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RESUMEN

Con el fin de aumentar los niveles de biodisponibilidad de nutrientes elementales como el
nitrégeno, fésforo y potasio involucrados en el desarrollo y crecimiento de las plantas; se
implementaron biodigestores de modalidad por lote para la digestibon de la materia
orgénica compuesta por: cascaras de frutas, estiércol vacuno, roca fosforica y alfalfa y su
posterior conversion a fertilizantes de tipo foliar. Dichos fertilizantes fueron analizados
bioquimicamente obteniendo concentraciones de nitrbgeno total de 5.36 %,
concentraciones de fésforo de 0.63 mg/L y concentraciones de potasio 5.32 mg/L que
representan a los mayores valores registrados en el Tratamiento T3, respecto a los
tratamientos T1 y T2. Asi mismo, se identifico la microbiota asociada al biol dando como
resultados 5 bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), por presentar
capacidad de fijacién de nitrégeno y solubilizacion de fésforo siendo la bacteria T3 -02 la
que registr6 ambas capacidades. Finalmente se determind la eficiencia del biol en plantas
de rabanito a través de evaluaciones biométricas, obteniendo los mejores resultados en
plantas fertilizadas con biol procedente del Tratamiento T3, determinandose: longitud de
planta de 20.33 cm, hojas con 13.13 cm de medida y diametro de fruto de 5.73 cm;

convirtiéndolo en el tratamiento con mejores caracteristicas agronémicas.

Palabras claves: nitrégeno, fésforo, potasio, bacterias PGPR, evaluaciones biométricas.
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ABSTRACT

In order to increase the bioavailability levels of elementary nutrients such as nitrogen,
phosphorus and potassium involved in the development and growth of plants; Batch mode
biodigesters were implemented for the digestion of organic matter composed of: fruit
peels, cattle manure, phosphoric rock and alfalfa and their subsequent conversion to foliar
type fertilizers. These fertilizers were analyzed biochemically obtaining total nitrogen
concentrations of 5.36%, phosphorus concentrations of 0.63 mg / L and potassium
concentrations 5.32 mg / L representing the highest values recorded in Treatment T3, with
respect to treatments T1 and T2. Likewise, the microbiota present in the biol was
identified, resulting in 5 plant growth promoting bacteria (PGPR), for presenting nitrogen
fixation and phosphorus solubilization capacity, with the T3 -02 bacterium being the one
that registered both capacities. Finally, the efficiency of the biol in radish plants was
determined through biometric evaluations, obtaining better results fertilized plants with biol
from the T3 Treatment, determining: plant length of 20.33 cm, leaves with 13.13 cm of
measure and diameter of fruit of 5.73 cm; making it the treatment with better agronomic

characteristics.

Keywords: nitrogen, phosphorus, potassium, PGPR bacteria, biometric evaluations.
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INTRODUCCION

El avance en la agricultura y el uso de fertilizantes sintéticos juegan un papel
importante en el aumento de la fertilidad del suelo y la productividad de los
cultivos (Ning et al., 2017). Sin embargo, el uso excesivo de dichos fertilizantes
ha contribuido a reducir el contenido de materia organica de los suelos, con la
consecuente disminucion de la calidad agricola y por ende la contaminacion de
las aguas subterraneas que producen riesgos para la salud y causan alteracion
en el medio ambiente (Dinesh et al., 2010). En la actualidad, existe un requisito
cada vez mayor para que la produccion agricola no solo satisfaga altos
estandares de calidad, sino también para su produccion a través de practicas

ambientalmente racionales (Ning et al., 2017)

A ello se suma, la excesiva produccion de residuos sélidos generado en los
dltimos afios, que aproximadamente se traducen en 1600 millones de
toneladas por afio, generando graves problemas por el deterioro progresivo del
medio ambiente y la economia debido a los costos de recoleccion, transporte y
disposicion final que son cada vez mayores (Sierra & Barrios, 2013). Por esta
razén, la necesidad de reusar los recursos y materias secundarias
provenientes de los diversos procesos debido al potencial que posee, con la
finalidad de atender la demanda de energia y satisfacer asi el aumento de
necesidades de la poblacién y expansion sin limites de las actividades

industriales y agricolas en todo el mundo (Al-Rousan & Zyadin, 2014)

La principal forma de reciclar los residuos sélidos es la produccién agricola
organica, constituido por la reutilizacion de los residuos de origen vegetal y
animal en la elaboracion de compost y produccion de humus de lombriz
(Hermann et al.,2011). En ambas actividades, a partir de materiales de
desecho se obtienen enmiendas que al ser aplicadas al suelo permiten elevar
integralmente su calidad; tanto la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
como también la estructura del suelo y su actividad biologica (Charles &
Alonso, 2015). Estudios previos han indicado que la aplicacion de fertilizantes

organicos cumple con los requisitos de la agricultura sostenible y el fertilizante



organico tiene ventajas aparentes sobre los fertilizantes quimicos en muchos

aspectos (Guo et al., 2010).

De estos procesos nace una alternativa de fertilizacién liquida llamada biol,
gque se ha desarrollado principalmente en paises de América del Sur como una
solucion practica y econdmica a los problemas agricolas y ambientales
(Winarso et al., 2016). El término biol hace referencia a un biofertilizante
fermentado que estimula en las plantas la formacion de raices, crecimiento de
flores, frutos y el desarrollo general de las mismas, que aplicado en pequefias
cantidades, promueve la vida de los microorganismos que mejoran la
estructura del suelo y reduce las infecciones fungicas y bacterianas (Fongaro
et al., 2014).

El proceso de elaboracién de biol se puede llevar a cabo en dos ambientes;
aerdbico o anaerobico, siendo este Ultimo el mas recomendado por promover
el crecimiento de bacterias fermentativas que convierten los compuestos
organicos simples producidos durante el proceso de hidrélisis en productos
intermedios, principalmente &acidos organicos volatiles que dan lugar al
incremento de la acidez del medio y por ende inhiben la presencia de
microorganismos que inducen la putrefaccion (Marin, 2015). Por ello se hace
indispensable el uso de un sistema que permita transformar en forma
controlada los desechos organicos en productos aptos para el uso agricola; de
esta necesidad nace el uso de un biodigestor, como un contenedor hermético e
impermeable, dentro del cual se deposita materia organica en determinada
dilucién con agua, que al degradarse da como producto gas metano o biogas y

un subproducto liquido llamado biol (Al-Rousan & Zyadin, 2014).

Debido a que el proceso de fermentacion se lleva a cabo por un consorcio de
microorganismos propios de la materia organica usada, el proceso depende de
factores como la temperatura, tiempo de retencién, pH, contenido de soélidos y
contenido de sustancias toxicas para su éxito (Rivas-Solano et al., 2011);
puesto que, la materia organica es descompuesta por accion de bacterias
acidogénicas que hidrolizan los polimeros y las convierten en 4cidos orgéanicos
solubles; luego las bacterias acetogénicas causan una metabolizacion de los
acidos organicos en acetatos dihidrégenos y carbodiéxidos; finalmente

bacterias metanogénica convierten en metano las proteinas, hidratos de
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carbono y grasas, en la ultima fase el material de fermentacién se vuelve mas
liquido (Rojas, 2014)

De este proceso anaerdbico, surge el biogas como producto de la fermentacién
de la materia orgénica, que es representado por el 50-70% de metano (CH,),
30-40% de anhidrido carbénico (CO,), 5% de hidrégeno (H,), 5% de acido
sulfhidrico (H,S) en su composicién (Villanueva et al., 2011). Convirtiéndose en
una alternativa prometedora para la sustitucion de combustibles fosiles por la
disponibilidad energética descentralizada, puesto que su produccion de origen
renovable disminuye la emisién de gases de efecto invernadero provenientes
de la descomposicién de desechos organicos (Sierra & Barrios, 2013). Por otro
lado, debido a los bajos costo de produccién, el biogas puede ser usado en
cocinas, generacion de electricidad e incluso en el funcionamiento de vehiculos
de tipo diésel (Al-Rousan & Zyadin, 2014).

La obtencidn de biol y biogas en un biodigestor esta determinada por el tipo de
materia organica o sustrato usado durante la fermentacion, ya que la calidad
del sustrato influye en forma directa en la calidad del biofertilizante final, por lo
que es importante tener en cuenta la cantidad de grasas, proteinas, hidratos de
carbono y nutrientes que la materia organica posea (Feiz & Ammenberg,
2017). Esto debido a que en el interior del biodigestor se encuentran bacterias
que requieren de todos los nutrientes y grasas para el inicio de su crecimiento
y desarrollo, con el fin de degradar la mayor materia organica posible y obtener
una alta produccién de biogas, asi como biofertilizante rico en contenido de
nutrientes como: nitr6geno, fésforo y potasio (Rojas, 2014). Este dltimo
responsable del desarrollo de las plantas y del aumento de las propiedades

fisico-quimicas del suelo (Ning et al., 2017)

Por otro lado, el proceso de fermentacion en biodigestores esta mediado por el
uso de excretas de origen animal lo que trae consigo la presencia de bacterias
patégenas durante la fermentacién, por ello se hace vital conocer la calidad
microbioldgica de los mismos, puesto que determina la calidad sanitaria del
producto y su aptitud para los distintos usos (Owamah et al., 2014). El grupo
de bacterias coliformes fecales es el principal indicador de calidad en

biofertilizantes, su nimero en una muestra se usa como criterio de

3



contaminacién y por lo tanto de calidad sanitaria de la misma (Rivas-Solano
et al.,, 2011). Frente a lo cual es importante mantener la hermeticidad en el
proceso de fermentacion debido a que la falta de oxigeno y las elevadas
temperaturas creadas en el ambiente, disminuyen la supervivencia y

proliferacion de microorganismos patdgenos (Hermann et al., 2011)

En Jordania existen cantidades considerables de residuos biol6gicos de
diversos sectores que son trasformados en gas, generando alrededor de 1,22
millones de m*® de biogas por dia, con una generacion total de energia
potencial de 275 MWth. Hasta ahora, solo se desarrollaron dos proyectos de
biogas a gran escala: la Jordan Biogas Company que simplemente cosecha
biogas del vertedero abandonado en combinacion con otra unidad de biogas
que utiliza los desechos municipales de los mataderos, mercado central de
frutas y verduras, productos liquidos de levadura, productos lacteos y fabricas

de alimentos para animales(Al-Rousan & Zyadin, 2014).

