Resumen

En la actualidad la fabricaciéon de abonos organicos (aof)
ha adquirido gran importancia debido a la necesidad de
adicionar materia organica para mejorar condiciones del
suelo y fuentes de nutrientes inorganicos para las plantas.
La calidad de los aof se mide a través de diferentes méto-
dos: composicidn quimica, actividad enzimatica, procesos
de mineralizacién, humificacion y poblaciones microbianas
entre otros. En la pila la preparacién presenta ambientes
oxicos y anodxicos que tienen porcentaje de humedad, pH y
temperatura diferentes, lo que implica que las poblaciones
microbianas corresponden a estos ambientes asi como a las
materias primas incluidas (de origen organico e inorganico),
en el proceso. Resultan, en consecuencia, nuevas molécu-
las producto de la fermentacion de estos materiales. Debido
a los volteos que se deben dar para homogenizar el mate-
rial, estos ambientes se ven alterados por lo que cambian
las condiciones abidticas para las poblaciones, las cuales
fueron medidas en el nicleo y la corteza en tres estratos
diferentes. La cuantificacion de microorganismos fijadores
de nitrdgeno (MFN), microorganismos solubilizadores de
fosforo (MSF) y microorganismos sulfato reductores (MSR)
(durante el proceso y al final del mismo) permiti¢ establecer
que los MFN muestran los niveles mas altos.
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Abstract

Organic fertilizers manufacture has currently taken a great
importance due to the need to add organic matter to impro-
ve soil conditions, and inorganic nutrient sources for plants.
The quality of the AOF is measured by different variables:
chemical composition, enzymatic activity, mineralization
and humus-making processes, and microbial populations,
among others; the preparation shows oxic and anoxic envi-
ronments with different moisture percentage, pH and tempe-
rature, which means that microbial populations correspond
to these environments as well as to the raw materials (from
both organic and inorganic origin) included in the process.
Consequently, new molecules are produced by these mate-
rials” fermentation. These environments get altered due to
the turn-overs needed to homogenize the material so the
abiotic conditions for the populations change. These popu-
lations were measured in the nucleus and the crust, in three
different strata.

The quantification of nitrogen-fixers microorganisms (MFN),
phosphorus solvent (SPS) and sulfate reducer (MSR), both
during and at the end of the process, allowed to determine
that MFN show the highest populations while the other popu-
lations evaluated are not relevant.

Keywords: Sulfate reducers, nitrogen fixers, phosphorus sol-
vent, aerobic, anaerobic.
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INTRODUCCION

a produccion agricola requiere el su-

ministro de enmiendas o fertilizantes

que provean nutrientes a las plantas.

La nutricién vegetal estd basada en

la absorcién de iones disponibles en

la solucién del suelo. Los elementos
provienen de moléculas organicas e inorganicas ge-
nerando en el suelo dinamicas de mineralizacion,
solubilizaciéon e inmovilizacion donde participan
microorganismos que segregan las enzimas corres-
pondientes en cada caso.

En el pais existe interés por la fabricaciéon de aof
utilizando para ello diferentes fuentes de materias
primas de origen vegetal o animal. Cada una tie-
ne sus propias caracteristicas y provoca diferentes
reacciones en la descomposicién, asi como cambios
de olor, color, aspecto y tiempos de mineralizacién
dependiendo de la relaciéon C/N del compuesto ori-
ginal. Estas mezclas repercuten en la composicién
del producto final porque las moléculas organicas se
desnaturalizan y se generan subproductos que pue-
den reaccionar formando otros compuestos

En trabajos anteriores Garcia et al. (2006) encon-
traron que cuando se estabiliza un aof a tempera-
tura ambiente, humedad del 20%, C/N del 15%, CO
del 12%, los elementos disponibles y unidades for-
madoras de colonia (UFC/g) de poblaciones micro-
bianas no muestran relacién directa puesto que los
aof contienen bajos porcentajes de N, P, K, Ca, Mg y
S; pero si tienen poblaciones importantes de UFC/g
de bacterias Fijadores de Nitrogeno (MEN) y celulo-
liticos, algunos Solubilizadores de Fosfatos (MSF) y
muy escasas de Sulfato Reductores (MSR).

