tinciones y sus funciones (Moreno y Albarracin, 2012).

Tincidn simple

Tincion diferencial

Tincidn especializada

Solo se utiliza un colorante, el
cual debe ser basico con carga
positiva para que se una a la
pared y citoplasma celular.

Los colorantes basicos mas
utilizados son: Azul de metileno,
violeta cristal, verde malaquita y
fucsina basica.

Permite clasificar a la bacteria
segun la estructura 'y
composicion quimica de la
pared celular.

La tincién de Gram diferencia
entre positivas y negativas. La
tincidn de Ziehl-Neelsen,
identifica bacterias acido-
alcohol resistentes.

Permite identificar ciertas
estructuras presentes en los
microorganismos como capsula
endosporas, flagelos o inclusiones
de almidén o polifosfatos

2.9.3.1. Tincién de Gram

La tincion de Gram es un tipo de tincién diferencial que permite clasificar a las bacterias en: Gram

positivas y se distinguen por presentan una coloracion azul-violeta y Gram negativas, que presentan

una coloracion rojiza. Esta diferencia se debe a la estructura de su pared celular (Figura 4). Las

bacterias Gram positivas presentan una pared compuesta de peptidoglucanos y polimeros que la

hacen impermeables y resistentes a la decoloracién, mientras que las bacterias Gram negativas

tiene una capa delgada de peptidoglucanos y una bicapa de lipoproteinas que se pueden retirar con

la decoloracién (Rodriguez y Arenas, 2018).

Peptidoglucano

J

Gram positiva

Peptidoglucano exterior

Membrana

' S, sy citoplasmatica K_'\
i 3 ! ki et
f RHCY e IR o ~.~.‘7J‘,‘ I
Proteina

Gram negativa

Membrana

Proteina /"_l ) WA

Membrana Membrana Peptidoglucano  Membrana

citoplasmatica

citoplasmatica

exterior

Figura 4. Representacion esquematica de las paredes celulares Gram positivas y Gram negativas.
Imagen de la tincion de Gram en el centro muestra células de (a) Staphylococcus aureus, de color violeta
(Gram +) y (b) Escherichia coli, de color rosa, (Gram -). Recuperado de Madigan et al., 2004, pp 44. 13



2.9.4. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas son pruebas que permiten la identificacion de procesos metabdlicos o la

presencia o ausencia de enzimas especificas, a través de pruebas relativamente rapidas. La

evaluacion del metabolismo se realiza usando medios de identificacién que contienen un sustrato

definido y se evalta si hubo o no crecimiento previa incubacién de 18 a 48h. Las pruebas enzimaticas

son mas rapidas (segundos hasta unas pocas horas) ya que se evalua la presencia de enzimas

constitutivas (Bou et al.,, 2011). En la Tabla 8, se resumen las pruebas bioquimicas mds

convencionales (Bou et al., 2011).

Tabla 8. Pruebas bioquimicas

Prueba bioquimica

Determinacion

Metabolismo de
carbohidratos

Se utiliza para saber si el microrganismo metaboliza carbohidratos
(lactosa, fructosa, sacarosa, manitol, glucosa, etc.). En el medio se
encuentra un indicador (rojo de fenol) que cambia de color si el
microorganismo metaboliza el sustrato.

Agar TSI (Agar triple
azucar hierro)

Se aplica para saber si el microorganismo es capaz de fermentar la
glucosa, sacarosa y lactosa, y liberar acido sulfhidrico (H.S).

Voges-Proskauer

Establece si se lleva a cabo la fermentacién dcido mixta o bien produce
acetil metil carbinol.

Citrato de Simmons

Se utiliza para establecer si el microorganismo es capaz de emplear el
citrato como unica fuente de carbono.

Metabolismo de nitratos

Determinar si el microorganismo es capaz de reducir los nitratos a
nitritos

Agar Hierro Lisina

Permite establecer si el microorganismo posee la lisina descarboxilasa o
desaminasa y si liberar H,S.

Caldo urea

Se aplica para determinar si el microorganismo posee la enzima ureasa-
utiliza, esto se realiza adicionando urea como fuente de N en el cultivo.

Medio SIM
(Reduccion de sulfatos,
Indol y Movilidad)

Determina si el microorganismo produce H,S, produccién de indol por
presencia de triptofanasa y evolucion de la movilidad

Medio MIO
(Medio Movilidad, Indol,
Ornitina)

Evalua la movilidad, produccion de indol por triptofanasa y metabolismo
de la ornitina por la presencia de ornitindescarboxilasa,

Prueba catalasa

La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias
aerobias, asi que nos permite establecer su forma de respiracién.

Prueba de oxidasa

Esta prueba se utiliza para establecer la presencia oxidasas en
citocromo c.

Gelatinasa-Hidrolisis de
gelatina

Nos permite determinar la capacidad de un microorganismo para
producir enzimas proteoliticas.

Hemolisis en agar sangre

Determina el grado de hemdlisis causada por las bacterias en
crecimiento
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2.9.5. Secuenciacion del gen ARN 16s

Una de las herramientas mas utilizadas para la identificacién bacteriana a nivel taxonédmico es la

secuenciaciéon genética del ARNr 16s, ya que este gen estd altamente conservado en las bacterias y

funciona como un marcador “housekeeping”. La secuenciacion de este gen nos permite obtener de

manera rapida la identificacién y filogenia de las bacterias al contrastarse con otras secuencias

disponibles en base de datos (Bou et al., 2011). En la tabla 9 se presentan las etapas de la

identificacion molecular de las bacterias (Carrasco et al., 2020).

Tabla 9. Etapas de la identificacion molecular de bacterias.

Etapa

Determinacion

Cultivo microbiano puro

Se debe garantizar que todo el ADN extraido provine de un solo tipo
de microorganismo con la finalidad de no tener fragmentos de genes
de diferentes microorganismos.

Extraccion de acido
nucleico

Se realiza una lisis celular para extraer al ADN de la bacteria,
posteriormente se separa y purifican los acidos nucleicos del resto
de componentes celulares. Actualmente existen kits comerciales con
protocolos estandarizados y especificos para cada tipo de
microorganismo.

Amplificacién de
secuencias nucleotidicas
mediante reaccién en
cadena de la polimerasa
(PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa permite amplificar (copiar)
una region de ADN delimitada primers o cebadores en ambos
sentidos (forward y reverse), mediante la accién de la enzima ADN
polimerasa que utiliza dNTPs para sintetizar ADN a partir de la hebra
molde proveniente del ADN anteriormente extraido.

Electroforesis de los
productos de PCR

Esta técnica nos permite separar particulas en funcién de su carga
eléctrica y tamafio. En este caso se utiliza para evaluar mediante
tamafio y claridad de las bandas, la integridad y tamafio del ADN
extraido, asi como la correcta amplificacion de la region deseada.

Secuenciacién de genes

Se trata de determinar el orden de las bases nucleotidicas (citosina
C adenina A, tiamina T, guanina G) de la secuencia del gen que se
amplifico mediante PCR, esta secuencia correspondera a la afiliacién
taxondmica del microorganismo estudiado; la secuenciacion se debe
de realizar en ambas direcciones con cebadores forward y reverse

Analisis bioinformatico de

secuencias nucleotidicas
secuenciadas

Se realiza la depuracion y alineamiento de la secuencia,
posteriormente se compara con otras secuencias ya identificadas
disponibles en bases de datos a través de distintos programas

computacionales.
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2.10. Cinéticas microbianas
2.10.1.Crecimiento microbiano
El crecimiento microbiano se define como un incremento en el nimero de células por fisidn binaria
o biparticién (Madigan et al., 2009). En un cultivo en lote o discontinuo, el ciclo celular se representa
a través de una curva de crecimiento (Doran., 1998; Bikandi, 2014), que presenta 4 fases (Figura 5).
La primera fase, es la de adaptacion o latencia (lag), donde las células se adaptan al nuevo ambiente
sintetizando enzimas involucradas en el metabolismo de los nutrientes presentes en el medio de
cultivo y el crecimiento es imperceptible (Doran., 1998; Apella y Araujo, 2005). La segunda fase, es
la fase de aceleracion o exponencial, las células comienzan a dividirse a una velocidad de
crecimiento es constante, el crecimiento alcanza su maxima velocidad y se hace mas lento debido
al agotamiento de los nutrientes o la formacion de productos inhibidores (Doran, 1998), la poblacién
total es casi uniforme con respecto a su composicién quimica y actividad metabdlica (Apella y
Araujo, 2005). En la tercera fase, denominada estacionaria, la velocidad de crecimiento cesa como
consecuencia del agotamiento de nutrientes y acumulacién de productos inhibidores. La ultima fase
nombrada de muerte, las células pierden su viabilidad por falta de nutrientes y comienza una lisis

celular (Doran, 1998; Apella y Araujo, 2005).

4 Fase estacionaria
Fase de muerte

Fase exponencial

Fase de latencia

Concentracién celular

v

Tiempo

Figura 5. Curva de crecimiento microbiano

2.10.2. Ecuacién de Monod
El crecimiento microbiano puede ser cuantificado mediante el modelo matematico de Monod que

describe la relaciéon entre la velocidad especifica de crecimiento (i) y el uso del nutriente limitante
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(S). La ecuacion de Monod se usa ampliamente debido a su simplicidad y ajuste razonable de datos
experimentales (Meraz et al., 2022). La ecuacidn depende solo de dos parametros que representan
la tasa de crecimiento especifica maxima (Umax) Y la constante de saturacién (Ks), y se puede escribir

como sigue:

S
U= .umax-m (1)

Donde, Sy X denotan concentraciones de sustrato y biomasa, respectivamente. Los pardmetros tmax
y Ks se utilizan comiUnmente para la interpretacion de mecanismos cinéticos a partir de datos
experimentales (Meraz et al., 2022; Duarte 1996).