Estudios de cultivos en Costa Rica demostraron el mejoramiento de las
propiedades quimicas de los suelos producto de la aplicacién de los abonos
organicos, principalmente biofertilizantes de tipo foliar como el biol, aplicado a
cultivos de mora dulce, favoreciendo su rendimiento. Los abonos organicos
aplicados, incrementaron el pH y el porcentaje de microrganismos,
contribuyendo con la disponibilidad de Ca, Mg, K, N y P; el biogas obtenido fue
usado como fuente de energia luminica y de uso directo en cocinas (Fenech,
2009).

En Brasil, la preocupacién por el desarrollo de mecanismos limpios ha
fomentado la investigacion de actividades agroindustriales sostenibles;
mediante el uso de biodigestores anaerdbicos para el manejo del estiércol
porcino que permite la produccion y almacenamiento de biogas, asi como la
reutilizacion de los efluentes finales; sin embargo, la reutilizacibn segura
depende directamente de pardmetros de seguridad tales como la presencia de
patégenos involucrados en enfermedades, como los niveles altos de poblacion

bacteriana (Fongaro et al., 2014).



Mientras que en Ambato, Ecuador se elaboré biol a base de estiércol de
codorniz que fue enriquecido con alfalfa, ademas de melaza, humus, levadura,
ceniza de lefia y harina de pescado buscando aumentar los niveles fosforo y
nitrégeno presentes en el producto final, con la finalidad de evaluar los factores
que influyen en la degradacion de la materia organica y su posterior
acumulacién de nutrientes indispensables para el desarrollo de los cultivos, a
su vez aprovechar de la mejor manera el estiércol producido en los galpones
de crianza de codornices de las provincia de Tungurahua (Ortiz & Renato,
2013).

En nuestro pais cada vez son mas los estudios realizados con la reutilizacién
de los desechos organicos, en Tacha se disefid, construyé y evalué el
funcionamiento de un biodigestor familiar alimentandolo con estiércol fresco de
ganado ovino, la evaluacién se realiz6 durante los meses de marzo 2011 a
abril 2011, donde se cuantificé la produccion diaria de biol y se modificd
cocinas de kerosene para comprobar la utilidad del biogas como combustible;
con la finalidad de buscar la rentabilidad a través del uso de desechos
organicos que daran como resultado el incremento de nutrientes en los suelos

y la generacién de energias renovables (Cuaila et al., 2012).

Por todo lo antes mencionado, se proyecta optimizar el proceso de la
produccion del biol, para enriquecer dicho fertilizante, a través de la adicién de
roca fosférica como acondicionador de suelos para un mejor enraizamiento de
las plantas, fructificacion y resistencia contra las enfermedades (Escudero &
Mediavilla, 2003); ademas de la adicién de alfalfa, que al ser una leguminosa
gue no utiliza todo el nitrdgeno que absorbe del aire retiene grandes
cantidades del mismo en sus raices, tallos y hojas, convirtiéndola en una
materia organica ideal para elevar el contenido de nitrégeno en la produccion
de biol (Campillo, et al., 2003).

Por lo antes mencionado y ante la posibilidad de obtener un biofertilizante (biol)
con mayor biodisponibilidad de NPK y la generacién de biogas con producto
aditivo a bajos costos, resulta importante realizar un estudio sobre la
evaluacion de la biodisponibilidad quimica de nutrientes e identificacion de la

microbiota, asociada a la produccion de biol enriquecido con roca fosférica y
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alfalfa. Debido a que el uso de fertilizantes para el acondicionamiento de los
suelos resulta costoso y muchas veces perjudicial para el medio ambiente;
ademas, que no todos los sustratos de origen natural se adaptan a los tipos de
suelos existentes a causa de los diferentes valores pH y conductividad que

presentan.

Por tanto ¢Cual sera el efecto de la adicién de roca fosférica y alfalfa en la

calidad quimica y microbiolégica del biol y biogas?

OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
- Evaluar el efecto de la adicién de roca fosférica y alfalfa en la calidad
guimica y microbiolégica del biol y biogés.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar la concentracién de nitrégeno, fésforo y potasio en las
muestras biol al iniciar y al finalizar la fermentacion.

- Cuantificar la produccion de biogas total generado durante la
fermentacion.

- Identificar la microbiota final asociada al proceso fermentativo y su
funcién en el aprovechamiento del biol.

- Determinar el efecto del biol en el crecimiento y desarrollo de plantulas

de rabanito.

HIPOTESIS

Se plantea las siguientes hipétesis de investigacion:

Si se adiciona alfalfa y roca fosférica al proceso de digestion de la materia
organica, entonces se obtendran un biol con mayor biodisponibilidad en

concentraciones de Nitrogeno, Fosforo y Potasio.

Si se obtiene un biol con mayor biodisponibilidad de nitrégeno, fésforo y
potasio, entonces existiran microorganismos que solubilicen dichos nutrientes

para un mejor aprovechamiento de las plantas.



V.

MARCO TEORICO

4.1. BIODIGESTORES USADOS EN EL PROCESO FERMENTATIVO
Los biodigestores son tanques herméticos construido para almacenar los
residuos organicos durante el proceso de descomposicion; estos permiten
la carga de sustratos de biomasa denominados afluente y la descarga de
bioabono o biol denominado efluente y poseen un sistema de recoleccion y
almacenamiento de biogas para su aprovechamiento energético (Tamayo,
2009).

4.1.1. Biodigestor continuo
El digestor por lote, se carga una sola vez de forma total y la descarga se
la hace una vez que haya dejado de producir biogas. Por lo general el
sistema tipo batch consiste en tanques herméticos con una salida de gas
la cual es conectada a un gasémetro flotante, donde se almacena el

biogas.

4.2. PROCESO ANAEROBICO DE DESCOMPOSICION DE LA MATERIA
ORGANICA

El proceso de descomposicién anaerdbica de la materia organica, es realizado
en biodigestores; siendo los principales productos del proceso de digestion
anaerobia el biogas y un bioabono que consiste en un efluente estabilizado;
esta materia organica rica en elementos minerales también conocida como
biol, que puede presentarse de dos formas: liquida y sélida (Varnero 2011).
Marti (2006), precisa que este efluente resultante es la mezcla del influente

estabilizado y la biomasa microbiana producida.

Bacterias Materia

vena H,0 + Nutrientes 227 Células + Organica + CHs + COz + NH3 4 H»S + calor
Resistente

organica Nuevas



4.2.1. Biogas

Se denomina biogés al metano que se puede extraer de estos residuos en
un generador de gas o un digestor y que es usado para generar energia
eléctrica 0 mecénica (Tamayo, 2009). Todos los desechos organicos
pueden producir biogas, asi sea en minimas proporciones. La produccién
de biogas de un determinado desecho organico depende de la composicion
fisico - quimica y especialmente de la cantidad de carbono degradable que
contenga. Otros factores que influyen en la produccion son las propiedades
gue definen a la biomasa, con la que se alimenta el biodigestor (Ortiz &
Renato, 2013)

4.2.2. El biol
Es un abono orgéanico liquido, resultado de la descomposicién de los
residuos animales y vegetales en ausencia de oxigeno (INIA, 2008). Es una
fuente de fitorreguladores que se obtiene como producto del proceso de
descomposiciébn anaerébica de los desechos organicos, actia como
bioestimulante organico y es capaz de promover el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Ortiz & Renato, 2013).

4.3. LA DIGESTION ANAEROBICA Y SUS ETAPAS

La digestion anaerdbica es un proceso muy complejo, tanto por el nimero de
reacciones bioquimicas como por la cantidad de microorganismos involucrados
a lo largo de la digestion. De hecho, muchas de estas reacciones ocurren de
forma simultanea, por lo que es considerado un proceso biolégico complejo y
degradativo (Parra, 2015) . El proceso de digestion anaerdbico a menudo es
dividido en tres etapas: hidrdlisis, acidogénesis y metanogénesis; estas etapas
permiten ilustrar la secuencia de eventos microbioldgicos que ocurren durante
el proceso de digestion y produccién de metano (Gonzélez et al., 2005). Sin
embargo, otros autores indican que el proceso de digestion anaerdbica se
realiza en cuatro, Parra (2015) indica que estudios bioquimicos vy
microbioldgicos realizados hasta ahora, dividen el proceso de descomposicion

anaerdbica de la materia organica en: hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y



metanogénesis, la Fig. 1, muestra estas reacciones bioquimicas en el proceso

de digestién anaerdbica.
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Figura 1. Proceso de descomposicién y transformacién de la materia organica, durante la

fermentacion anaeroébica.