La importancia de MFN de vida libre en el aof y
el suelo, radica en la reduccién de nitrogeno de su
forma N2 en la atmésfera a amonio. De otra parte,
la mineralizacién o amonificaciéon de las proteinas
fuentes de nitrégeno en el abono y sus derivados,
los acidos nucléicos y compuestos aromaticos ocurre
cuando se degradan hasta N a través de reacciones
hidroliticas, en las cuales por acciéon de las enzi-
mas, se forman compuestos macromoleculares sobre
los que actGan posteriormente los microorganismos
dependiendo del ambiente al cual estén sometidos
como lo indica la tabla 1. Asi mismo, en la materia
organica existen varias clases de proteinas solas o
combinadas (lipoproteinas, glucoproteinas y nu-
cleoproteinas) y para su descomposicion se requieren
enzimas segregadas por organismos especializados
como bacterias (Bacillus, Bacterium, Pseudomonas,
Proteus); hongos (Trichoderma, Penicillum, Mucor,
Asrpergillus, Alternaria y Cladosporium) y algunos
actinomicetos que producen proteinas extracelula-
res (Coyne, 2000; Atlas y Bartha, 1998; Mayea et al,
1989; Burbano, 1989;)

En general, las bacterias que realizan la respira-
cién andxica poseen sistema de transporte de elec-
trones con citocromos, quinonas, ferrosulfoprotei-
nas y otras proteinas conductoras de electrones. Por
tanto, sus sistemas respiratorios son analogos a los
de los 6xicos convencionales (Madigan et al. 2004).

De acuerdo con Burbano (1989), el N presente en
un sustrato se ve sometido a una serie de trans-
formaciones en las que juega un papel importante
tanto la poblacién heterotréfica como la poblacion
quimioautotroéfica. Los procesos de mineralizacién-
inmovilizacién afianzan las transformaciones globa-
les del elemento en el suelo; en tanto que reacciones
especificas como la amonificacién, nitrificacion y
desnitrificacion, explican cambios o pasos parciales
en la dinamica del N.

Tabla 1. Ambiente de fermentacion y productos
generados en diferentes moléculas orgdnicas e inor-
gdnicas.

Producto Aerobico

Anaerdbico

Proteina, aminoacidos Amoniaco, anhidrido
azufrados y aromaticos

dcido sulfurico

Amoniaco, agua, anhidrido
carbonico, agua, sulfatoy | carbonico, mercaptanos,
indol y escatol

Aminodcidos de las
cadenas grasas, dcido
acético, propionico,
valeramico y butirico.

y amoniaco

Anhidrido carbonico, agua | Alcohol, metano

Acido fosfdrico, ortofosfato

Fosfito H;POy, hipofosfito
H;PO, H;PO,, fosfamina H;P

Cisteina, cistina, metionina | Disulfoxidos de cistina,

sulfato, dcido sulfinico,
sulfito, acido piritvico

Sulfuros, acido sulfhidrico,
dcido cisteinico, sulfonico, | mercaptano,
metilmercaptano

Fuente: Adaptado de Mayea et al., 1989

En los aof se registra pH entre 8 a 8.7 ambien-
tes, donde segiin lo reporta Campbell 2001, Nitro-
somonas oxidan amonio a nitrito, tomando el i6n
amonio y la hidroxilamina que no esta ionizada y
llevandola a nitrito en presencia nitroxilo y nitroxi-
lamina, asi como citocromos y flavoproteinas que
permiten la oxidaciéon de hidroxilamina. Luego el
Nitrobacter oxida el nitrito a nitrato, en un soélo
paso, con oxigeno molecular como el Gltimo aceptor
de electrones mediado por un sistema de citocro-
mos y produciendo ATP. Nitrosomonas y Nitrobacter
no realizan nitrificacién en pH menor a 6. Trabajos
anteriores han reportado, de manera cuantitativa,
UFC/g de Fijadores de Nitrégeno en los abonos or-
ganicos fermentados de manera cuantitativa, pero
no se han identificado mostrando poblaciones hasta
64x10° UFC/q.