Los valores de los parametros Umax Y Ks se pueden obtener a partir de la linealizacion de la ecuacion

de Monod (1), dando como resultado la ecuacién (2), la cual tiene la forma de la ecuacion de una

, . . . 1 1 .
recta (3). Asi para poder estimar la pendiente m, se requiere conocerﬁyg y la ordenada al origen

b, haciendo uso de la metodologia de regresidn lineal y se puede conocer los pardmetros tyqx ¥ Ks

(Mifio et al., 2019).

1 K. 1 1
—_ = S k — +
u(s) Hmax S Hmax

(2)

y=mx+b (3)

En el caso de las curvas de crecimiento microbiano se suelen aplicar logaritmos neperianos a los
valores de concentracidn de los microorganismos en el cultivo en la fase de crecimiento exponencial
para tener una relacién lineal entre las abscisas y ordenadas (Bikandi, 2014) y obtener la pendiente
(m = ) para calcular el tiempo de duplicacion, ecuacién (4), el cual se refiere al tiempo necesario

para que la poblacion de un microrganismo se duplique (Apella y Araujo, 2005).

(4)

=22
3. Antecedentes

Los parametros de operacion de los sistemas de compostaje suelen controlar parametros como el
pH, humedad y temperatura para establecer el control del proceso. Los intervalos de pH éptimos se
reportan entre 6.5 y 9.3, mientras que los de humedad van entre 50 a 70% (Guillén, 2022). Durante
la etapa de mesofilia la temperatura ideal reportada es de 35°C, mientras que en la fase termdfila a

mas de 60°C (Tixie & Ruiz, 2018; Jiménez, 2015). Con respecto al tiempo de compostaje se reportan
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periodos de duracion entre 87 a 224 dias, mientras que los rendimientos del proceso van entre 40

al 54% (Guillén, 2022; Jiménez, 2015; Tixie y Ruiz (2018).

Con respecto al aislamiento e identificacion de bacterias celuloliticas, se han utilizado diferentes
procedimientos, destacando el uso del medio selectivo de carboximetilcelulosa (CMC) y la técnica
de identificacion positiva con Rojo de Congo, ya que permiten evidenciar la hidrdlisis de los
polisacaridos, mediante zonas de aclaramiento alrededor de la colonia (Zhang et al., 2006). El
aislamiento e identificacidn de bacterias celuloliticas en el proceso de compostaje se ha llevado a
cabo tanto en la fase mesdfila como termdfila, ya sea utilizando solo un tipo de residuo o desechos
organicos pre-formulados (Tabla 10). No obstante, en estos estudios sélo se realiza un método de
identificacion y con excepcion de Rodriguez y Llenque (2016) que realizan la descripcién de la
cinética microbiana celulitica mesdfila, los demas autores no reportan la descripcion cinética de los

microorganismos aislados.

Tabla 10. Aislamiento e identificacién de bacterias

Métodos de Descripcion de la

. . Temp.de | L MO. Actividad L.
Referencia Origen . identificacion K . cinética
trabajo obtenidos Celulolitica . .
microbiana
Rodriguezy  Compost Mesoéfila Bioquimica Paenibacillus  El tamafio Se reporta para
Llenque, de residuos sp, Bacillus de los halos cada
2016 organicos firmus'y netos de microorganismo
Bacillus sp hidrdlisis fue  obtenido una fase
de9mma logaritmica media
17 mm. de crecimiento a
las 6 horas en
caldo
carboximetilcelul
0sa0.7%
Bohdrquezy Compostaje Mesofila Bioquimica Bacillus sp Cinco cepas NR
Pérez, 2007 de residuos mostraron
de cultivo un
de aclaramient
crisantemo o difundido
por todo el
agar, tres
cepas
tuvieron un
halo de
hidrélisis con

un diametro
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de 0.2 mm a

0.35 mm.
Anguiano. Muestras Mesofilia Secuenciacion  Bacillus NR
2019 de de ARN 16s pumilus.
composta Stenotropho
monas
Siu, 2017 Compostaje  Termofilia  Secuenciacion  Bacillus NR
de residuos de ARN 16s subtilis
de café

NR: no reportado

4. Importancia del problema

En nuestro pais los problemas derivados del manejo de los RSU y en particular de la FORSU se
originan por la carente separacion selectiva (es decir, a la separacién de los RSU en organicos e
inorgdnicos) de los residuos. De acuerdo con el censo publicado en el 2019 por el Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia del 100% de los RSU colectados a nivel nacional, el 88% correspondid a
recoleccidn no selectiva y el 12% a recoleccién selectiva (INEGI, 2019). Y sélo el 7% del total de los

residuos son tratados mediante compostaje o biodigestién (CCA, 2017; SEMARNAT, 2020).

En los ultimos afios se han incrementado el nimero de técnicas para el aprovechamiento de los
residuos organicos, entre las mas usadas esta el proceso de compostaje, cuyo producto final se usa

como abono organico para la mejora de suelos agricolas (Richard, 2004; Wei et al., 2017).

Con este método el volumen de FORSU producido puede disminuir de un 40 a un 60%. Aunado a
esto durante el proceso de compostaje se desarrollan una gran variedad de bacterias aerobias
termdfilas que secretan enzimas hidroliticas que degradan celulosa (Nivedita et al., 2013).
Actualmente a nivel industrial las enzimas hidroliticas (amilasas y celulasas), son las mas utilizadas
y ocupan mas del 15% del mercado mundial (Sajith et al., 2016). Con un mercado valorado en USD

10.000 millones en 2019 (Escudero, 2022) y un crecimiento anual de 4.7% (Lopes, et al. 2018).

5. Planteamiento del problema

El uso industrial de las enzimas hidroliticas ha generado la necesidad de obtener celulasas
comerciales que puedan actuar efectivamente a diferentes pH y rangos de temperatura (Torrez
Monroy et al., 2010). Por tanto, se vuelve importante el aislamiento y caracterizaciéon de bacterias
capaces de producir enzimas resistentes con caracteristicas termoestables y capaces de sobre vivir
a un amplio rango de pH. Es asi como el compostaje es una buena una herramienta biotecnoldgica

para la transformacion de los residuos sélidos orgdnicos en productos agricolas apropiados (Baffi et
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al., 2007) y la obtencién de bacterias con capacidad hidrolitica como las enzimas celuloliticas que

tienen amplio con potencial industrial.

6.

Obijetivos.
6.1. Objetivo general.

Aislar bacterias termdfilas celuloliticas a partir del composteo de la fraccidon organica de residuos

sdlidos urbanos.

7.

6.2. Objetivos particulares

Establecer y monitorear un sistema de biopila de composteo alimentado con la fraccidon
organica de residuos sélidos urbanos.

Obtener, cultivar y caracterizar bacterias obtenidas de la biopila de composta en la fase
termofila.

Aislar y caracterizar a las bacterias que demuestren capacidad celulolitica termdfilas, por
identificacion morfolégica macroscépica y microscépica, pruebas bioquimicas e identificacién
molecular (ARNr 16s).

Determinar la actividad celulolitica y tasas de crecimiento microbiano en medio de

carboximetilcelulosa.

Disefio de la investigacidn

Se realizd una investigacion experimental a nivel de laboratorio. Para lograr los objetivos propuestos

en este trabajo, la investigacion se desarrollé en tres fases globales:

I. Implementacion del sistema de compostaje, que consistid en la recoleccion y muestreo de
residuos organicos, establecimiento de la biopila estatica, monitoreo de la temperatura, pH
y humedad, caracterizacion fisicoquimica de la composta en fase mesodfila y terméfila y
determinacién de la calidad de la composta en fase de maduracién;

Il. Aislamiento e identificacion morfoldégica macroscépica, microscopica y molecular y
caracterizacién bioquimica;

Ill. Determinacion de la actividad cinética celulolitica

7.1. Implementacion del sistema de compostaje
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7.1.1. Disefio de la biopila
Se diseiid una biopila de compostaje con dimensiones de 32 cm ancho, 53 cm de largo y 26.5 de
profundidad con tapa hermética. El sistema se implementd con un doble fondo de acrilico con

orificios para permitir el escurrimiento y recoleccién de lixiviados. (Figura 6 ay b).

E -_3cm

5

(&)~ B ; 45

(c) — felies 4 P
(o) (R B B SRR/
A —LA

| | (b)
=

Figura 6. Biopila de compostaje: (a) doble fondo con orificios, (b) sistema de recoleccién de

lixiviado, (c) capa de tierra, (b) capa de residuo.

7.1.2. Recoleccién y muestreo de residuos organicos
Se realizd la recoleccién de FORSU generada en 36 viviendas unifamiliares. La recoleccidn
se hizo en bolsas de polietileno durante 3 dias. Los residuos recolectados fueron
muestreados por el método de cuarteo, el cual consiste en realizar una distribucion
homogénea de los residuos sobre una superficie plana de 4 x 4 m, dividida en secciones
para obtener una muestra homogénea vy representativa (NMX-AA-15-1985).
Posteriormente los residuos se trasladaron al Instituto Interamericano de Tecnologia y

Ciencias del Agua (IITCA) donde se registro el pesé de la muestra total generada, se realizd
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una separacién de residuos de origen animal (huesos) y se redujo el tamafio de particula
mediante paleo, posteriormente el residuo se dispuso en la biopila de compostaje como se

establece a continuacion.

7.1.3. Establecimiento del proceso de compostaje
A partir del volumen total de la caja se calculé la cantidad de tierra negra y residuos
organicos para el proceso de compostaje, se trabajé con un volumen del 80% para poder
realizar la aireacidon manual, se trabajé con 3 capas de tierra y residuos, comenzando con
0.975 kg de tierra negra (5% del volumen de trabajo), seguido de 1.95 kg de FORSU (10%
del volumen de trabajo) (Figura 6 c y d) hasta completar las 3 capas de cada componente.

Una vez colocadas las capas se homogenizo y se dejé asentar por 3 dias.