4.3.1. Hidrolisis
Es la etapa inicial de la degradaciéon anaerébica, donde los compuestos
organicos son solubilizados por accién de enzimas excretadas por bacterias
hidroliticas que acttan en el exterior celular (exoenzimas), haciendo posible la
conversion de polimeros en mondémeros (Restrero, 2011). La hidrdlisis
depende de la temperatura del proceso, tiempo de retencion, de la composicion
bioquimica del sustrato, tamafio de particulas, nivel de pH, concentracién de
NH,+ y de la concentracion de los productos de la hidrélisis; convirtiéndose en
la etapa limitante del proceso sobre todo cuando se tratan residuos con alto

contenido de solidos (Parra, 2015)



4.3.2. Etapa acidogénica
Durante esta etapa tiene lugar la fermentacion de las moléculas orgénicas
solubles en compuestos que puedan ser utilizados directamente por las
bacterias metanogénicas (acético, formico, H,) y, compuestos organicos mas
reducidos como: &cido propiénico, acido butirico, &cido valérico, &cido lactico y
etanol que tienen que ser oxidados por bacterias acetogénicas en la siguiente
etapa del proceso. El grupo de microorganismos responsables de esta etapa se
compone por bacterias facultativas y anaerobicas obligadas, y su importancia
radica en que eliminan cualquier traza del oxigeno disuelto del sistema, para su

facil uso por las bacterias de la siguiente etapa (Parra, 2015).

4.3.3. Etapa acetogénica
Durante esta etapa, mientras que algunos productos como: hidrégeno y pacido
acético pueden ser metabolizados directamente por los organismos
metanogénicos, mientras que otros como: etanol, acidos grasos volatiles y
algunos compuestos aromaticos deben ser transformados en productos mas
sencillos, como acetato (CH;COQO") e hidrégeno (H,), a través de las bacterias
acetogénicas. A esta altura del proceso, la mayoria de las bacterias
anaerdbicas han extraido todo el alimento de la biomasa y, como resultado de
su metabolismo, eliminan sus propios productos de desecho de sus células,
siendo estos productos el sustrato usado por las bacterias metanogénicas en la

etapa siguiente (Parra, 2015).

4.3.4. Etapa metanogénica
En esta etapa metabdlica, los microorganismos metanogénicos completan el
proceso de digestion anaerdbica mediante la formacién de metano a partir de
sustratos monocarbonados o con dos atomos de carbono unidos por un enlace
covalente (Gonzalez et al., 2005). Las bacterias metanogénicas activas
aparecen en la segunda fase de la fermentacion (fase acidogénica); sin

embargo, su aumento se ve evidenciado en esta fase (Parra, 2015).
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4.4. FACTORES A CONSIDERAR EN EL PROCESO DIGESTION
4.4.1. Materia prima

La materia prima preferentemente utilizada para ser sometida a este tratamiento
es cualquier biomasa residual que posea un alto contenido en humedad y
pueden estar compuestos por residuos organicos de origen vegetal, animal,
agroindustrial, forestal, doméstico u otros (Hermann et al., 2011). Ademas, las
caracteristicas bioquimicas de estos residuos deben permitir el desarrollo y la
actividad microbiana del sistema anaerobico. El proceso microbiolégico no solo
requiere de fuentes de carbono y nitrégeno, sino que también de un equilibrio
en sales minerales como: azufre, fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro,
manganeso, molibdeno, zinc, cobalto, selenio, tungsteno, niquel y otros

menores (Parra, 2015).

4.4.2. Temperatura
La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan la actividad
microbiana dentro de un digestor anaerdbico; la produccién de metano depende
fuertemente de la temperatura (Al-Rousan & Zyadin, 2014). Existen tres rangos
de temperatura en los que pueden trabajar los microorganismos anaerobicos:
psicréfilos por debajo de 25°C, mesdfilos entre 25 y 45°C y termdfilos entre 45 y
65°C (Parra, 2015); sin embargo, las dos zonas 6ptimas son la meséfila (30-
40°C) y la termdfila, puesto que casi todos los biodigestores funcionan dentro
de los limites de temperaturas mesofilicas y la digestion 6ptima se obtiene a
unos 35°C. La velocidad de digestion a temperaturas superiores a 45°C es

mayor que a temperaturas mas bajas (Saraz et al., 2007)

4.4.3. pH
La actividad enzimatica o funcionamiento del digestor esta influenciado
potencial de hidrégeno (pH), el pH en un digestor anaerébico inicialmente
disminuird debido a la produccion de &cidos volatiles de la materia organica; sin
embargo, como las bacterias formadoras de metano consumen estos &cidos
volatiles se alcalinizara el medio incrementado los valores de pH y luego se

estabilizandolo (Moreno et al., 2012)
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Por otra parte, el pH afecta a los diferentes equilibrios quimicos existentes en el
medio, consiguiendo desplazarlos hacia la formacion de un determinado
componente que tenga influencia en el proceso. Este es el caso de los
equilibrios &cido-base del amoniaco y del acido acético: al aumentar el pH se
favorece la formacion de amoniaco que, en elevadas concentraciones, es
inhibidor del crecimiento microbiano y a pH bajos se genera mayoritariamente la
forma no ionizada del &cido acético, que inhibe el mecanismo de degradacion
del propionato (Restrero, 2011).

4.5. MATERIA ORGANICA USADA EN EL PROCESO FERMENTATIVO

4.5.1. Estiércol vacuno
Tiene principalmente la funcion de aportar los ingredientes vivos
(microorganismos), para que ocurra la fermentacion de toda la materia
organica, los microorganismos son de tipo: levaduras, hongos, protozoos, y
bacterias, los cuales son los responsables de digerir, metabolizar y colocar en
forma disponible para las plantas y el suelo todos los elementos nutritivos que

se encuentren en el tanque de fermentaciéon (Restrero, 2001).

4.5.2. Roca fosforica
Es un acondicionador de suelos que se usa para todos los cultivos, de forma
directa, su principal elemento el (P,Os) es indispensable para el buen desarrollo
de las plantas, nutriéndolas y brindandole energia para el buen desarrollo
masal. La roca fosforica, contiene un fosforo de lenta liberacién, lo cual favorece

una constante disponibilidad de fosforo en el cultivo (Torres & De Prager, 2014).

4.5.3. Alfalfa
La utilizacion de la alfalfa en la produccién de biol se debe a que la alfalfa fija
nitrdgeno al suelo a través de sus nodulos que tiene simbiosis con bacterias
fijadoras de nitrégeno; asi también, provee elementos quimicos medicinales y

toxicos que eliminan y controlan algunas plagas (Restrero, 2001)
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4.6. EL BIOL Y LOS BENEFICIOS DE SU UTILIZACION

En general, el valor del biol como fertilizante es bastante alto, debido a que

contiene nutrientes en una forma facilmente disponible. Desempefiando un papel

importante como fuente de nutrientes para la produccién de cultivos, ya que, en

comparacion con el estiércol, los nutrientes son mas disponibles, lo que significa

que puede tener un mayor efecto en la fertilizacion en un corto plazo (Aguero,

2014).

Tabla 1. Funcion y aporte de los nutrientes en el desarrollo y crecimiento de las plantas

Nutriente Funcion

Nitrogeno (N) Sintesis de proteinas (crecimiento y rendimiento).

Fasforo (P) Division celular y formacion de estructuras energéticas.

Potasio (K) Transporte de azucares, control de estomas, cofactor de diversas enzimas,
reduce la susceptibilidad a enfermedades de las plantas.

Calcio (Ca) Un importante componente de la pared celular, reduce la susceptibilidad a
las enfermedades

Azufre (3) Sintesis de los aminoacidos esenciales cistina y metionina

Magnesio (Mg) Parte central de la molécula de clorofila.

Hierro (Fe) Sintesis de la clorofila.

Manganeso (Mn)

Necesario en el proceso de fotosintesis.

Boro (B)

Formacion de la pared celular. Germinacion y elongacion del tubo de
polen.
Participa en el metabolismo y transporte de los azucares.

Zinc (Zn)

Sintesis de las auxinas.

Cobre (Cu)

Influye en el metabolismo del nitrogeno y carbohidratos.