Al igual que los compuestos nitrogenados, los fos-
fatos insolubles son llevados a la planta en formas
disponibles por microorganismos de especies como
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descom-
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de fuentes
organicas
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ro cComo
nucleopro-
teidos y
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da por altas
tempera-
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alrededor de
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Pseudomonas, Microbacterium, Micrococcus, Flavo-
bacterium, Penisillium Sclerotium, Aspergillus en-
tre otros: estos, crecen en un medio con fosfato de
calcio, apatito y otras formas insolubles; la via de
solubilizacién principal es la produccién de acidos
organicos (glucénico, madlico, succinico), asi como
los acidos nitrico y sulfirico. La actividad de solubi-
lizacion del fosforo es mayor a medida que aumenta
la actividad biolégica por medio de la produccién
de CO2 en el sustrato. De otra parte, la descom-
posicion de fuentes organicas de fosforo como nu-
cleoproteidos y lecitina se ve favorecida por altas
temperaturas y pH alrededor de la neutralidad; pero
la mineralizacién del fosforo depende de la sintesis
de fitasa, que producen algunos hongos como As-
pergillus, Penicillum, Rhisopus, Alternaria, Bacillus
v Pseudomonas.

El fosforo presente en el suelo estd constituido
por compuestos organicos e inorganicos, que pueden
ser afectados por diferentes transformaciones en las
cuales participan microorganismos. Dichos cambios
incluyen la modificaciéon de la solubilidad de com-
puestos inorganicos; la mineralizacién de compues-
tos organicos con resultados de interés directo para
la planta. Entre los mecanismos microbianos de la
disolucion de los fosfatos se ha demostrado el efecto
de la protonacién, la accién quelante de sustancias
organicas, y la accién de mecanismos reductores de
los cationes.

La calidad de un aof se mide actualmente desde
diferentes parametros asi: la Norma 5167 al igual
que el ICA tienen en cuenta porcentaje de N, P, Ca,
C/N, CO y humedad. Para Peldez . (2007) los crite-
rios de calidad se fundamentan en las correlaciones
existentes entre capacidad de intercambio catiénico
CIC, cenizas C en y CO. Asi mismo, es importante el
alcance de la CIC de acuerdo con los cambios opera-
dos en la matriz organica, al igual que la interrela-
cion entre las variables capacidad de retensién del
agua CRA, Cen y Densidad aparente Da y tamafio de
la particula TP. Para Zapata (2007) no existe una
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definicién universal de madurez del compost (Figu-
ra 1), por lo cual se deben buscar parametros que
permitan concluir que al final del proceso haya un
material estable en condiciones de compostaciéon o
con una minima transformacion, similar al proceso
pedolégico de formacion del humus.

Figura 1: Degradacion de distintos tipos de sustan-
cias con el tiempo en el proceso de compostacion.
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En consecuencia, los aof comienzan el proceso de
mineralizacion en la pila y el de humificaciéon en
el suelo, porque segin Zapata (2007) son etapas
simultaneas que sélo suceden interactuando y for-
mando asociaciones entre humus y arcillas.

El presente trabajo buscé cuantificar las UFC/g de
MEN, MSF y MSR durante y al final del proceso de
fermentacion en los aof, como indicador de calidad;
tomando muestras a diferentes alturas de la pila,
la cual que tiene un ambiente 6xico en la corteza
y anodxico en el nicleo debido a la acumulacién de
humedad.

METODOLOGIA

La investigacion, se realizé en la planta de pro-
cesos de abono organico mineral fermentado de

Agroindustria Tibana, en el predio el Porvenir, ubi-
cado en la vereda de Pantano Colorado, municipio
de Jenesano, provincia de Marquez, departamento
de Boyaca, Colombia; a 2.100 m.s.n.m., con tem-
peratura promedio de 17°C y pluviosidad promedio
de 900 a 1000 m.s.n.m. (POT - 2007. Municipio de
Jenesano Boyacad)