7.1.4. Monitoreo de temperatura, pH y humedad
Se realizé medicién de la temperatura, pH y humedad cada 24 horas en el mismo horario
por 133 dias. La aireacidn del sistema se realizé por volteo del residuo con una pala de
pldstico posterior a la medicién de los parametros (temperatura, pH, humedad). Para llevar
a cabo la medicion se dividid la superficie de la biopila en 5 puntos de medicién. En cada
cuadrante y en el centro de la biopila se midié cada parametro, obteniendo 5 valores que
se promediaron para tener el valor final (Figura 7). La temperatura y pH se midié con un
medidor de suelo electrénico 4 en 1 (4 in 1 Soil Survey Instrument) (Figura 8) y el porcentaje
de humedad con un sensor Tempo Disc ™ Bluetooth Sensor de temperatura, humedad y

punto de rocio.

Cuadrante 1
Cuadrante 2 Centro dela
P — ~ biopila
v
Cuadrante 3 Cuadrante 4
Figura 7. Division de la biopila en cuadrantes Figura 8. Medicién de temperatura
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7.1.5. Caracterizacion fisicoquimica de la composta en fase mesdfila y termdfila
Una vez establecida la biopila se tomd una muestra por duplicado de 5 gr de composta en fase
mesofila y termdfila para el andlisis de pH, nitritos, nitratos, amonio, alcalinidad, acidez, dureza,
fosfatos y demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs) (los métodos de los andlisis mencionados se

describen en la seccion de métodos analiticos de este documento).

7.1.6. Evaluacion de la calidad de composta en fase de maduracién
Al término del proceso de compostaje se determiné la calidad del compost en funcién del valor de
pH, conductividad eléctrica, indice de germinacién microbiolégicos, la presencia de metales pesados
e indice de germinacién (Ver anexo 5, tabla 3 y 4). Los resultados obtenidos fueron comparados con
las especificaciones para composta terminada descrita en la norma NMX-AA-180-SCFI-2018 (Ver

anexo 5, tabla 3).

7.1.6.1. Determinacion de pH y conductividad eléctrica
Para la medicion de pH, se siguié el método potenciométrico descrito en la norma NMX-AA-025-
198. Se utilizaron 10 g de composta y se le adicionaron 90 mL de agua destilada, se homogenizé por
10 minutos en parrilla con agitacién, después se dejé reposar la mezcla por 30 minutos y pasado el
tiempo se determind el pH y la conductividad con un potenciometro Hach (Multiparameter meters

sension56).

7.1.6.2.  Especificaciones microbioldgicas
La calidad microbioldgica se evalud en funcidn de la presencia de coliformes fecales y Escherichia
coli presentes en un gramo de compost (en base seca), se utilizé el método de nimero mas probable
en tubos multiples (NMX-AA-042-SCFI-2015, ver anexo 6). Los resultados se compararon con las
especificaciones de la NMX-AA-180-SCFI-2018, que establece el tipo de compost obtenida en

funcién de la carga microbiana contenida (Ver anexo 5, tabla 5).

7.1.6.3. Presencia de metales pesados
La medicién de metales pesados se llevd a cabo de manera externa en el laboratorio de Geoquimica
Ambiental en el centro de geociencias campus UNAM-Juriquilla, donde la muestra fue sometida a
un proceso de digestion acida y medida por espectrometria de emisién éptica con plasma acoplado
por induccion (Thermo iCAP 6500 Duo View), asi como por Absorcién Atémica (Perkin EImer Analyst
300) con flama y sistema de inyeccion de flujo FIAS 10. Los resultados fueron comparados con la
norma NMX-AA-SCFI-2018, que establece las concentraciones mdaximas de elementos traza de

metales pesados en mg/L en base seca (Ver anexo 5, tabla 4).
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7.1.6.4. [ndice de germinacién

El indice de germinacidén se determind usando el compost obtenido y semillas de Raphanus sativus
(rdbano), con la finalidad de determinar su fitotoxicidad. Para llevar a cabo la prueba se tomé una
muestra de 5 gr de compost y se colocaron en 50 ml de agua destilada, se llevé una agitacién por 10
minutos y se dejo reposar 30 min., para obtener un “extracto de compost”. Un disco de algoddn fue
humedecido en el extracto de compost y colocado en un vaso un recipiente de transparente, se
colocaron 10 semillas de rabano y se taparon con otro disco de algodén humedecido con extracto,
el recipiente fue tapado con papel aluminio para evitar la pérdida de humedad y se mantuvo a
temperatura ambiente por 10 dias. A la par se colocaron semillas control bajo las mismas
condiciones, pero con discos de algodén humedecidos con agua destilada.

Se evalud la germinacién considerando como semilla germinada aquella que presentard una
longitud de radicula mayor a Imm y se midio la longitud radicular utilizando papel milimétrico. El
porcentaje de germinacion fue determinado utilizando las siguientes formulas (Zucconi et al., 1981).
Porcentaje de la germinacion relativo de semillas (GRS):

GRS (%) Promedio de semilla germinadas en extracto de compost 100
= *
° Promedio de semillas germinadas control

Crecimiento relativo de la radicula (CRR):

CRR(%) Longitud promedio de la radicula con extracto de compost 100
= *
° Longitud promedio de la radicula control

indice de Germinacion

_ GRS *CRR

G 100

7.2. Aislamiento, caracterizacion e identificacidon bacteriana
7.2.1. Aislamiento bacteriano
Se tomaron 5 g de la composta en fase termofila y se colocaron en 45 ml de caldo nutritivo estéril
el cual se incubd por 24 horas a 50°C para realizar la activacion de los microorganismos.
Posteriormente se realizo la siembra de 1 ml del consorcio microbiano en placas de agar nutritivo
mediante la técnica de vaciado en placa, este se llevd a incubar por 48 horas a 50°C. De las diferentes
morfologias observadas se realizé una resiembra utilizando la técnica de estriado en placa de agar
nutritivo para poder hacer la caracterizacion morfolégica de las colonias y en placa de agar
carboximetilcelulosa (CMC) para aislar las bacterias con capacidad celulolitica, estas placas se

incubaron por 48 horas a 50°C (Lynd et al., 2002).
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7.2.2. Caracterizacion morfoldgica macroscépica, microscépica.
La caracterizacion morfoldgica macroscépica de los cultivos se hizo con base en lo descrito en el
Manual Bergey’s (Bergey's manual of systematics of Archaea and Bacteria), que proporciona
descripciones actualizadas los taxones procaridticos (Rainey, 2015). La morfologia microscdpica se
realizé por frotis y la observacion se realizé con un microscopio dptico Nikon Eclipse E200, de forma

complementaria se realizd la identificacidn celular por tinciéon de Gram (Madigan et al., 2004).

7.2.3. Pruebas bioquimicas
Las pruebas bioquimicas se realizaron en el laboratorio de Bacteriologia del Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal, donde las cepas aisladas y jévenes, es decir
con menos de 72 horas de crecimiento. Se resembraron en agar sangre, Mack Conkey y TSA y se
incubd por 24 horas a 37°C para asegurar la pureza de las cepas. Una vez crecidas las cepas se
realizaron las pruebas bioquimicas: triple azlcar hierro, citrato, urea, motilidad-indol-ornitina
(MI10), reduccion de sulfatos-indol-movilidad (SIM), reduccién de nitratos, sacarosa, glucosa,
manitol, lactosa, licuacién de la gelatina, hemolisis de eritrocito bovino y crecimiento en NaCl 7.5%,
los resultados fueron consultados en el libro de Diagnostico Microbioldgico de Elmer W. Koneman

(Koneman, 1997).

7.2.4. ldentificacion molecular
La identificacién molecular se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia

Ambiental de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Lerma.

Se realizé una resiembra en medio CMC con 0.1% de carboximetilcelulosa de las cepas que
presentaron actividad celulolitica y se incubaron por 24 horas a 50°C, transcurrido el tiempo se tomd
una colonia por técnica de asada y se indculo en 10 ml caldo CMC al 0.1% de carboximetilcelulosa,
se incubd a 50 °C por 24 horas. Pasado el tiempo de cultivo se realizaron diluciones seriadas (10 a
la 10) y se tomd 1 ml de la dilucién 10 “ y se sembré en agar CMC con 0.1% de carboximetilcelulosa
por extensidn de varilla, se incubd a 50°C por 24 horas y se confirmd el aislamiento por tincion de
Gram. Se realizd un cultivo de las cepas aisladas confirmadas en 15 ml de caldo CMC con 0.1% de

carboximetilcelulosa, se incubd a 50°C por 48 horas

7.2.4.1. Extraccion de ADN
Se realizd extraccion de ADN bacteriano utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification kit

A1120, siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo |). La obtencion de ADN de alto peso
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molecular (2000 pb) se observé por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, tenido en
solucién de Bromuro de Etidio (5 pg/mL) y usando como marcador de peso molecular de 100 a 3000

pb (Anexo II).

7.2.4.2.  Amplificacidon y purificacidon del gen ARN r 16S
Para la amplificacion y purificacidn del gen ARNr 168, se realizé una dilucién 10? del ADN gendmico
obtenido y se llevd a cabo la amplificacién por PCR del gen (Aguirre-Garrido et al., 2012) utilizando
los primers 24F y 1492 R (Anexo 3). El producto de la amplificacion se observé por electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1% tefiido en solucidon de Bromuro de Etidio (5 pg/mL) y con el

marcador de tamafio molecular de 100 a 3000 pb (Anexo 2).

Las amplificaciones se confirmaron por electroforesis, después se realizd una purificacién utilizando
el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega; Ref: A9281), siguiendo las instrucciones del

fabricante (Anexo 4) y se cuantificaron en gel de agarosa al 1% (Anexo 2).

Una vez amplificado y purificado los genes 16S rRNA, se enviaron a secuenciar las muestras la
empresa coreana MACROGEN Inc. La empresa realizd una secuenciacién tipo Sanger en ambos

sentidos de la cadena.

7.2.4.3.  Andlisis de las secuencias
Una vez que se obtuvieron las secuencias se trabajé en el programa BioEdit Sequence Alignment
Editor, con la finalidad de obtener las secuencias consenso las cuales fueron comparadas utilizando
el programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) y las secuencias disponibles en la base de

datos del NCBI, GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (Aguirre-Garrido et al., 2012).