Molibdeno (Mo)

Componente de las enzimas nitrato reductasa y nitrogenasa

Fuente: (Intagri, 2017)

Ademas, siendo el bioabono una fuente organica de fitoreguladores en pequefias
cantidades es capaz de promover actividades fisiologicas y estimular el desarrollo
de las plantas, favoreciendo el enraizamiento, mejora la floracion, activa el vigor y
poder germinativo de las semillas, traduciéndose esto en un incremento
significativo de la produccion de biomasa vegetal (Parra, 2015). El biol, ademas de
aumentar la produccion y mejorar la calidad de los productos considerablemente,
también mejora el balance nutricional en la planta, haciéndola més resistente a la
embestida de plagas y enfermedades originadas por el desequilibrio ambiental
(INIA, 2008).
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4.7. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

Se denomina como PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) a un conjunto de
bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas y que producen en ellas todo tipo
de beneficios; potenciando su crecimiento, mejorando la disponibilidad o la absorcion
de minerales y ayudan a la produccion de hormonas necesarias en el desarrollo de
los vegetales (Fuentes & Caballero, 2006). Ademas, protegen a los cultivos contra
posibles agentes patdogenos y combaten la contaminacion de los suelos, ya sea por
contaminantes de tipo organico o inorganico. Estas caracteristicas hacen de las
PGPR bacterias muy estudiadas no solo por su potencial en el crecimiento de cultivos
o el ejercicio como agentes de biocontrol, sino también por su intervencién en la
descontaminacion de suelos como de reforestacion y recuperacion de ecosistemas
(Camacho & Torre, 2017).

Promociién de crecimiento vegetal por parte de
microorganismos. Existen microorganismos que
pueden proporcionar nitrégeno (bacterias como
rhizobium y azospirillum), solubilizar fésforo
(micorrizas) y aportar hierro a las plantas.

Bacterias Hierro
fijadoras de N insoluble

= ot o Neinras
. _Fosforo_— :
~ insoluble

Fésforo - Micf?."';%.aﬁiﬂgos
| ¢ e : productores de
msolub!e A P ~ sideroforos.

Figura 2. Proceso de Fijacién de nutrientes en las plantas, por accion de bacterias con
capacidades PGPR.
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4.7.1. Fijacién de nitrogeno

La mayoria de los organismos son incapaces de metabolizar el nitrégeno, de modo
que tiene que ser transformado en compuestos absorbibles y metabolizables por las
plantas. La conversion de nitrdgeno a formas susceptibles como el amoniaco es
esencial para el desarrollo de todos los organismos, ya que el crecimiento de todas
las plantas esta determinado de forma directa o indirecta por la disponibilidad de
nutrientes minerales, en especial del nitrégeno (Marulanda et al., 2009). Una planta
con deficiencia de nitrogeno sufriria clorosis, manifestando una coloraciéon
amarillenta de tallos y hojas, falta de desarrollo y debilidad. Por el contrario, cuando
la planta tiene suficiente nitrdgeno, sus hojas y tallos crecen rdpidamente (Sanchez-
Monedero et al., 2001).

4.5. 2. Solubilizacion de fésforo

Entre los diversos ciclos geogquimicos mediados por microbios, la solubilizacién de
fosfato asume una importancia considerable debido a lo indispensable del fosforo
en la nutricibn de las plantas. Aunque los niveles de fésforo del suelo son
suficientes para sostener el crecimiento de las plantas, la mayoria de las formas de
fésforo estan presentes en formas fijas y, por lo tanto, requieren transformacion.
La solubilizacién de fosfato por la microflora rizosférica es uno de los medios mas

importantes para lograr la promocion del crecimiento de las plantas (Llanos, 2017).

Inorganico

y
organico

— —

{ Bacillus
» ] -~

Pseudomonas \

A

Inmovilizacién

.. Bte. .

Azospirillum

Azorobacter

— > -
Fé Sf() ros d t‘l Rhizobium Enterobacter
Suelo Mineralizacion / Solubilizacién

Fosforo
Biodisponible

Figura 3. Proceso de solubilizacion de fésforo en presencia de microorganismos (bacterias).
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V.

MATERIALES Y METODOS

5.1.

5.2.

LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo se llevd a cabo en el campo experimental de la Empresa Sedir-
Moro, asi como en el Laboratorio de Investigacion de la E.A.P
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del
Santa, localizada en el distrito de Nuevo Chimbote (Santa, Ancash, Peru),
durante los meses de abril 2016 a diciembre del 2017.

CARACTERISTICAS Y CONSTRUCCION DE BIODIGESTORES

Se disefiaron biodigestores por lote, con el fin de lograr la
homogenizacion de la materia organica durante el proceso de
fermentacion. Para la construccién de los biodigestores se usaron tanques
de polietileno de 30 L de capacidad, dicho tanques fueron modificados y
adaptados para el control durante el proceso fermentativo: en la parte
inferior del tanque a 30 cm de altura de la base se efectué un agujero de 2
cm de diametro en el que se acoplé un tubo PVC de % plg de 7 cm de
longitud, el mismo que fue conectado por un extremo a una valvula de
PVC de % plg para el muestreo y control del pH de la fraccién liquida de la
fermentacion (biol). En la parte superior sobre la tapa del tanque se
acoplaron dos tubos de PVC de % plg, el primero de 100 cm de longitud
conectado en el centro de la tapa del tanque e introducido hacia el interior
del mismo para agitar la mezcla de materia organica, y el segundo tubo a
una distancia de 10 cm del primero, en el que se acoplé un codo de PVC
de % plg para la unién de un tubo PVC de % plg de 16 cm longitud con
otro de 15 cm de longitud; que permitié la salida del gas hacia una
valvula PVC de % plg conectado a una camara de llanta N°50 para el
almacenamiento y control del biogas producto de la fermentacion (Fig. 4).
Cabe mencionar que cada conexion fue sellada al tanque con teflon y
silicona liquida para evitar cualquier tipo de fuga y se dej6é secar por 24 h.
Las tapas fueron selladas a los tanques con fajas a presion llamadas

sunchos, para asegurar la hermeticidad de cada biodigestor.
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Figura 4.Estructura final de biodigestores usados en la fermentacion en el que se

muestra: A. Llave de muestreo y control de pH de la fraccion liquida durante la

fermentacion y B. Sistema de control de salida y almacenamiento de Biogas.

PREPARACION Y ADAPTACION DE LA MATERIA ORGANICA

Para la fermentacion, se usaron resto de mango, durazno y manzana
provenientes de la produccién de néctares de la agroindustrial LA
MORINA, mientras que el estiércol vacuno y la alfalfa se obtuvieron de
los campos de cultivo SEDIR y la roca fosférica de la empresa
FOSYEIKI S.A. de Sechura, Piura.

El acondicionamiento de la materia organica en el biodigestor (Tabla 2),
se inici6é con la dilucion de 18 kg de estiércol vacuno en 36 L de agua
alcanzando una relacion 1:3 para lograr homogeneidad en la mezcla,
de forma seguida se adiciono los restos frutales de mango, durazno y
manzana previamente seccionados en partes de 1.5 cm de longitud
aproximadamente para una degradacion rapida y eficiente;
posteriormente y de acuerdo a la composicién de cada tratamiento
(Tabla 3), se adicioné roca fosférica y alfalfa incluyendo los nudos y
raices. Se realizaron tres repeticiones experimentales del proceso

fermentativo.
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Tabla 2. Distribucion de la concentracion de materia organica en los biodigestores segin

tratamiento, la tabla muestra la proporcion de materia organica y sustratos usados durante la

fermentacion.

MATERIA ORGANICA

TRATAMIENTO Estiércol

Residu

osde Agua(l) Alfalfa

Roca

vacuno (Kg) frutas (Kg) (Kg) fosforica (Kg)
Control 18 1 36 0 0
T1 15 1 36 3 0
T2 15 1 36 0 3
T3 12 1 36 3 3

Se realizaron tres replicas por tratamiento del proceso fermentativo, manteniendo las mismas

cantidades de materia orgénica para cada tratamiento. Con el fin de corroborar los resultados de

todas las evaluaciones realizadas.

Tabla 3. Caracterizacion del contenido de Nitrégeno, fésforo y potasio en los sustratos usados

como materia prima en la fermentacion

MATERIA CONTENIDO DE CONTENIDO DE CONTENIDO DE

ORGANICA NITROGENO (%) FOSFORO (mg/l) POTASIO (mg/l)
Mango 0.99 0.18 1.8
Manzana 0.84 0.30 1.01
Durazno 0.93 0.15 1.9
Estiércol vacuno 2.80 0.98 1.55
Alfalfa 1.5 0.6 1.3
Roca fosforica 0.07 11 0.0

18



5.4. MONITOREO DE PARAMETROS DURANTE LA FERMENTACION DE LA
MATERIA ORGANICA.

5.4.1. Tiempo de retencion
El periodo durante el cual la materia organica sufre el proceso de
descomposicién dentro del fermentador esta determinado por el tiempo
de retencidn, se interpreta como el tiempo que la materia organica

permanece en el biodigestor hasta degradarse totalmente.

El tiempo de retencion de la materia organica durante el proceso de
fermentacion estuvo determinado por los valores obtenido a partir del
pH del biol, mismo que fueron medidos tomando muestras de la
mezcla. A medida que la materia organica dispuesta en los
biodigestores se transforma los valores de pH aumentaran de acidos a
neutros o basicos; cuando los valores de pH se mantengan constantes,
el tiempo de retencién de la materia organica habra culminado y con

ello el proceso fermentativo.

5.4.2. Medicion de pH
A partir de los 15 dias de iniciado el proceso fermentativo se tomaron
muestras de biol por la llave inferior de los biodigestores y se
almacenaron en frascos de polietileno estériles y herméticos. Con
ayuda de un potenciémetro digital se obtuvieron los valores de pH, este
proceso fue repetido durante todo el proceso con un intervalo de 15
dias. Los valores de pH obtenidos, fueron los indicadores del tiempo
de retencién de la materia organica en los biodigestores y por ende la
finalizacion de proceso fermentativo, con pH de valores neutros o

basicos constantes.