MATERIALES DE CAMPO Y
LABORATORIO

Infraestructura de 1000m2, piso firme, con cober-
tura en teja de zinc, alturas de 5 y 3 metros, en sis-
tema de mediaguas, encerrado en madera y lonas de
polipropileno con una altura de 1.8 m para permitir
la circulacién libre del aire. Las materias primas uti-
lizadas en la preparaciéon de los aof son estiérco-
les de: bovino, gallinaza, cama profunda de cerdos
montada en cascarilla de arroz, fuentes de minerales
de potasio, fosforo y calcio; ademas, se inocula con
aof liquido preparado con: contenido ruminal fres-
co, leche, melaza, agua y sulfatos de hierro, cobre,
magnesio, manganeso, potasio, zinc y acido boérico.
Para el desarrollo del trabajo de investigacion en el
laboratorio se emplearon los siguientes materiales:
camara de flujo laminar, nevera, jarrén de anaero-
biosis, cajas de petri, erlenmeyer, asas bacteriol6-
gicas, incubadora, auto clave, laminas portaobjetos,
laminas cubreobjetos y mechero de Bunsen.

METODOS DE CAMPO Y
LABORATORIO

Las muestras para el estudio fueron tomadas de
tres lotes en proceso para elaboraciéon de compost
comercial, obedeciendo a las variables independien-

tes de medio (6xico - anéxico)?, a los 15 y 30 dias
después de realizada la mezcla en estratos (bajo,
medio, alto)* asi: en recipientes de plastico limpios y
marcados se recogieron submuestras de cada estrato,
tanto 6xico como anoxico, éstas fueron homogeni-
zadas independientemente y luego se tomaron 5009
de cada una, se embolsaron, y marcaron indicando
fecha, estrato y dias de fermentacién. El proceso se
realizd sobre 36 muestras, 12 por cada lote.

Los analisis se llevaron a cabo en el Centro de In-
vestigaciones Microbiolégicas de la Universidad de
los Andes CIMIC, la cual se guia por el protocolo
Postgate JR 1963.

Disefio experimental. Se realizé al azar comple-
tamente (por estratos); con andlisis de varianza
2x2x3. Estos valores indican respectivamente medio
o0xico y anéxico, dias de fermentacion (15 - 30) y
los estratos (alto, medio, bajo).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos en los andlisis de laboratorio
se sometieron al programa estadistico SPSS (Statis-
tical Package for the Social Sciences). Teniendo en
cuenta la disparidad de valores entre MEN, MSF y
MSR los datos exponenciales se transformaron en
expresiones logaritmicas para hacer mas eficiente el
uso del programa.

Las UFC de los MSR no muestran diferencias signi-
ficativas (Figura 2) en ninguno de los bloques res-
pecto a los ambientes, tiempo y estrato. El analisis
estadistico efectuado no evidencia diferencias de
poblaciones; se hallaron valores entre menos de 10
UFC/g a 40.8x104 UFC/g, lo que indica la poca pre-
sencia de estos organismos en los diferentes estratos
y tiempos de fermentacion.

Respecto a la prevalencia de poblaciones MSR con

*Teniendo en cuenta el comportamiento de la pila se determiné que en la superficie (corteza) se pierde mas humedad por el contacto con el medio ambiente, en los
primeros 60 cm de arriba hacia abajo y se observa un color pardo, material mas suelto y la temperatura de 55°C en promedio durante los primeros 15 dias. Hacia
el centro (ntcleo) de la pila el color es negro, la temperatura es menor (35°C), hay menor evaporacion y el olor a sulfuros determina un medio sin oxigeno.

“Para que las muestras fueran representativas se tomaron a diferentes alturas tanto en el nicleo como en la corteza asi: abajo entre 0 y 0.50 m, en la mitad entre

0.50 y 1 my en la parte alta entre 1y 1.60 m.
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Figura 2. Microorganismos sulfato reductores
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Figura 3. Microorganismos solubilizadores de fosforo
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Figura 4. Microorganismos fijadores de nitrogeno

el tiempo de fermentacién los resultados reportan
que en el ambiente 6xico son mayores, mientras que
en el anoxico el valor desciende. De otra parte a los
30 dias cuando se estabiliza la pila en 16°C y al 15%
de humedad, los valores disminuyen para ambos am-
bientes.