7.3. Determinacion de la actividad celulolitica cinética
7.3.1. Identificacion de la actividad celulolitica
De las placas de CMC con crecimiento se realizd una resiembra por puncion en agar CMC, la cuales
se incubaron por 24 horas a 50°C y se le adiciond Rojo Congo al 1%(p/v). Se dejé actuar el colorante
por quince minutos, se retird el exceso y se adiciono una soluciéon de NaCl 0.1 M por 15 min,
transcurrido el tiempo se retird el exceso de solucion y se dejo reposar por 24 horas en refrigeracion
(4°C) para realizar la observacion de halos de hidrdlisis formados en los cultivos (Rodriguez y

Llenque, 2016).
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7.3.2. Evaluacion de la cinética bacteriana

Los cultivos que presentaron halos de hidrélisis de celulosa se resembraron por asada en botellas
seroldgicas con 50 ml caldo CMC al 0.1% de carboximetilcelulosa, a 50°C por 48 horas, con la
finalidad de obtener cepas activadas. Para la realizacion de las cinéticas se utilizaron como unidad
experimental botellas serolégicas con un volumen nominal de 120 ml, las cuales fueron adicionadas
con 60 ml de caldo CMC al 0.1% e inoculadas con 10 ml de la cepa previamente activada en caldo
CMC para obtener un volumen de operacion de 70 ml. Las unidades experimentales fueron
incubadas a 50°C y se evaluaron a las 3, 6, 9, 15, 20, 30, 40, 45 y 48 horas de cultivo. El crecimiento
celular se midié de manera indirecta por espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm,
utilizando como blanco el medio de cultivo sin inocular.

Se construyd la curva de crecimiento microbiano y se realizd la regresion lineal de la fase
exponencial para obtener el valor de la pendiente de la ecuacion de al recto (i) y se determind el

tiempo de duplicacion.

8. Meétodos analiticos

8.1. Determinacion de alcalinidad por volumetria
La alcalinidad de una muestra en solucidon se debe a la presencia de los iones hidréxido (OH),
carbonato (CO3%) y bicarbonato (HCOs7) y su capacidad para neutralizar acidos. La medida de la
alcalinidad se efectia con una solucién valorada de un acido estandar en presencia de dos

indicadores (fenolftaleina y naranja de metilo) (APHA, 1992).

Para determinada la alcalinidad, se utilizé una solucién de H,SO4valorada a 0.0199 N. Se usaron 10
mL de la muestra se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y 3 gotas de naranja de metilo, y se tituld
con la solucidn de H,SO4hasta obtener un vire del indicador a color amarillo. Se calculé la cantidad
de utilizado para establecer la alcalinidad de las muestras siguiendo la norma MX-AA-036-SCFI-2001

(ver anexo 7).

8.2. Determinacion de acidez por volumetria
La acidez de una muestra, nos indica su capacidad amortiguadora para resistir un cambio de pH
cuando reacciona con una base fuerte, se determina mediante titulacion con una solucién de
hidroxido de sodio (NaOH) y se expresa en términos de carbonato de calcio (CaCOs). La acidez de
una muestra esta asociada a la presencia de acidos organicos débiles, acidos minerales fuertes

(acido sulfurico y clorhidrico) y sales metalicas (hierro, aluminio y manganeso) (APHA, 1992).
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La determinacién de acidez, se realizé una titulacion con NaOH a un pH de 8.3, para ello se tomaron
10 mL de muestra, se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se tituld hasta obtener un cambio en
la coloracion de la muestra (de amarillo a canela). La acidez se calculé siguiendo la férmula descrita

en la metodologia en la norma NMX-AA-036-SCFI-2001 (ver Anexo 7).

8.3. Determinacion de la dureza por volumetria

El método estd basado en la formacidon de complejos entre los iones de calcio y magnesio con la sal
de sddica del acido etilendiaminotetraacético. El método consiste en una valoracién empleando un
indicador visual de punto final, el negro de ferrocromo T, que es de color rojo en la presencia de
calcio y magnesio y vira a azul cuando estos no estan en el medio o se han acomplejados (APHA,
1992; NMX-AA-072-SCFI-1981).

Para realizar la determinacion, se tomaron 10 mL de muestra, se le agregaron 0.2 ml de solucién
amortiguadora (NH4OH), se le agregd una pizca eriocromo negro T (indicador) y se tituld con EDTA
hasta obtener una coloracion azul. La dureza se calculé considerando el gasto de las soluciones en

la titulacién de acuerdo con la NMX-AA-072-SCFI-1981 (ver anexo 7).

8.4. Andlisis de compuestos nitrogenados.
El andlisis de nitrato (NOs’) se realizé utilizando un Kit HACH Nitrate 8039, el principio de este andlisis
consiste en la reduccién del nitrato de la muestra a nitrito por accion del cadmio metalico. El ion
nitrito reacciona en con el acido sulfanilico presente en el medio para formar una sal de diazonio.
La sal se acopla con acido gentisico para formar una solucidn de color dmbar, que se detecta por

espectrofotometria UV-Vis a 500 nm (Thermo Scientific, GENESYS 10 S).

La determinacion de nitrito (NOy), fue realizada mediante el Nitrite 8507, donde el nitrito de la
muestra reacciona con el acido sulfanilico para formar una sal de diazonio intermedia. Este se acopla
con acido cromotrdpico para producir un complejo de color rosa directamente proporcional a la
cantidad de nitrito presente. La determinacién de la concentracion se realiza por

espectrofotometria UV-Vis a 507nm (Thermo Scientific, GENESYS 10 S).

La cuantificacion del ion amonio (NH4*) se llevd a cabo mediante un electrodo selectivo de amonio
(Phoenix Electrode Company, USA) que utiliza una membrana hidréfoba permeable al gas amoniaco
(NHs). Para provocar el cambio de especiacion de NH4* a NH3, es necesario someter a la muestra a

un proceso de alcalinizacion con NaOH 10 N y realizar una medicién directa con el electrodo.
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8.5. Determinacién de fosfatos
La medicidn de fosfato se realizé utilizando le método de acido ascérbico mediante el kit HACH
8048, cuyo principio se basa en la reaccion del ortofosfato con el molibdato en un medio acido para
producir un complejo mixto de fosfato/molibdato. El cido ascérbico reduce el complejo, originando
un intenso color azul de molibdeno. La determinacion de la concentracién se realiza por

espectrofotometria UV-Vis a 880 nm (Thermo Scientific, GENESYS 10 S).

8.6. Demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs)
La prueba de demanda quimica de oxigeno (DQO) de dicromato mide el equivalente de oxigeno de
la cantidad de materia organica oxidable por dicromato de potasio en una solucién de acido sulfurico
al 50 % (Rueda y Casayan, 2015). Asi la concentracidon de materia organica soluble o en la fase
acuosa del sistema se determind por el método de reflujo cerrado utilizando viales con reactivo para
DQO de la marca HACH® método 8000. La concentracion fue determinada por espectrofotometria
utilizando el equipo HACH-UV-vis Dr 6000 a una longitud de onda de 600 nm para concentraciones
de 150 a 1 000 mg/L siguiendo la metodologia establecida en los métodos estandar (Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater [APHA], 1998).

9. Resultados y discusidn
9.1. Implementacién del sistema de composteo
9.1.1. Monitoreo de la biopila de composteo

El monitoreo de la biopila se realizé durante 19 semanas, en la grafica 1 se observa el perfil
de temperatura ambiental (linea roja) y la temperatura del sistema (linea azul) a lo largo de
todo el proceso. En esta grafica podemos observar que la temperatura ambiente (obtenida
del sistema nacional de monitoreo ambiental) durante todo el proceso de compostaje se
mantuvo sin grandes variaciones, siendo la temperatura minima de 19.8°C y la maxima de
25°Cy un valor promedio de 23°C + 1.8. En la biopila, la fase mesdfila tuvo una duracién de
8 semanas y media con una temperatura promedio de 29 °C + 0.42, cinco grados por arriba
de la temperatura ambiente promedio; mientras que la fase termofila durd poco mas de
seis semanas con una temperatura promedio de 43°C + 0.25 y 19°C por arriba de la
temperatura ambiente, la fase de enfriamiento se presentd entre la semana catorce y

quince con un descenso en la temperatura de 43°C + 0.4 a 27.9°C £ 0.3 y la fase de
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maduracién tuvo una duracién de cuatro semanas con una temperatura promedio de 28°C

+0.21.
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Grafica 1. Perfil de Temperatura de la biopila.
Mesofilia, Termofilia, Enfriamiento, Maduracion.

En la Gréfica 2, se muestra el porcentaje de humedad ambiental (linea azul) y el porcentaje de
humedad que presenté la biopila (linea roja) a lo largo del proceso de compostaje. En la grafica se
puede observar que el porcentaje de humedad ambiental presentd variaciones a lo largo del
proceso, con un valor minimo de 64.4% + 5.9 en la semana 4 y un valor maximo de 97.4 % * 4.4 de
humedad en la semana 18. El porcentaje de humedad de la biopila, presentd valores entre el 60.1
1+ 0.3y 80.4% * 0.5 y el perfil esta correlacionado con la humedad ambiental. Sin embargo, en la
fase mesdfila y termdfila del proceso la humedad promedio fue de 67.9 % + 0.42.y 67.8 % + 0.51
respectivamente, aunque se puede observar que en las semanas 7, 10 y 12 la humedad fue superior
al 70%. En la fase de enfriamiento el porcentaje de humedad promedio fue de 80% + 0.5 y en la fase

de maduracion la humedad se mantuvo en un promedio de 72.2% + 0.46.
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Grafica 2. Perfil de Humedad de la biopila.

Mesofilia, Termofilia, Enfriamiento, Maduracion.

En la grafica 3, se muestra la relacién entre el perfil de temperatura y de humedad de la biopila, y
se puede observar que la temperatura desciende cuando el porcentaje de humedad es mayor al
70% (Semanas 7, 8, 10, 12 y 15).