5.4.3. Monitoreo de la temperatura
Iniciado el proceso fermentativo de la materia organica se realiz6 el
monitoreo diario de la temperatura, para cual se usé un
Termohigrémetro digital, el cual fue colocado en los extremos de los

biodigestores.
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5.5.

ALMACENAMIENTO DEL BIOGAS TOTAL
El gas producto de la descomposicion de la materia organica en los
biodigestores, fue conducido a través de tubos PVC de % plg hacia
camaras de llantas N°50 para su almacenamiento (Fig. 5). A lo largo de los
tubos se coloco6 carbon activado con la finalidad de disminuir el impacto de
los sulfuros generados evitando el desgaste y corrosion del material. El
sistema de transporte de biogas estuvo determinado por la vélvula de
salida del biodigestor y la valvula de entrada del gasdmetro; esta Ultima
para el control del almacenamiento en las cdmaras para su posterior

cuantificacion.

Figura 5. Produccién de biogas durante la fermentacion y su almacenamiento en
camaras de llantas colocados sobre los biodigestores, en la figura se observa los

conductos de control para la salida de biogas.

El biogas esta compuesto por metano (CH,4) en un porcentaje de 50% a 70%,
biéxido de carbono (CO,) en 30% a 50%, acido sulfarico (H,S) en 0.1% 0 1%y
nitrégeno (N) en 0.5% a 3%, su pureza y calidad dependen de la cantidad de
metano que contenga, ya que cuanto mayor es el porcentaje de este gas, se
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obtendra un producto mas puro y con mayor poder calorifico (Menna et al.,
2007).

5.5.1. Cuantificacion de Biogas total

Para determinar el volumen de biogas producido, se usé la metodologia
propuesta por Mena (2007), método denominado desplazamiento de agua.
Que consiste en el uso de un sistema de dos probetas de 1L de capacidad
unidas entre si, y uno extremo de ellas conectada a la fuente de gas; esta
tltima probeta provista de agua, que sera desplazada hacia la otra probeta
con la presion que el gas ejerce. En este método se determiné el didmetro
interno de la probeta usada durante la cuantificacion que fue de 6.5 cmy se
multiplicé por la altura de agua desplazada por el biogas, expresada del

modo siguiente:

y= q@Sem? Ho (1)

4 2

El volumen del agua desalojada, representa el doble del volumen de gas
generado a presion atmosférica, al considerar su mitad se obtiene el
volumen que se quiere determinar. Entonces, si despejamos esta formula
(1) y reemplazamos el didmetro de la probeta, obtenemos la ecuacion a

usar para la cuantificacion de biogas:

V=16.59 *H
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5.6. DETERMINACION DE LA CALIDAD QUIMICA EN MUESTRAS DE BIOL
La calidad quimica del biol esta determinada por su contenido nitrogeno (N),
fésforo (P) y Potasio (K), para lo cual realizaron las siguientes evaluaciones:

5.6.1. Determinacién del contenido de fésforo

Para determinar el contenido de fosforo en las muestras de biol, se
usé el método de Olsen, ANEXO 1, (Harris , 2007). Las evaluaciones
del contenido de fésforo se iniciaron con la purificacion de las
muestras de biol, para lo cual se tomaron 5 mL de cada muestra y por
separado se colocaron en un matraz, se adicion6é 4 g de carbon
activado sobre las mismas y 100 mL de NaHCO; al 0.5 N, se dejé
actuar por 5 min y se filtré usando papel wattman N° 25, este proceso
fue realizado dos veces para eliminar la mayor cantidad de impurezas

presentes en las muestras.

Se tom6 1 mL del liquido resultante y se agregd en una fiola de 25 mL
de capacidad a la que se adicioné 5 mL de solucion de molibdato de
amonio y 1 mL de soluciéon diluida de SnCl,, se afor6 con agua
destilada y se dej6 reposar durante 10 min, para finalmente realizar la
lectura usando espectrofotémetro a una longitud de onda de 660 nm 'y
se determind la concentracion de fésforo de acuerdo a la ecuacion

obtenida a partir de la curva de calibracion (ANEXO 1).

5.6.2. Determinacion del contenido de nitrégeno total

Para determinar la concentraciéon de Nitrdgeno en las muestras de
biol se usé el método kjeldahl (Olivares et al., 2012) (ANEXO 2). Se
tom6 5 mL de las muestras biol (por cada tratamiento) y por
separado se colocé en un matraz kjeldahl, se adicion6 3g de mezcla
catalizadora mas 4 mL de solucion digestora, se homogeneiz6 la

mezcla hasta lograr el aumento de temperatura y presenciar un
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viraje hacia un color verde; de forma seguida se adicionaron 10 mL
de agua destilada, 12 mL de &cido sulfarico (H,SO,) al 4% y 2 gotas
de rojo fenol, asi como 15 mL de solucién concentrada de NaOH al
40%. Finalmente se titulé con HCL 0.05 N hasta que vire de azul a

amarillo tomandose nota del volumen gastado.

Para determinar el porcentaje de nitrégeno se usé la siguiente
formula calculandose por el método volumétrico el porcentaje de
nitrégeno.

(Vm — Vb)x NHCIx 14 x 100

%N =
0 mg de muestra

Donde:

%N: nitrdgeno total

Vm: Volumen de HCI gastado en la muestra
Vb: Volumen de HCI gastado en el blanco
N: Normalidad de HCI

14 : factor de conversion acidos — base

5.6.3. Determinacién del contenido de potasio

Se determind la concentracién de potasio por el método de
espectrofotometria de tipo UV — VIS usado por (Ramos et al.,

2006), asi como la determinacién de curva de calibracion.

Se tom6 2.5 mL de cada tratamiento de biol y por separado, se
agreg6 25 mL de acetato de amonio 1N, la mezcla fue agitada por
10 min y se dejé reposar por un periodo de 10 min, luego se
filtraron las muestras usando papel wattman N° 25; el liquido
resultante constituyd el extracto de la muestra a partir del cual se
realizaron las lecturas en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 780 nm. La concentracion de potasio se determiné
usando la ecuacién obtenida a partir de la curva de calibracion
(ANEXO 3).
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5.7.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA EN MUESTRAS
DE BIOL

Las pruebas microbiologicas realizadas a las muestras del biol, constaron
de dos etapas: la primera para determinar la presencia de entero bacterias

asociadas a la produccién y aprovechamiento del biol y la segunda para la

identificacion bioquimica de las bacterias obtenidas.

5.7.1. Siembray aislamiento de bacterias

5.7.1.1. Aislamiento de enterobacterias

5.8.

El aislamiento de enterobacterias, se realiz6 segun la metodologia
mencionada por Mendoza (2010). Se tomaron 1 mL de las muestras de
biol por cada tratamiento, y por separado se realizé una dilucién en 9
mL de solucion salina al 0.85%; generando una dilucién de 10™. A partir
de la nueva solucibn se extrajo una alicuota y se sembrd en
condiciones estériles mediante la técnica de estria en medio

MacConkey semisélido, finalmente se incubaron a 30°C, por 48 h.

DETERMINACION DE LA MICROBIOTA ASOCIADA AL BIOL

Debido a la presencia de enterobacterias, evidenciadas en el
crecimiento en las placas de agar MacConkey, se procedi6 a realizar
pruebas microbiolégicas y bioquimicas complementarias que nos
permitieron determinar la microbiota asociada por al biol.

Por lo cual se procedié a considerar las muestras en las placas de
acuerdo a: forma, color, tamafio y consistencia de cada colonia

formada; es decir con caracteristicas macroscopicas (Fig.06).
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Figura 6. Crecimiento bacteriano en agar comin como medio de cultivo, usando la
técnica de goteo para la visualizacion del crecimiento por colonia y la

determinacion de caracteristicas morfologicas.

5.8.1. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

5.8.1.1. Tinci6én Gram
Se desarroll6 la técnica de color diferencial propuesta por el bacteriélogo
danés Hans Christian Joachim Gramen 1844, para determinar la
estructura y forma de las muestras asiladas (Andrea & Cynthia, 2014),
desarrollandose la siguiente metodologia: sobre un porta objetos limpio
se colocé una gota de agua destilada y con un asa bacteriol6gica estéril
se tom6 una pequefia muestra de la colonia bacteriana y se diluyé en el
portaobjetos, la muestra diluida fue fijada al portaobjetos flameando al
mechero; se colocé la muestra sobre un soporte y se cubrié con cristal
violeta por un periodo de 1 min, se enjuagé con agua destilada, luego se
cubrié la muestra con solucién de lugol por 1 min y se volvié a enjuagar
para colocar sobre la muestra alcohol por un periodo de 5 seg y se
enjugo, finalmente se cubrié la muestra con safranina por 1 min y se
enjuago. La muestra se dejo secar y se observo al microscopio en todos
los aumentos (Fig. 07), y usando 1 gota de aceite de inmersion para la

resolucién 100X.
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Figura 7. Proceso de identificacién y visualizacidon microscépica de colonias bacterianas mediante

tincién Gram.