Al respecto Fassbender (1982) y Campbell (2001)
dicen “la mineralizacion del azufre organico sigue el
mismo esquema presentado para el nitrégeno orga-
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nico. Las proteinas, los péptidos y otros compuestos
azufrados orgdnicos son depolimerizados hasta su
estado de aminoacido (cisteina, cistina, metionina)
tiosulfatos y tiourea”. Teniendo en cuenta que se-
gin Guarin (2005) los aof tienen un 7% de proteina,
el azufre de los aminoacidos se convierte en un pro-
ducto que puede ser reducido a sulfuros.

Segtin Burbano (1982) una porcién de sulfuro pro-
ducido por las bacterias en los ecosistemas anéxicos

no proviene del sulfato sino de los compuestos orga-
nicos. Esta fuente de H2S es probablemente la ma-
yor en aguas negras, en masas en descomposiciéon
de los residuos de plantas o animales y donde quiera
que mucha materia proteindcea y poco sulfato es-
tén presentes. Esta situacion es permanente en los
aof solidos, por cuanto, una de las materias primas
corresponde a la porquinaza por su alto contenido
de proteina.

Cuantitativamente, los MSR respecto a las colonias
fijadoras de nitr6geno son muy escasas en ambos
ambientes, estratos y dias de fermentacion, pero
muestran un aumento de los solubilizadores de fos-
foro. Este comportamiento si indica una diferencia
altamente significativa con respecto a ambiente,
dias y estrato con los fijadores de nitrégeno y signi-
ficativa con los solubilizadores de fosforo.

El fosforo es un elemento indispensable en la nu-
tricién vegetal; bien sea, de origen organico e in-
organico; en ambos casos se requiere de microor-
ganismos que los solubilicen o mineralicen a través
de enzimas (fosfatasas) y acidos organicos (lactico,
oxalico, citrico) e inorganicos (sulfarico) que per-
mitan la dindmica de este elemento (Burbano 1989,
Coyne 2000, Mayea 1982, Atlas y Bartha 2000).

Los resultados del presente ensayo para MSF no
muestran diferencias significativas entre factores y
niveles para ninguna de las variables; es decir, que
no hay disparidad entre las poblaciones reportadas
a los 15 y 30 dias, en los estratos y medios, corrobo-
rando lo encontrado en investigaciones previas reali-
zadas por el mismo grupo. El recuento de MSF arroja
valores menores de 10? hasta 18x10°, lo que indica
que no es un compuesto con importantes aportes de
estos organismos (Figura 3). En consecuencia se ne-
cesitan formas de fosforo disponibles para la plan-
ta, debido a que el valor promedio de pH es 8 y el
contenido de calcio alcanza 9%, lo que puede estar
promoviendo la fijacién del f6sforo como dicalcico.

Segtn Atlas y Bartha (1998) el fésforo no es un
componente abundante en la ecésfera y a menudo
llega a ser limitante para el crecimiento microbiano;
su disponibilidad esta restringida por su tendencia a
precipitar en presencia de metales bivalentes (Ca+,
Mg?+) y el ion férrico (Fe’+) a pH neutro o alcalino;
esto explica la poca presencia de MSF por cuanto
estas son las condiciones del aof segtn el reporte de
laboratorio sobre su composicién quimica; ademas,
el Ca tiende a reaccionar con el fosfato llevandolo a
formas poco solubles como el fosfato tricalcico de-
bido al pH alcalino de los compuestos.

No existe una diferencia significativa entre las va-
riables estrato, medio de fermentacién vy tiempo;
pero, para la condicién oxica se manifiesta que el
estrato medio a los 15 y 30 dias es el mas alto, mien-
tras que en la parte alta es menor. No obstante, para
el caso de la anaerobiosis el comportamiento de las
variables estrato y tiempo no tiene relacion directa,
viéndose afectada por el movimiento realizado en la

pila, cada 8 dias mediante un volteo mecanico donde
se cambian las condiciones de los microorganismos
que han permanecido en los diferentes estratos.