De acuerdo con Marquez et al. (2008), la temperatura y humedad son los principales factores que
afectan el proceso de compostaje y se encuentran relacionados entre si, ya que el agua desempefia
un papel fundamental en la fisiologia de las células microbiana, ya que actia como medio de
transporte de las sustancias solubles y productos de desecho. En este sentido, Madejon et al.,
(2002), reporta que la humedad presente en los materiales a compostar es una variable critica para
la optimizacién del proceso, porque pequeiias variaciones en el medio provocan cambios en la
temperatura. Asi el porcentaje de humedad dptimo reportado para sistemas de compostaje se
encuentra entre el 50 al 70%; valores inferiores al 50% se han asociado con baja actividad

microbiana, mientras que valores superiores al 70% provoca saturacién de los intersticios presentes
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en la composta, reduccion del oxigeno, condiciones de anaerobiosis y disminucién en la

temperatura (Marquez et al., 2008).
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Grafica 3. Relacidon entre temperatura y humedad de la biopila

Mesofilia, Termofilia, Enfriamiento, Maduracion.

El pH fue otro de los parametros evaluados durante el monitoreo debido a que es un indicador de
la actividad microbiana durante el proceso (Turan, 2008). En la Grafica 4 se presenta el perfil del
comportamiento del pH a lo largo de la operacidn de biopila. Podemos observar que durante todo
el proceso presento valores de pH neutro y alcalinos (7.1 - 8.6 + 0.13). El rango de pH observado
coincide con lo informado por Jiménez (2015), quien reportd rangos de pH de entre 6.50y 8.85 a lo
largo del proceso de compostaje de residuos sélidos organicos de mercado, residuos de poda de
arboles y residuos de poda de palma ornamental (Phoenix canariensis) en pilas abiertas con volteo
manual. Por otra parte, Tixie y Ruiz (2018), reportan un rango de pH entre 6.8 y 9.3 en una pila
alimentada con 100% con residuos orgdnicos municipales. No obstante, existe controversia entre
los resultados debido a que la literatura también establece que en la fase mesdfila del compostaje
el pH tiende encontrarse en valores de pH acidos (4.5- 5.5) por la hidrdlisis de los compuestos
organicos (Cérdoba, 2006). Sin embargo, Hachicha et al. (2009), atribuye los valores de pH alcalino
a la descomposicion de compuestos con nitrdgeno como las proteinas presentes en el material

organico.
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Grafica 4. Perfil de pH de la biopila.
Mesofilia, Termofilia, Enfriamiento, Maduracion.

9.1.2. Caracterizacién fisicoquimica de la composta en fase meséfila y terméfila.
En este apartado se presenta una tabla comparativa de las caracteristicas fisicoquimicas de la
composta durante la fase mesdfila y termdfila (Tabla 11).

Tabla 11. Caracterizacidn fisicoquimica de la composta

Parametro Unidades Fase meséfila Fase termdfila
Acidez CaCOs3 mg/L 19.8+0 9.9+0
Alcalinidad CaCOs; mg/L 67.7+0 8467
Dureza CaCOs mg/L 70+7.1 145.1+7.1
Fosfato mg/L 3+0.01 3.6+0.5
Amonio mg/L 0.545 £ 0.02 0.26 £ 0.03
Nitrito mg/L 0.0415 £ 0.04 0.37+0.03
Nitrato mg/L 2+0.14 12.95 + 0.07
DQOs mg/L 2450+ 7.1 1830+ 14.1

En la tabla 11, podemos observar que los valores de acidez fueron menores en la fase termdfila,
mientras que su alcalinidad fue superior. Estos resultados coinciden con el perfil de pH durante el

monitoreo de la biopila, en el cual la acidez disminuye y la alcalinidad aumenta conforme avanza el
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proceso como consecuencia de la degradacion de compuestos orgdnicos y nitrogenados presentes
en el material orgdnico (Tixie y Ruiz, 2018).

Con respecto a la dureza, se observé un incremento de la fase meséfila a la termdfila, de poco mas
del doble en la concentracion. Este aumento pudo estar asociado con la presencia de sales de
magnesio y calcio que se atribuyen a la degradacion de la materia orgdnica rica en clorofila
(vegetales verdes y hortalizas) y las cascaras de huevo presentes en los residuos (Spaccini y Piccolo.,
2008). En el caso del fosfato no se observé un cambio en la concentracion de la fase mesdfila a la
termofila .

Con respecto a los compuestos nitrogenados, se puede observar que, en la fase mesdfila, la
concentracién de amonio fue del doble que en la fase terméfila (0.26 + 0.03 mg/L). Esto se ha
relacionado con la actividad proteolitica que dan lugar a la liberaciéon de amonio y proteinas solubles
en las etapas iniciales del compostaje(Guardia et al., 2010). Mientras que, en términos de la
concentracion de nitrito y nitrato, observamos un incremento en la fase de termofila. Estos
resultados han sido asociados con la actividad metabdlica nitrificante que da lugar a la oxidacién del
amonio a nitrato (Guardia et al., 2010). Por otro lado, Soto et al. (2014), reporta que la composta se
puede considerar madura si tiene una relacién N-NH;* / N-NOs* no superior a 0.16, considerando
los valores de amonio y nitrato obtenidos, la composta en este trabajo tiene una relacién de 0.02 al
finalizar la fase termdfila.

Finalmente, en términos de la DQOs podemos observar una disminucién del 18.5% en su
concentracion al término de la fase termofila. Este decremento nos indica la estabilizacion de la
materia orgdnica durante el proceso de compostaje (Mohedo, 2002). Si bien no fue posible
determinar el carbono organico total, la determinacion de la DQO soluble de la composta
proporciona un control rapido para determinar el grado de estabilizacién, ya que, de acuerdo con
Soto et al. (2014), una composta puede considerarse estable si la DQO de su extracto acuoso es

inferior a 700 mg/L.

9.1.3. Evaluacion de la calidad de composta en fase de maduracion
Al final del proceso se obtuvo 2.741 kg + 0.008 de composta estable por lo tanto el rendimiento fue
de 69% * 0.09. La calidad de la composta se determind en la fase de maduracion en funcion del pH,
conductividad, temperatura y fitotoxicidad. Los resultados fueron contratados con lo establecido en
la norma mexicana NMX-AA-180-SCFI-2018, que indica los rangos que debe cumplir un compost
terminado para establecer su calidad, siendo la composta tipo |, la de mayor calidad y el tipo 3 la de

menor calidad (Ver Tabla 14)
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Tabla 14. Especificaciones por tipo de composta

Tipo de composta

Paramet
arametro I I n Este trabajo
oH 6.7-8.5 7.095
Conductividad 05-<4 4-<8 8-<12 1.3
eléctrica (dS/m)
Temperatura
medida a una 25°C — 35°C 36°C-50°C 28°C
profundidad > 50
cm
Fitotoxicidad (Indice 55909 16285290%  16280285% 95%,

de Germinacion, IG)

Nota: Calculos de indice de germinacién en anexo 10

De acuerdo con los pardmetros fisicoquimicos evaluados, la composta obtenida seria de tipo I, sin
embargo, es importante sefalar que la normatividad considera otros pardmetros los cuales no
fueron medidos en este trabajo como: porcentaje de materia organica, relacion C/N,
micronutrientes y granulometria (ver anexos 5, tabla 3).

La calidad microbioldgica de la composta se evalué en funcidn de la presencia de Coliformes fecales
y Escherichia Coli. Los resultados se presentan en la Tabla 14 y se contrastan con lo establecido en
la norma NMX-AA-180-SCFI-2018, que establece los valores maximos permisibles de patdgenos para

garantizar la seguridad de un compost.

Tabla 14. Especificaciones microbioldgicas

Microoreanismos Valores maximos permisible Valores obtenidos en este
& NMX-AA-180-2018 trabajo
Coliformes fecales <1000 NMP/g 604 NMP/g
Escherichia coli <1000 NMP/g 604.5 NMP/g

Los valores obtenidos en este trabajo estuvieron por debajo de los establecido en la norma, lo que

nos indican que la composta es higiénica y dptima para su uso y que paso por el proceso oxidativo
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y la fase de estabilizacion (debido a que se llevaron a cabo dentro de los limites de los factores clave
para la produccién de composta), por lo tanto, esta se encuentra practicamente exenta de
microorganismos patdgenos (Barrdn, 2013).

Otro factor a considerar es el origen de los residuos (fraccion organica de residuos sélidos urbanos),
que al ser de caracter domiciliar, la carga microbiana patégena es menor, en comparacién con otras
biomasas (como los lodos depurados del tratamiento de aguas residuales), por lo tanto, es mas facil
eliminarlos con las altas temperaturas alcanzadas durante el proceso (Bustamante et al., 2008)
Otro de los parametros que regula la norma mexicana es la presencia de metales pesados, ya que
pueden resultar toxicos para las plantas (Méndez et al., 2009). El nivel de peligrosidad de estos
metales va ligado a su toxicidad y persistencia. Los metales pesados que considera la normatividad
son el Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn. En la Tabla 15, se muestra una comparacion de la concentracion de
metales pesados que presentd la composta en mg/kg masa seca y los rangos establecidos por la
norma.

Los resultados indican que la composta en funcién de la concentracion de los metales, salvo la
concentracion de As, se puede considerar de tipo I. La elevada concentracidn de As en la composta
obtenido pudo estar asociado a la tierra utilizada en la biopila, ya que el As puede tener origen
natural (como erosidn de rocas y minerales que contengan As) o antropogénico (actividades de
mineria y fundicion, uso de conservantes de la madera y aditivos alimenticios para ganado...etc.)
(Garelick et al., 2008). A su vez, algunos fertilizantes pueden suponer un aporte de arsénico al suelo
(He et al., 2005), al igual que los residuos urbanos que derivan en la obtencién de lodos de

depuradora y composta, que son usados ocasionalmente como enmiendas orgdnicas de suelos.