5.8.1.2. Catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de Hidrogeno
(H.0,) en agua y oxigeno. El peréxido de Hidrogeno se forma como
uno de los productos finales del metabolismo aerobio de los hidratos
de carbono (Sanchez, 2008)

Con un asa bacteriolégica se tom6 una muestra de la colonia y se
colocé sobre una lamina porta objeto estéril, sobre la cual se adicion6

una gota de peroxido de hidrégeno y se dej6 reaccionar.

5.8.2. PRUEBAS BIOQUIMICAS
5.8.2.1. TSI (hierro-triple azucar)

Prueba usada para la fermentacién de la glucosa, lactosa y sacarosa y la
produccion de H,S por parte de la bacteria sumandole produccién de gas.
El cambio de color rojo-anaranjado (color inicial del medio) a amarillo
indica fermentacion (Lipincoptt & Wilkins, 2000).

El medio fue hidratado a una concentraciéon de 0.8 g/l y llevado al
autoclave a 121°C por 15 min, se inoculd la muestra por el método de

puncion en medio inclinado y se conservo a 37°C por 24 h.
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5.8.2.2. LIA (agar lisina hierro)

Si el microorganismo produce lisina descarboxilasa, la accion de esta
enzima sobre la lisina dara lugar a la cadaverina, la cual provocara un
cambio de pH hacia la alcalinidad dando un color morado que sobrepasa
la acidez debido a la glucosa. Asi pues, un fondo amarillo indica que no
se produce lisina descarboxilasa y un color morado que si es producida
(Lipincoptt & Wilkins, 2000).

Se hidratd el medio a una concentracion de 35 g/l para luego ser
distribuidos en tubos de ensayo a razén 4 mL por tubo y se esterilizd a
121°C durante 15 min. Se dejé enfriar en forma de pico de flauta dejando

un fondo vertical apto para la siembra por puncién.

5.8.2.3. Citrato Simmons

El medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos son
capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono y usan sales como
Unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad
(Lipincoptt & Wilkins, 2000).

Se suspendié 24,2 g/L y se distribuyé en tubos y se esteriliz6 en el
autoclave a 121°C durante 15 min. Se dej6 enfriar en posicion inclinada; se

inoculd las muestras con un asa bacterioldégica por puncion en los tubos

5.8.3. CARACTERIZACION DE BACTERIAS COMO PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO VEGETAL
Para determinar la capacidad PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria),
en bacterias provenientes de muestras de biol, se realizaron pruebas de
solubilizacion de fosforo y fijaciébn de nitrégeno (Bach & Diaz, 2008). Las
bacterias fueron previamente -caracterizadas de forma morfolégica vy

bioquimica.
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5.8.3.1. Capacidad de solubilizacion de fosfato

Para determinar la capacidad de solubilizacion de fosfato (Fig. 08) se
inocularon por separado las bacterias en 3 mL de caldo nutritivo y se
incubaron por un periodo de 24 h. Del caldo resultado se tom6 1 mL y se
diluy6é en 9 ml de solucion salina al 0.85%, a partir de la dilucién se tomo
4 pl y se sembré en forma de goteo sobre medio NBRIP Tricélcico y
Bicalcico semisolido (ANEXO 9). Las placas que contenian el medio
fueron incubadas a 28°C durante 30 dias, tiempo durante el cual se
determiné la capacidad de solubilizacion de fosfato realizando
mediciones en forma semanal al crecimiento de halos y colonias (mm)
(Nguyen et al. 1992) citado por (Zufiga, 2012).

Figura 8. Evaluacién de capacidad de solubilizaciéon de fosfato en bacterias provenientes
de muestras de biol, A. Solubilizacion en medio NBrip bicélcico, B. Medio NBrip Tricélcico.

Se reactivaron las bacterias a partir de cultivos puros por triplicado en tubos
con 10 ml de MMSN, las que fueron incubadas a 28°C por 72 h. Luego de
la incubacién se realiz6 la comparacion de la turbidez presentada en cada
tubo con los tubos de la escala turbidimétrica de Mc Farland.
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5.8.3.2. Capacidad de fijacién de nitrogeno atmosférico
Para determinar la capacidad de fijacibn de nitrégeno, se tomaron
muestras de bacterias purificadas y por extension se realiz6 la siembra de
las mismas en medio mineral semisoélido. La evaluacion de las placas se
realizo entre los 3-5 dias de su siembra; el proceso fue repetido dos veces
consecutivas segun protocolo (Alonso et al., 2017). Las respuestas seran
positiva cuando el medio de color verde vire a color amarillo y mantenga
esta capacidad durante todas las repeticiones. Se reactivaron las
bacterias a partir de cultivos puros por triplicado en tubos con 10 ml de
MMSN, las que fueron incubadas a 28°C por 72 h. Luego de la incubacion
se realizé la comparaciéon de la turbidez presentada en cada tubo con los

tubos de la escala turbidimétrica de Mc Farland

5.9. PRUEBA DE EFICIENCIA NUTRICIONAL DE BIOL

Para determinar la eficiencia nutricional de las muestras de biol sobre el
desarrollo de las plantas, se realiz6 un ensayo biométrico en plantas de
rabanitos con el fin de monitorear cuantitativamente el crecimiento de las
mismas. Se sembraron semillas de rabanito sobre sustrato Aranmix #8 en
bandejas de 30 alvéolos con 100 cc de capacidad; se realizaron riegos inter
diarios durante un periodo de 5 dias hasta obtener la germinacién de las
semillas. Culminado este periodo se dio inicio a la aplicacién en forma foliar
del biol, tomandose 10 plantas por tratamiento. El biol fue diluido con agua
en concentraciones 3:1 y adicionado sobre las plantas con una cantidad

aproximada de 10 ml con frecuencias de 4 dias.

5.9.1. Evaluaciones biométricas en el cultivo de rabanito
Las evaluaciones biométricas se iniciaron a los 10 dias de la

germinacion de las plantas, realizandose evaluaciones biométricas
basadas en la medida de longitud de planta, tamafio de hojas y tamafio
de fruto como parte de un analisis cuantitativo de caracteres que
determinar la evolucién de las plantas durante 30 dias. Los caracteres
evaluados en las plantulas corresponden al método descrito por Squeo
& Ledn, 2007.
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VI. RESULTADOS

6.1. MEDICION DEL pH

Se obtuvieron valores de pH acidos en rangos de 4 a 5 durante el inicio de la
fermentacion como resultado de la presencia de &cidos organicos producto
del proceso hidrolitico de la materia organica, por accion de microorganismos
presentes en el biodigestor. EI comportamiento del pH en el biodigestor fue
incrementandose hacia pH neutros con valores que oscilan entre los 7 a 7.12
tal y como se muestra en la Fig. 9. donde el pH en el biodigestor de control y

los tratamientos muestran el mismo comportamiento.
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Figura 9. Comportamiento del pH obtenido del biol, durante los 90 dias de fermentacién
por cada tratamiento; Control: desechos frutales + estiércol vacuno, T1: desechos frutales
+ estiércol vacuno + alfalfa, T2: desechos frutales + estiércol vacuno + roca fosférica y T3:

desechos frutales + estiércol vacuno + roca fosférica + alfalfa
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6.2. MONITOREO DEL COMPORTAMIENTO DE LA TEMPERATURA

El monitoreo de la temperatura se llevo a cabo durante los meses de abril a
diciembre del 2016, donde se mostraron oscilaciones de temperatura entre los
17.1°C y los 22.8°C tal como muestran las Fig.10, Fig.11 y Fig.12. Estos
rangos de temperatura varian de acuerdo a los meses y las estaciones de los
afos; sin embargo, se observa que los cambios de temperatura no son
extremos y que el rango en el que se encuentran se debe a que la ubicacion

geografica del lugar experimental es calida y relativamente humeda.
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Figura 10. Comportamiento de la oscilan de temperatura expresada en °C, durante los
meses de abril a junio del 2016 correspondientes a la primera corrida del proceso
fermentativo en los biodigestores, las temperaturas varian entre 19°C a 22°C tal como se

observa en la gréfica.
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Figura 11. Comportamiento de la oscilacion de la temperatura expresada en °C, durante
los meses de julio a septiembre del 2016 correspondientes a la segunda corrida del
proceso fermentativo en los biodigestores, las temperaturas varian entre 18°C a 22°C tal
como se observa en la gréfica.
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Figura 12. Comportamiento de la oscilacion de la temperatura expresada en °C, durante
los meses de octubre a diciembre del 2016 correspondientes a la tercera corrida del
proceso fermentativo en los biodigestores, las temperaturas varian entre 16°C a 21°C tal
como se observa en la gréfica.
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6.3. CUANTIFICACION DE BIOGAS TOTAL

Se registré una mayor produccién de biogas en el biodigestor de control con un
promedio de 1659.00 cm?® de biogas producido, seguido del tratamiento 2 (T2)
con un volumen de 1571.07 cm?®, el tratamiento 1 (T1) con 1494.75 cm® de
biogas y finalmente el tratamiento 3 (T3) con un total de 1487.017 cm® de
biogas. Los volumenes de biogas total registrados representan al volumen
producido durante todo el proceso fermentativo de la materia organica. Las
variaciones de volumenes de produccién de biogas entre los tratamientos se
deben a la materia organica usada en la fermentacion, tal y como se muestra en
la Fig. 13.
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Figura 13. Comparacion grafica del volumen promedio de biogas en cm®, producido en cada
tratamiento; Control: desechos frutales + estiércol vacuno, T1: desechos frutales + estiércol vacuno
+ alfalfa, T2: desechos frutales + estiércol vacuno + roca fosforica y T3: desechos frutales +
estiércol vacuno + roca fosférica + alfalfa; durante el proceso de fermentacién de la materia

orgéanica.
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6.4. DETERMINACION DE LA CALIDAD QUIMICA (NPK) EN MUESTRAS DE
BIOL

6.4.1. Determinacion de nitrégeno total

El contenido de nitrdgeno presente en las muestras de biol fue determinado
por el método de Kjeldahl basado en la volumetria acido-base. En la Tabla
4, se muestran los contenidos de nitrégeno total por cada elemento usado
como materia orgénica, asi como en el biol producto de la fermentacion;
donde se obtuvieron concentraciones de 5.36 % y 4.44% de nitr6geno total
en los tratamientos T3 y T1 respectivamente debido a que el contenido de
nitrégeno en el material organico fermentado fue mayor. Dichos datos son
comparados con los valores iniciales de Nitrdgeno obtenidos a partir de la
materia organica usada, detallado en la Tabla 3.