En general los aof muestran abundantes poblacio-
nes de diferentes colonias de MEN (Figura 4), que
van desde 3x10° UFC/g en un ambiente anéxico
hasta 10%x10° UFC/g; lo que resulta de gran impor-
tancia teniendo en cuenta que en este compuesto el
N no alcanza el 1%. Pero ademas las UFC de MEN ha-
lladas en los aof, tanto en la corteza (aerobio), como
en el niicleo (anaerobio), no reportaron diferencias
significativas con un nivel de confianza del 95% en
los distintos medios. Lo anterior puede ocurrir por
el volteo semanal de la pila, pues el ntcleo queda
expuesto a un ambiente 6xico. Al respecto Coyne
(2000) menciona, que la descomposicion de los com-
puestos organicos se realiza mas rapidamente por
parte de los microorganismos en condiciones 6xicas
y Atlas y Bartha (1998) aseqguran que Azotobacter
y Beijerinkia pueden fijar N a la presién normal de
oxigeno. Parece ser que protegen su nitrogenasa de
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reserva importante de microorganismos que minera-
lizan el nitr6geno de fuentes organicas favoreciendo
su disponibilidad; ademas, con los MEN de via libre,
es posible fijar nitrégeno atmosférico a temperatura
y presiones ambientales normales sin gasto de ener-
gia fosil.

Las poblaciones EN, se mantienen desde el
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la inactivacion oxidativa por una combinaciéon de
compartimentacién y de complejos mecanismos bio- CO NC I—US | ON ES
quimicos. Otros fijadores de nitrégeno de vida libre La oxigenacién del montén, a través del volteo,

como Azospirillum, fijan este elemento s6lo si la pre- puede inhibir el desarrollo de las bacterias sulfato-
sion del oxigeno es baja, como en el caso de los aof reductoras; porque el oxigeno no les permite vivir;

en el ambiente generado en el ntcleo. ademas, la pérdida de humedad, el aumento de tem-
El comportamiento de los microorganismos en los peratura y la variaciéon del pH cambian las condicio-
tres estratos del medio 0xico muestra disminucién nes para estos organismos.
de sulfato-reductores en el estrato alto, invariable Los sulfatos agregados al aof no son promotores
de los solubilizadores de fosfato y aumento de los de microorganismos sulfato-reductores, pero se con-
fijadores de nitrégeno. De la misma forma ocurre vierten en fuente de azufre y elementos menores
en el punto medio, pero en el bajo las poblaciones para la planta o para otras reacciones del mismo
evidencian tendencia a la disminucién; lo que in- abono.
dica cuales poblaciones prevaleceran en el aof en el La ausencia de MSR puede ser considerado un fac-
momento de su estabilizacion. tor de calidad, porque no se transforman los sulfatos
Las condiciones abioticas de la pila entre los 15 en sulfuros, compuestos toxicos para la planta.
y los 30 dias presentan disminucién de la humedad Los aof no tienen importancia respecto a las po-
y la temperatura, alterando las poblaciones en for- blaciones de MSF, seguramente por el bajo porcen-
ma drastica, debido a que en estos periodos se han taje de fuentes de elementos tanto de origen orga-
efectuado dos movimientos de la pila. La escasez nico como inorganico presentes en los mismos; los
de nitrégeno de ésta coincide con lo afirmado por bajos niveles pueden presentarse debido a que otras
Campbell (2001) los principales factores que contro- especies microbianas como los MEN, celuloliticos lo
lan el ciclo del nitrogeno son la temperatura y la consumen como fuente de energia transformandolo
disponibilidad de agua. En condiciones oxicas puede en su metabolismo. De otra parte, la ausencia de
haber desnitrificacién y fijacion de nitrégeno; en MSF puede obedecer al pH alcalino que tienen los
condiciones anoéxicas puede haber desnitrificacion abonos.
y fijacion de nitrégeno por Clostridium y algunas Los aof no son fuente de nitrégeno amoniacal ni
bacterias fotosintéticas y reductoras de sulfato. de nitratos para las plantas, pero constituyen una
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