Tabla 15 Concentraciones maximas de metales pesados segun el tipo de
composta

Metales pesados ~ Composta NMX-AA-180-SCFI-2018

(mg/kg masa seca)  obtenida

Tipol Tipo2 Tipo3

As 1.7 0.1 0.7 2
Cd 0.6 0.7 1 2
Cr 10 70 70 250
Cu 31.8 70 150 300
Ni 12.8 21 60 90
Pb 22.8 45 120 150
Zn 109.6 200 500 500
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También la presencia de algunos metales podria estar relacionada a la mezcla de la fraccién organica
de residuos urbanos con residuos inorganicos o de manejo especial como: las pilas usadas (presencia
de Cd, Ni y Cr), recipientes metalicos, pinturas, tintes, marcaje de cartones, o aditivos de
polimerizacién usados en los plasticos (Mohedo, 2002). En general podriamos decir que la mayoria

de estos metales proceden de la actividad industrial ya sea directa, o indirectamente.

9.2. Aislamiento e identificacion bacteriana
9.2.1. Caracterizacidon de morfologia macroscopica y microscopica
Del muestreo realizado durante la fase termofila del proceso se obtuvieron dos morfologias
coloniales distintas, las cuales fueron resembradas por estria cruzada a 50 °C, con la finalidad de
verificar su caracteristica termoestable y su morfologia. Las cepas termoestables presentaron una
morfologia colonia puntiforme con borde completos, elevados suaves, brillantes y de consistencia
dura (P11) y la cepa (112) presenté morfologia colonial irregular con bordes convexos, filamentosos,

suaves, brillantes y de consistencia dura (Fig. 9).

Figura 9. (A) Cepa P11, (B) Cepa 112
A partir de las colonias crecidas de las cepas 112 y P11 en placas de agar CMC al 0.1%, se realizaron
frotis, los cuales fueron analizados con tincion Gram y observados por microscopia dptica bajo
objetivo de 100X (ECLIPSE E200, Nikon); ambas cepas presentaron formas bacilares con tincidn
Gram positivas (Figura 10), los resultados coinciden con lo reportado por diversos autores como:
Rodriguez y Llenque (2016), quienes reportaron que a partir de composta de residuos frescos en
fase mesdfila, aislaron tres bacteria celuloliticas , una con morfologia colonial irregular, pequena,
seca, plana y opaca y 2 con morfologia irregular, pequefia, cremosa y plana, ademas las 3 colonias

presentaron morfologia microscopica bacilar Gram positiva; Jaramillo et al. (2003), reportaron el
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aislamiento de nueve cepas bacterianas con morfologia bacilar Gram positivas y con capacidad

celulolitica cuando se tomaron muestras de la fase termdfila de composta de residuos organicos del

sector urbano y rural; y Bohérquez y Pérez (2007), que a partir del compostaje de materia organica

en fase mesdfila, encontraron seis cepas bacterianas bacilares Gram positivas con capacidades

celuloliticas.

Figura 10. (A) Cepa P11, (B) Cepa 112

9.2.2. Caracterizacién bioquimica

Con la finalidad de establecer mas caracteristicas metabdlicas de las cepas aisladas se realizaron las

pruebas bioquimicas, los resultados se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Pruebas bioquimicas

Prueba Bioquimica Cepall2

Cepa P11

*Glucosa, sacarosa y lactosa +

+

*Produccidn de gas +

+

*Produccion de acido sulfhidrico -

**Movilidad +

**|ndol -

**Qrnitina -

***Reduccion de sulfato -

**+*ndol -

***Movilidad +

Urea -

Citrato -

Caldo nitroso (reduccion de nitrato)

Manitol

+
Glucosa +
+
+

Sacarosa

Lactosa -
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Crecimiento en NaCl 7.5% + +

Licuefaccidn de gelatina + +
Hemolisis de eritrocitos bovinos Hemodlisis alfa Hemodlisis alfa

*Prueba TSI, ** Prueba MIO, ***Prueba SIM
Nota: Evidencia fotografica en anexo 8

El perfil bioquimico de ambas cepas (112 y P11), indicd su capacidad para asimilar la glucosa,
sacarosa y manitol como fuente de carbono, la produccion de gas y reduccion de nitratos. También
mostraron movilidad y crecimiento en solucién de NaCl al 7.5%(p/v), asi como la capacidad
proteolitica sobre la gelatina y hemdlisis alfa en eritrocitos bovinos. Con base en el perfil bioquimico
y la morfologia macro y microscdpica, ambas cepas fueron identificadas como del género Bacillus,
teniendo como referencia los cuadros de identificacion y clasificacion de género y especie propuesta
en el Manual de Bergey’s (Vos, et al.,, 2011), y de Diagndstico Microbioldgico (Bergey, 2009;
Koneman, 1997; Mac Faddin, 2003). Sin embargo, para tener una mayor especificidad en la

identificacion de ambas cepas se realizd un andlisis molecular.

9.2.3. Caracterizacidn molecular

La identificacidn a nivel de género o especie de los aislados obtenidos (Fig. 12 A) se realizé6 mediante
la amplificacion por PCR la region del gen 16s del rDNA (Fig. 12 B). Para ambas cepas bacterianas se
logré amplificar un producto PCR de entre 1400 y 1500 pares de bases, los cuales fueron purificados
(Fig. 12 C) y enviados a secuenciar en ambos sentidos a la empresa MACROGEN Inc. en Corea.

Las secuencias genéticas de cada cepa (Fig. 13) fueron comparadas en la base de datos GenBank. El
andlisis de las secuencias arrojé que una similitud del 97.80 % con Bacillus sp para la cepa P11,

mientras que para la cepa 112 se obtuvo una similitud del 100 % con Bacillus licheniformis (Fig. 14).

PM 112 P11 PM P11 112 PM P11 112
2000 pb ! SRS p— §:§ .
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= - 14Deph :-: . 1500 pb ‘-—-’_H
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- it b . b

Figura 12. Gel de electroforesis: (A) extraccion de ADN bacteriano, (B) amplificacion gen ARNr 16s,

(C) purificacion de amplificacion
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Figura 13. Electroferograma de la secuenciacién del gel ARNr 16s.

Cepa P11
D " s e N Max Total Query E Per Acc
escription cientific Name
; Score Score Cover value Ident Len Accession
g
Bacillus sp. D-1-3 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence Bacillus sp._D-1-3 2351 2351 100% 00 97 80% 1449 KF663059.1
Cepa 112
Max Total Quen Per.
Description Scientific Name * =Y = N Acc.Len  Accession
Score Score Cover wvalue Ident daaia
-
Bacillus licheniformis strain MPF22 165 nibosomal RNA gene_partial sequence B: 2590 2590 100% 0.0 100.00% 1426 T487672 1

Figura 14. Comparacion de las secuencias obtenidas en la base de datos GenBank

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Bhattacharya (2014), quien indica que,
dentro del consorcio microbiano presente en la fase terméfila del proceso de compostaje, esta en
mayor proporcién las bacterias del género Bacillus (B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis). Su
presencia ha sido asociada a la produccion de celulasas termoestables (30-80 °C) (Acharya y
Chaudhary, 2012), su capacidad metabdlica en un amplio rango de pH (4-9) y su tolerancia altos
porcentajes de salinidad (2.5-15%) (Li, 2012). El género Bacillus tiene un papel de suma importancia
en la degradacién de compuestos complejos como la celulosa (Bhattacharya, 2014). Fracchia et al.
(2006), consideran que los microrganismos del género Bacillus tiene un amplio uso a nivel industrial

debido a su facilidad de cultivo, capacidad celulolitica y secrecién de proteinas de forma
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extracelular, ademds no son considerados patogenos ddndoles un nivel de seguridad para la salud.
Debido a estas caracteristicas diversas especies de este género han sido aisladas de diferentes de
residuos de biomasa lignoceluldsica en proceso de degradacidon (Ventorino et al., 2015), residuos de
la industria del papel (Rawat, 2012), y sistemas de compostaje de residuos de cocina, jardin y
desechos sélidos municipales (Ryckeboer et al., 2003).

Especificamente para el caso de Bacillus licheniformis, Sivakumar et al., (2016) reportaron el
aislamiento en agar CMC al 1% de 11 bacterias, a partir de 25 muestras de composta en fase
termdfila, con un didmetro de halo de hidrdlisis de celulosa mayor o igual a 10 mm de los cuales 8
fueron identificados como Bacillus licheniformis mediante la secuenciacién de ARNr 16S. Mientras
que Bacillus sp ha sido aislado de composta de residuo organico (Rodriguez y Llenque, 2016) y de
residuo de cultivo de crisantemo (Bohdrquez y Pérez, 2007), pero en fase meséfila, por lo que es
interesante haberlo aislado en fase termofilica en este trabajo.

En general el género Bacillus y especies como B. cereus, B. licheniformis, B. subtillis, B, coagulans,
entre otras han sido reconocidas como microorganismos con potencial biotecnoldgico (Aulitto et
al., 2017). Ya que estas bacterias biosintetizar enzimas celuloliticas que les confiere la capacidad de
descomponer la biomasa celuldsica de residuos orgdnicos en azlcares fermentables para la
produccion de biocombustibles y productos quimicos a partir de recursos renovables (Juturu y Wu,

2014).