Sin embargo, el T3 presentd mayor concentracion de nitrégeno respecto al
nitrégeno final contenido en el biol, lo que representa mayor
biodisponibilidad del nutriente; que se ve reflejado en la menor pérdida de
nitrégeno residual expresado en la Tabla 4, que representa a la
concentracion de nutriente usado en la produccion de biogas y/o el

contenido de nutriente contenido en el biosol.

Tabla 4. Contenido de nitrégeno total inicial y final en muestras de biol, la concentracién de
nitrdgeno se expresa en porcentajes en la muestra control: desechos frutas + estiércol
vacuno, T1: desechos frutas + estiércol vacuno+ alfalfa, T2: desechos frutas + estiércol

vacuno+ roca fosférica y T3: desechos frutas + estiércol vacuno + alfalfa + roca fosférica.

Contenido de nitrégeno total (%)

Tratamiento Materia organica

nicial Biol final Residual
Control 5.56 + 0.02 3.14 £ 0.90 242 +1.04
T1 7.06 + 0.02 4,44+ 0.34 2.62 + 0.46
T2 5.63 £ 0.05 3.66+ 0.37 1.97+1.54
T3 7.13+0.28 5.36+ 0.81 1.77 £ 2.89

Razon-F: 6.653, valor-P:0.014
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Los resultados reportados mostraron diferencias  estadisticamente
significativas entre las medias de un tratamiento y otro, obteniendo un valor-P

de la prueba F menor que 0.05, con un nivel de confianza de 95%.

6.4.2. Determinacién de fosforo

El contenido de fésforo en las muestras de biol, fue determinado mediante
la ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de calibracién
(ANEXO 2); en la Tabla 5, se muestra que los tratamientos T2 y T3,
muestran mayores concentraciones final de fosforo con 0.62 mg/l y 0.63
mg/L respectivamente, siendo también los tratamientos que mostraron
mayores concentraciones de fésforo en la materia organica usada al inicio
de la fermentacién. Ambos tratamientos fueron enriquecidos con roca
fosférica que al ser sometido a un proceso fermentativo donde el pH inicial
acido permite su descomposicion y su conversibn a componentes con
mayor solubilidad para las plantas. Los resultados reportados mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de un
tratamiento y otro, obteniendo un valor-P de la prueba F menor que 0.05,

con un nivel de confianza de 95%.

Tabla 5. Concentracion de fésforo inicial y final en muestras de biol, la concentracién
de fésforo se expresa en mg/L en la muestra control: desechos frutas + estiércol
vacuno, T1: desechos frutas + estiércol vacuno+ alfalfa, T2: desechos frutas + estiércol
vacuno+ roca fosférica y T3: desechos frutas + estiércol vacuno + alfalfa + roca

fosforica.

Contenido de fosforo (mg/L)

Tratamiento Materia organica

nicial Biol final Residual
Control 0.7 £0.025 0.57+0.002 0.13 +0.011
T1 1.3+ 0.057 0.59+0.003 0.71 + 0.005
T2 1.8+ 0.021 0.62+0.001 1.18+0
T3 2.4 +£0.016 0.63+0.004 1.77 £ 0.005

Razon-F: 202.628, valor-P:0.000
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6.4.3. Determinacion de potasio

Para determinar la concentracién de potasio presente en las muestras de
biol, se us6 la ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de
calibracion (ANEXO 4). La concentracion de potasio fue mayor en las
muestras control y el Tratamiento 3 (T3) con 4.78mg /L y 5.32 mg/L, de
ambos tratamientos el T3 presentd mayor concentracion de potasio en la
materia organica cargada en el biodigestor, obteniendo varianza
estadisticamente significativa entre la media de contenido de potasio entre
un nivel de tratamientos y otro, puesto que el valor-P de la prueba F es

menor que 0.05, con un nivel de confianza de 95%.

Tabla 6. Concentracién de potasio inicial y final en muestras de biol, la concentracion

de potasio se expresa en mg/L en la muestra control: desechos frutas + estiércol

vacuno, T1: desechos frutas + estiércol vacuno+ alfalfa, T2: desechos frutas + estiércol

vacuno+ roca fosférica y T3: desechos frutas + estiércol vacuno + alfalfa + roca

fosforica.

Concentracién de potasio (mg/L)

Tratamiento

Materia organica inicial Biol final Residual
Control 6.26 £ 0.21 4.78+0.48 1.48 +0.38
T1 7.56 £ 0.10 3.31+0.54 4.25+0.49
T2 6.26 +0.19 2.87+0.64 3.39+£0.72
T3 7.56 £0.20 5.31+0.48 2.25+0.36

Razén-F: 13.601, valor-P: 0.002
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6.5.

IDENTIFICACION DE LA MICROBIOTA ASOCIADA A LAS
MUESTRAS DE BIOL

6.5.1. Caracteristicas morfolégicas bacterianas y tincion Gram

Las bacterias aisladas a partir de las muestras de biol, fueron cultivadas en

agar comun por un periodo de 24 h, tiempo después del cual se mostré el

crecimiento bacteriano por

colonia,

observandose

las diferencias

morfolégicas mostradas en la Tabla 7. Donde las bacterias obtenidas a

partir del biol del biodigestor de control muestran las mismas caracteristicas

en cuanto a color, forma, superficie, borde y textura, asi como reaccion

positiva para la tincibn Gram evidenciando bacterias del género Bacilo.

Tabla 7. Caracteristicas morfologicas de colinas bacterias aisladas a partir de las muestras

de biol de la muestra control y los tratamientos; donde se codifican las bacterias de

acuerdo al tratamiento al que pertenecen y el nimero de individuo que representan.

MUESTRA COLOR FORMA  SUPERFICIE BORDE TEXTURA GRAM
C-01 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram -
C-02 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
C-03 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
T1-01 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
T2-01 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
T2-02 Blanco Circular Acumulada Redondeado Mucoso Bacilo gram +
T2- 03 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
T3-01 Blanco Filamentosa Planoconvexa Filamentoso Semimucoso Bacilo gram +
T3- 02 Blanco Filamentosa Planoconvexa Filamentoso Seco Bacilo gram +
T3-03 Blanco Filamentosa Plana Filamentoso Seco Bacilo gram +

En todas las colonias formadas se observaron colores

blancos, en cuanto a la

forma la muestra T2 -02 presenta forma circular a diferencia de todas las

muestras; asi también muestra superficie acumulada, mientras que los T2-03 y T3-
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03 presentan superficies planas respecto a la superficie plana mostrada en todas
las muestras. En cuanto a la formacién del borde se observaron bordes del tipo
filamentosos a excepcion del tratamiento T2-02 con borde redondeado y textura
mucosa, a diferencia de la textura seca mostrada en las muestras T3-01y T3 -03.

6.5.2. Pruebas bioquimicas

Tabla 8. Resumen de la respuesta de bacterias a pruebas bioguimicas realizadas a las
muestras de biol; las muestran las fueron codificadas teniendo en cuenta: tipo de

tratamiento, nimero de colonia por tratamiento.

MUESTRA MEDIO
TSI LIA CITRATO SIMONS CATALASA

C-01 A/A + KI/A -/- Positivo/azul +
C-02 A/A + KI/A -/- Positivo/azul +
C-03 A/A - K/A -/- Negativo/verde +
T1-01 A/A - KI/A -/- Positivo/azul -
T2-01 A/A + KI/A -/- Positivo/azul +
T2- 02 A/A - KI/A -/- Negativo/verde +
T2-03 KI/A - K/A -/- Negativo/verde +
T3-01 A/A - K/A -/- Negativo/verde +
T3-02 A/A + KI/A -/- Positivo/azul -
T3-03 A/A + KI/A -/- Positivo/azul +

Control: desechos frutales + estiércol vacuno

T1: desechos frutales + estiércol vacuno + alfalfa

T2: desechos frutales + estiércol vacuno + roca fosférica

T3: desechos frutales + estiércol vacuno + roca fosférica + alfalfa

Con el fin de determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias en
estudio y descartar la presencia de enterobacterias infecciosas, se llevo a cabo
pruebas bioquimicas, como: Triple Sugar Iron (TSI), Lisyne lron Agar (LIA),
Citrato Simons y Catalasa; usadas para la identificacion de enterobacterias. A
partir de las cuales se obtuvieron enterobacterias libres de patogenicidad, debido
a que en la prueba TSI se muestra Bacterias con pico de flauta acido /

profundidad acida (A/A) para microorganismos tienen la facultad de fermentar
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glucosa y lactosa resultando una reaccion acida (amarilla) y acida en el fondo
(amarillo). Asi también para LIA se obtuvieron alcalinizacion (K) del medio de
cultivo con un viraje hacia el parpura en todo el tubo, o como medio de cultivo
neutro con acidificacion (A) con viraje hacia el amarillo en la columna del tubo.
Finalmente, resultados negativos a catalasa para las muestras T1-01 y T3-02 a
diferencia de las muestras restantes que presentan reaccion positiva para

catalasa.