9.3. Determinacion de la actividad celulolitica cinética
9.3.1. lIdentificacidn de la actividad celulolitica
Una vez identificadas las cepas bacterianas se procedid a realizar la prueba de confirmacion de
actividad celulolitica, con la cual se evalta cualitativamente la hidrolisis de celulosa a través del
revelado de zonas de aclaramiento utilizando Rojo Congo al 1% (p/v). Se obtuvieron halos de
hidrdlisis con un didmetro de 12 mm = 1.4y 21.5 mm £ 0.7 para la cepa Bacillus sp P11 y Bacillus
licheniformis 112 respectivamente (Figura 11). Los diametros de hidrdlisis obtenidos en este estudio
coinciden con el trabajo de Rodriguez y Llenque (2016), quienes reportaron didmetros de 12, 15y
17 mm para cepas celuloliticas. Mientras que Jaramillo et al. (2003), reportaron que de nueve cepas
aisladas solo tres presentaron actividad celulolitica con didmetros de hidrdlisis de 25mm y 0.5mm.
Por otro lado, Bohdrquez y Pérez (2007); reportaron diametros de halos de hidrélisis de 0.2 hasta
0.35 mm. Mientras que Siu-Rodas et al. (2017). reportaron halos de hidrélisis con diametros de 15,
18 y 20 mm para cepas celuloliticas aisladas a partir de la fase termdfila de composta de residuos

de café.
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Figura 11. Halos de hidrolisis Ay B: Cepa P11, Cy D: Cepa 112

9.3.2. Evaluacion de la cinética bacteriana
Se realizé la cinética de crecimiento in vitro de las dos cepas bacterianas en medio de cultivo liquido
con CMC al 0.1% como unica fuente de carbono. En la grafica 4, podemos observar que el de
crecimiento de la cepa B. sp P11 presenté una fase estacionaria de 6 horas, seguida de una fase
exponencial de 29 horas (de las 6 a las 35 horas) y finalmente una fase de decaimiento de 13 horas.
La curva de crecimiento de la cepa B. Licheniformis 112, mostré una fase lag durante las 3 primeras
horas de incubacion, posteriormente se presentd una fase exponencial hasta las 40 horas, para
después entrar en estado estacionario. Da Silva et al.,, (2021) reportaron para un cultivo de B
licheniformis una fase lag de 14 horas al utilizar CMC al 0.5% y una fase lag de 16 y 17 horas al utilizar
glucosa y glucosa + caseina respectivamente, los resultados nos indicaron que a pesar de que la
glucosa es una molécula con estructura mas sencilla que la CMC, B licheniformis tiene la capacidad
metabdlica para generar la maquinaria enzimatica para asimilacion de celulosa, y esto podria
atribuirse al origen de aislamiento de la cepa. Por otra parte, Sivakumar et al. (2016) reportaron una
fase lag de 2 horas para tres cepas de B. Licheniformis cultivadas en CMC al 1% p/v, sin embargo, el
tiempo de duracion de la fase exponencial fue diferente para cada cepa (4, 6 y 8 horas
respectivamente) y con diferencia en el tiempo de actividad maxima de la celulasa de cada cepa,

indicando una correlacién entre el crecimiento celular y la actividad de la celulasa.
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Grafica 4. Curva de crecimiento celular de la cepa B. licheniformis P11y B. sp 112

A partir del perfil exponencial de cada cultivo se determiné la velocidad especifica de crecimiento
(1) mediante el analisis logaritmico, una vez determinadas se calculd el tiempo de duplicacion (td)
de cada cultivo. En este trabajo el td y la velocidad especifica para la cepa B. sp P11 fue de 9.61h vy
con una p de 0.0721 h'!, mientras que para la cepa B. licheniformis 112 fue de 8.85 h y 0.0783 h'%,
respectivamente. En la tabla 13, se presentan los parametros cinéticos obtenidos en este trabajo y
los reportados por otros autores. Se puede observar que los tiempos de duplicacién en este trabajo
se encuentran entre los valores reportados, sin embargo, la comparacion es cuestionable ya que las
condiciones de cultivo (en referencia a la fuente de carbono) no son equiparables. No obstante, nos
permite establecer que el tiempo de duplicacién depende de la especie, la concentracién del
sustrato y de la complejidad estructural de la fuente de carbono. Por ejemplo, Da Silva et al. (2021)
reportaron un tiempo de duplicacién de 11.5 h al utilizar como fuente de carbono CMC al 0.5%, sin
embargo, al utilizar un medio con Glucosa y Caseina, el tiempo de duplicacién se reduce a 6.3 h.
Mientras que O’Hair et al. (2020) reportaron un tiempo de duplicaciéon de 0.43 horas (26 min) al

utilizar glucosa al 6%.
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Tabla 13. Tiempo de duplicacidn de Bacillus sp y Bacillus licheniformis

Fuente de Tiempo de
Referencia Cepa u (h?) duplicacién R?
carbono (h)
) B.sp P11 CMCO0.1% p/v 0.0721 9.61 0.9953
Este trabajo : : :
B. licheniformis 112 CMCO0.1% p/v 0.0783 8.85 0.9234
CMC0.5% p/v 0.06 11.5 -
Da Silva et al,, B. licheniformis Glucosa 1% p/v 0.11 6.3 -
2021 BCLLNF-01 Glucosa 1% +
Caseina 1% p/v 011 6.3 i
O’Hair et al., B. licheniformis Glucosa i 0.433 i
2020 YNP5-TSU 6% p/v ’

10. Conclusiones

e El proceso de compostaje en biopila cerrada y con volteo manual permitié observar 4 fases
tipicas del proceso en 133 dias.

e De acuerdo con la normatividad mexicana se obtuvo una composta de calidad “tipo I.”

e Se aislaron dos cepas morfolégicas diferentes, pero con una actividad metabdlica igual de
acuerdo con las pruebas bioquimicas.

e La técnica de identificacidon genotipica permitié establecer que las sepas aisladas fueron de B
licheniformis y B sp.

e Laactividad celulolitica y cinética del cultivo evidencian la capacidad hidrolitica de ambas cepas

e B. sp presentd una velocidad especifica de 0.0721 h-1 y td de 9.61 h, mientras que B.
licheniformis presentd una velocidad especifica de 0.0945 h-1vy td de 7.33 h.

e Blicheniformis presenté mayor didmetro de hidrolisis, una velocidad especifica mayor y tiempo
de duplicaciéon menor que B. sp.
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12. Anexos

10.

11.
12.

13.

Anexo 1: Extraccién de ADN genémico de bacterias Gram positivas.

Se colocd 1 ml del cultivo de 24 horas de la cepa muestra en un tubo de microcentrifuga de
1.5ml.

Se centrifugd a 14000 x g durante 2 minutos para sedimentar las células bacterianas y se
decanté el sobrenadante.

Se resuspendié el sobre nadante con 480 puL de EDTA a 50 mM y se agregd 16 uL de lisozima.
Se incubd la muestra a 37°C durante 45 minutos, se centrifugo a 14000 x g por 2 minutos y
se decantd el sobrenadante.

Se agregd 600 pL de solucién de lisis de nucleos y se mezcld con la micropipeta para
resuspender las células, se incubd a 80°C durante 5 minutos y se dejo enfriar a temperatura
ambiente.

Se agregod 3 pl de solucion de ARNasa al lisado celular, se cerro el tubo y se invirtié 5 veces
para mezclarlo, se incubd a 37°C durante 30 minutos y se dejé enfriar a temperatura
ambiente

Se agregd 200 pL de solucidn de precipitado de proteinas, se mezclé a alta velocidad en el
vortex por durante 20 segundos y se incubd en hielo por 5 min.

Se centrifugd a 14000x g durante 3 minutos y el sobrenadante se transfirié a un tubo de
microcentrifuga limpio de 1.5 ml con 600 uL de isopropanol

Se mezcld el tubo suavemente por inversion y se centrifugo a 14001 x g por 2 minutos

Con cuidado se retird el sobrenadante y se dejo escurrir el tubo sobre papel adsorbente y
se afiadié 600 plL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se mezclé suavemente por
inversion

Se centrifugo a 14000 x g por 2 minutos y se aspiré con cuidado el etanol

Se dejo secar le sedimento al aire libre por 10 a 15 min y se le agregd 100 uL de solucién
rehidratante de ADN y se incubo a 65°C por 1 hora

Cada muestra de ADN se etiqueto y se guardd a 4°C
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Anexo 2: Electroforesis

La integridad del ADN extraido se determiné mediante la separacion de los fragmentos en geles de
agarosa al 1%, de igual forma se determind la integridad y concentracién para secuencias de los

productos de PCR (Aguirre-Garrido et al., 2012).

A continuacion, se presenta la metodologia para la electroforesis

=

Se prepararon 35 mL de gel de agarosa al 1% p/v (agarosa / buffer TAE 1X).

2. Se calenté la mezcla en horno de microondas hasta disolver la agarosa.

3. Se colocé la agarosa liquida en la cdmara de electroforesis con la charola de geles y peine
para hacer los pozos y se dejo solidificar durante 20 min.

4. Seretird el peine y se le adiciond buffer TAE 1X.

5. Se cargaron 3 pL de marcador de tamafio molecular. Los marcadores de tamafio molecular
utilizados fueron DNA de fago A digerido con EcoRlI (en el caso de visualizar DNA de alto peso
molecular) y marcador de 100 a 3,000 pb (Axygen, IDPIDO185432), en el caso de analizar
productos de PCR (gen 16S rRNA).

6. Se cargaron 5 pL en cada uno de los pozos (2 uL de buffer de carga de ADN + 3 uL de cada
una de las muestras)

7. Elgel se corrid a 100 volts durante 30 min.

8. Se coloco el gel en buffer de tincién de bromuro de etidio con una concentracion de 0.5
ug/mL, durante 15 min.

9. 10. Se reveld el gel en un transiluminador KODAK EDAS 290 con lampara UV y se guardo la

fotografia con el software K1D.

Para la cuantificaciéon de DNA en gel siguid la siguiente metodologia

1. Se seleccioné el drea de la fotografia del gel con el software K1D correspondiente a los
carriles donde corrieron las muestras durante la electroforesis.
3. Se le indicé al programa que detectara los carriles y las bandas de DNA corridas y se delimité el

contorno y el pico maximo de intensidad de las bandas.
6. Se registraron la intensidad neta y el drea de cada banda.

7. Se calculé la concentracidn de DNA contenida en cada banda con la siguiente ecuacion:

X_A*B
- C
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Ddénde X es la concentracién de DNA contenida en la banda, A es el producto de la intensidad neta
y el drea de la banda problema, B es la concentracidn conocida de una banda del marcador que
tiene un tamafio comparable con la banda problema, y C es el producto de la intensidad neta y el

area de una banda del marcador.

Anexo 3: Amplificacién del gen ARNr 16s
Las muestras se procesaron de la siguiente manera:

1. Se prepard la mezcla de reaccidn (Tabla 1), se mezcld bien y se colocd en un tubo para PCR.

Tabla 1. Mezcla de reaccidon para
amplificacién del gen 16S rRNA por PCR
Reactivo uL (1x)
Master Mix 12.5
Primer 27F 1

Primer 1492R 1

Agua 9.5

2. Seagregd 1 plL de la dilucion de DNA gendmico de la muestra para tener un volumen final
de reaccion de 25 plL y se centrifugd 30 segundos.

3. Se colocaron los tubos en el termociclador con las condiciones necesarias para la
amplificacion especificadas en la tabla 2

Tabla 2. Programa de amplificacion de gen 16S rRNA para termociclador
Paso Tiempo (min) | Temperatura (°C)

Desnaturalizacion inicial 5 94

Desnaturalizacion 0.5 94 35 ciclos
Alineamiento 0.5 52

Elongacion 0.5 72

Elongacion final 1 72

Conservacion oo 4

Las secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del gen 16S rRNA son:
27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
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Anexo 4: Purificacién kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

Metodologia de purificacién de productos de PCR con el kit de purificacién Wizard de PROMEGA:

1.

10.
11.

12.

13.

Se homogenizo el tubo con la reacciéon de PCR del gen ARN r 16S de cada muestra, se
agregaron 5 volumenes de la reaccion de PCR en el Spin Bind y se mezcld con la
micropipeta.

Se transfirié la mezcla a la unidad de filtracion Spin Filtery se centrifugd 30 segundos a
14,000 rpm. Se removiod la canastilla y se descarté el liquido por decantacién.

Se volvié a colocar la canastilla y se adicionaron 300 pL de buffer Spin Clean al filtro, se
centrifugd 30 segundos a 14,000 rpm y se removio la canastilla para descartar el liquido
por decantacién.

Se volvié a colocar la canastilla y se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm.

Se transfirid la canastilla con el filtro a un microtubo de 1.5 mL nuevo y se agregaron 50 pL
de buffer de elucion (Tris 10 mM) en el centro de la membrana de filtracion.

Se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm vy se retird la canastilla del tubo con el producto de
PCR purificado.

Se almacend el producto de PCR a -20°C.
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Anexo 5

Tabla 3. Especificaciones por tipo de composta terminada

i Tipo de composta
Parametro I | o T
pH 6.7-85
Conductividad eléctrica 05d5/m-= P ; P
(deciSiemens/metro dS/m) 4 dS/m 4 dS/m - =8 dS/m 8 dS/m-=12dS/m
Materia crgamica -
(% MS) =50% 30%-50% 20% -30%
Minimo 10 %
Carbeno organico total Debe indicarse en la etiqueta el resultado del altimo analisis
realizado
Nitrdgeno tetal
(% MS) 3% 2% 1%
Relacién C/N 15-<20 20=325
Macromsirimentos Del®%a3 %__F-Lll cualgquiera de ellos ¥ su suma = '% debe
imarios (Nitrogeno (N) portar la leyenda “Composta - mejorador de suelo organico™. St
]:P;::i:om@) Potasio{K}e;l cualguiera excede 3 % o la snuma es mayor a 7 % debe portar la
(% MS) leyenda “Fertilizante orgamico”™ v se debe mdicar las cantidades
para cada macronutrimento.
Granulometria < 10 mm 10 mm = 30 mm
_ Fitotoxicidad
(Indice de Germinacién, IG>=90% IG85%a% % IG80%a85%
1G)
Temperafura medida a 25°C—35 °C 36°C—50°C

una profundidad = 50 cm

Tabla 4. Elementos traza, concentraciones maximas en mg/kg en base seca

. . Cr Cr .
Nivel - Tipo | As Cd total | hexavalente Cu Hg Ni Pb Zn

Nivel 1 — 0.1 0.7 70 0.5 70 0.4 25 45 200
Tipo 1

Nivel 2 — 0.7 1 70 0.5 150 0.7 60 120 500
Tipo 11

Niwvel 3 — 2.0 2 250 0.5 300 1.5 90 150 500
Tipo III

NOTA: As=Arsénico; Cd= Cadmio; Cr total= Cromo Total; Cr hexavalente= Cromo Hexavalente,
Cu=Cobre; Hg=Mercurio; Ni=Niquel; Pb=Plomo; vy Zn=Zinc.

Tabla 5. Especificaciones microbioldgicas

Microorganismos

Valor maximo permisible

Coliformes fecales

< 1000 NMP/g (en base seca)

Escherichia coli

= 1000 NMP por g en base seca

Salmonella sp.

Ausente NMP en 25 g (en base seca)

Huevos de Helmintos viables

| en 4 g (en base seca)
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Anexo 6

Metodologia de nimero mas probable en tubos multiples (NMX-AA-042-SCFI-2015)

Los medios utilizados para cada prueba y microorganismos se especifican en la siguiente tabla:

Pruebas presuntivas para coliformes totales y E. coli

1.

Se prepararon 15 tubos con 10 ml de medio Caldo lactosado doblemente concentrado
con campanas de Durham y se estilizaron en autoclave a 120°C y 15 psi por 15 minutos.
Se tomaron 10 g de composta y colocaron en 90 ml de agua destilada, se colocé en
agitacion por 10 min y se dejé reposar 30 minutos, a partir de esta muestra se prepard
una dilucién 1:100.
Se inocularon los 15 tubos con la dilucién preparada de la siguiente forma:

e 5 tubos con 10 ml de muestra.

e 5con 1mlde muestra.

e 5con 0.1 ml de muestra.
Se incubaron a 35°C por 24 horas + 3 horas (44.5°C por 24 horas % 3horas E. coli).
Se determino si el tubo era positivo si presentaba turbidez en el medio y acumulacién
de gas en la campana de Durham.

Prueba confirmativa para coliformes totales y E. coli

1.

Se prepard la misma cantidad de tubos positivos en la prueba presuntiva con 10 ml de
caldo lactosado bilis verde brillante y tubos Durham.

Se inoculo cada uno de los tubos con 1 ml de los tubos presuntivos y se incubaron a 37°C
por 24 horas + 3 horas. (44.5°C para por 24 horas * 3 horas E. coli).

Se determino si el tubo era positivo al presentarse acumulacion de gas en el tubo
Durham.

Nota: A falta de reactivo de Kovac para la confirmacion de E. Coli se realizé la resiembra de
los tubos positivos en la prueba confirmativa en medio selectivo E.M.B (Eosina y Azul de
metileno), se tomd como positivo el tubo confirmativo si en el medio selectivo presentaba
crecimiento.

Anexo 7

Alcalinidad

La alcalinidad total se determind siguiendo la formula establecida en la norma mexicana NMX-AA-
036-SCFI-2001.

Donde,

CaCo, - (A = B)(SCO)(IOOO)

CaCO3 = Es la alcalinidad total (mg/L)

A: Volumen de H,SO;, utilizado al vire de la fenolftaleina.
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B: Normalidad de la solucién de H,SOa.
C: Volumen de la muestra en mL.
50: factor de conversién eqg/L a mg CaCOs.
1000: factor de conversién mL a L.
Acidez

La acidez total se determind siguiendo la formula establecida en la norma mexicana NMX-AA-036-
SCFI-2001.

Caco, - (A * B)(SCO)(1000)

Donde,
CaCO; = Es acidez total (mg/L)
A: Volumen de NaOH utilizado al vire de la fenolftaleina.
B: Normalidad de la solucién de NaOH.
C: Volumen de la muestra en mL.
50: factor de conversién eqg/L a mg CaCOs.
1000: factor de conversién mL a L.
Dureza

La dureza total se determiné siguiendo la formula establecida en la norma mexicana NMX-AA-072-
SCFI-1981

(A * B)(1000)

CaCo; = -

Donde,

CaCO5 = Es dureza total (mg/L)

A: Volumen de EDTA utilizado al vire.

B: mg de CaCOs equivalente a 1 ml de EDTA.
C: Volumen de la muestra en mL.

1000: factor de conversion mL a L.
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Anexo 8

Imagenes de Pruebas bioquimicas

TSI (Triple-Azucar-Hierro)

Citrato

MIO (Motilidad-Indol-Ornitina)
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SIM (Sulfuro-Indol-Movilidad)

3 Cepa 112

Ureasa

Reduccion de nitratos

Glucosa, manitol, sacarosa, lactosa

Cepa 112

SACAROSA GLUCOSA MANITOL LACTOSA
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Cepa P11
SACAROSA  GLUCOSA MANITOL  LACTOSA

NaCl 7.5%

Licuacion de Gelatina

Cepa 112
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Anexo 9

Electroforesis de extraccion de ADN bacteriano

Grafica de pureza de ADN

Cepal1.22 o e
) ﬁi&ﬂiﬁ A 3 et
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30 330 350 pgiml
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60 A260 =148
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Electroforesis para productos PCR

P11

Intensity (int)

P11 112

[Band No.[Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)[Abs. Quant. (ng)|Rel. Quant.[Band %|Lane %

1 [ N/A| 0.405| 1,202,715 78.9| N/A| 100.0[ 330]
112
o
g
= 20007
N
:
£ 15007
10 h -y N
i
ane 0325 ose RF ars 1

|Band No.|Band Label [Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)|Abs. Quant. (ng)|Rel. Quant.|Band %|Lane %
| 1] [ N/A[ 0.404| 2,228,700 142.2| NA[ 1000[  48.0
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Anexo 10

Calculo de indice de germinacién

10
GRS (%) = 0" 100

GRS (%) = 100

En la Tabla 6 se muestra la longitud de radicula de las plantas

Longitud de la radicula (cm) Promedio
EC 3 1 2.5 1.5 1.5 1.5 3 2.5 3 3 22.5
Control | 2 2 1.5 2.5 2.5 3 3 2.5 2 2 23.5

Nota: EC extracto de composta

22.5
CRR(%) = 235 " 100

CRR(%) = 95

C - 100 * 95
100
IG = 95%

Extracto de composta
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