6.5.3. Fijacién de nitrégeno

A partir de las bacterias aisladas de las muestras de Biol, se realizaron pruebas
de capacidad de Fijacion de nitrégeno. Las bacterias sembradas en medio de
cultivo NBrip e incubadas a temperaturas 37 °C por tres dias mostraron virajes
de color verde a amarillo (Fig. 14), indicando la capacidad de fijacion de
nitrégeno de las bacterias, esta capacidad se realiza en dos siembras
consecutivas. Durante la primera siembra las muestras C -01, T2-01, T3-01
presentaron viraje amarillo y las muestras T1-01, y T3-02 viraje amarillo y
colonias blanquecinas; sin embargo, al realizar la segunda prueba de fijacion

solo las muestras T1-01, y T3-02 presentaron viraje amarillo en el medio de

cultivo, lo que indica que poseen mayor capacidad de fijacion de nitrégeno.

Figura 14. Prueba cualitativa de fijacién de nitr6geno, A. viraje amarillo en las muestras T2-
01, T3-01, B. viraje amarillo y formacion de colonias blanquecinas en las muestras C -01,
T1-01, y T3-02 y C. Viraje amarillo en las C -01, T1-01, y T3-02 durante la segunda prueba

de fijacion de nitrégeno.
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6.5.4. Solubilizacion de fosfato

La capacidad de solubilizacién de fosfato de las bacterias, fue determina por la
formacion de halos en el medio de cultivo, respecto al crecimiento de la colonia,
siendo las muestras T2 -02, T3-02 y T3-03 los que presentaron capacidad
solubolizadora de fosfato bicalcico con 3.48 mm, 2.11lmm y 2.69 mm
respectivamente como se muestra en Tabla 9 y ANEXO 10. Dichas muestras
corresponden a los tratamientos T2 y T3, mismos que fueron enriquecidos con

roca fosférica como parte de la materia organica usada durante la fermentacion.

Tabla 9. Solubilizacién de fosfato en medio bicélcio y tricalcico de bacterias obtenidas a
partir de muestras de biol, la tabla muestra las solubilizacion de fosfato bicélcico para las
muestras T2 -02, T3 -01 y T3-03 correspondientes a la fermentacion del tratamiento T2 y

T3 respectivamente

SOLUBILIZACION DE FOSFORO (mm)

Muestras Bicalcico Tricalcico
15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
C-01 0 0 0 0
C-02 0 0 0 0
C-03 0 0 0 0
T1-01 0 0 0 0
T2-01 0 0 0 0
T2-02 241 3.48 0 0
T2-03 0 0 0 0
T3-01 0 0 0 0
T3-02 2.18 2.11 0 0
T3-03 251 2.69 0 0

Finalmente, segun la escala de Mc Farland, las 10 bacterias estudiadas se encontraron en

valores < 1.5 x 108 UFC.ml™ como minimo y como maximo valores de 6 x 10° UFC.ml™*
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6.6. PRUEBAS BIOMETRICAS EN EL CULTIVO DE RABANITO

En el andlisis cuantitativo del desarrollo morfolégicas de las plantas de rabanito,
se determiné que las plantulas fertilizadas con el biol obtenido del tratamiento 3
(T3), presenté mayores longitudes de planta, medidas de hojas y didmetro de
fruto, con valores de 20.33 cm, 13.13 cm y 5.73 cm respectivamente, datos que
son mostrados en las Fig. 15, Fig. 16 y Fig.17. Dicho tratamiento uso:
desechos frutales + estiércol vacuno + alfalfat+ roca fosforica como materia
prima de fermentacion y a la vez obtuvo los mayores valores de disponibilidad
de NPK.

En la Fig.15, se observa que se obtienen mayores valores de alturas para las
plantas de rabanito fertilizadas con el T3, seguido del T2, T1 y el control,

mostrando diferencias en el desarrollo de la planta.
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Figura 15. Medida de altura de plantas de rabinitos expresadas en cm, la grafica muestra
el crecimiento de plantas respecto a la fertilizacidn tipo foliar usando biol, obtenido a partir
de todos los tratamientos: Agual: plantas sin fertilizacion solo por riego con agua, muestra
control: biol a partir de desechos frutas + estiércol vacuno, T1: Biol a partir de desechos
frutas + estiércol vacuno+ alfalfa, T2: Biol a partir de desechos frutas + estiércol vacuno+
roca fosférica y T3: Biol a partir de desechos frutas + estiércol vacuno + alfalfa + roca

fosforica.
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Figura 16. Medida de crecimiento de hojas en plantas de rabinitos expresadas en cm, la
grafica muestra el crecimiento de plantas respecto a la fertilizacion con biol, obteniendo mayor
desarrollo foliar en las plantulas fertilizadas con el biol producto del tratamiento 3 (T3), seguida
del T1, T2y el control.
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Figura 17. Medida del didmetro de frutos de rabanito, la grafica muestra el crecimiento de
plantas respecto a la fertilizacion con biol, obteniendo mayor desarrollo de fruto en el

tratamiento T3, seguido del T1, T2 y el control.
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VIl

DISCUSION

Los valores de pH tienen una influencia directa sobre la produccion de biol,
debido a su accion sobre los procesos microbianos; razén por la cual se
observan disminucion de pH en la fase inicial de la fermentacién ya que la
accion de los microorganismos sobre la materia organica mas labil produce la
liberacion de acidos organicos (Aguero, 2014). De acuerdo a los resultados
obtenidos del monitoreo de pH durante el periodo de fermentacion en los
cuatro tratamientos, se obtuvieron valores iniciales de pH que oscilan entre
4.67 a 5.16, siendo los tratamientos T2 y T3 los que mostraron mayor acidez
con valores de 4.67 y 4.84 respectivamente. Sanchez-Monedero et al., 2001,
mencionan que la baja de pH mas pronunciada se deben a las condiciones
anaerdbicas del biodigestor, puesto que se forman mayores cantidades de
acidos organicos ademas que tiene un influencia directa con el tipo y calidad
de materia organica usada. En una segunda fase se produce la alcalinizacion
del medio, debido a la pérdida de los acidos organicos y la generacién de
amoniaco procedente de la descomposicion de proteinas, por lo que se
obtuvieron valores de pH 6.15 y 6.45 vy finalmente valores de pH de 7.01 que
tienden a la neutralidad por la formacién de compuesto himicos que le

confieren la propiedad de tampdn (Tamayo, 2009).

Del mismo modo la temperatura como una variable en la descomposicion de
materia organica y la produccién de biogas influye de forma decisiva en la
rapidez y cantidad de metano generado, por lo que, cuando el objetivo es la
produccién y cuantificacion de este hidrocarburo, la temperatura se
encontrard por encima de 10 °C (Gonzalez & Longoria, 2005). Durante el
proceso de biodigestion se registraron temperaturas ambientales de 23°C - 30
°C, cuyos valores se encuentran dentro de los rangos 6ptimos de produccion
de biogas y descomposicién de materia organica por accién de las bacterias
gue se desarrollan en el medio. Segun Saraz et al.,2007, la biodigestién
anaerobia puede ocurrir en un amplio rango de temperaturas entre los 5°C y
los 60°C, ademas el proceso no se ve afectado por el incremento de
temperatura en unos pocos grados. Sin embargo, un decrecimiento subito en
unos grados podria retardar la produccion de metano, sin afectar la actividad
de las bacterias, de acuerdo con un estudio, la temperatura mas adecuada

para la produccion de biogas obtenida en un experimento en laboratorio con un
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biodigestor rural modelo indiano, fue 31°C (Matos et al., 2016). Asimismo,
(Cuaila et al., 2012), reporta una temperatura del biodigestor entre 30 a 40°C,
oscilando la temperatura ambiente entre 20 y 30°C durante los meses de
evaluacién, produciendo posteriormente biogas en forma diaria con un

promedio de 400 litros/dia en un biodigestor familiar de 2m?.

La cantidad de biogas que puede producirse, depende de la hermeticidad con
la que se mantenga el biodigestor, asi como la materia organica usada en el
proceso fermentativo; En las Figura 13, se observan los valores de biogéas
producido por tratamiento se registra una mayor produccion de biogas en el
biodigestor de control con un promedio de 1659.00 cm® de biogas producido,
seguido del tratamiento 2 (T2) con un volumen de 1571.07 cm?, el tratamiento
1 (T1) con 1494.75 cm?® de biogéas y finalmente el tratamiento 3 (T3) con un
total de 1487.017 cm?® de biogéas. El aumento de biogas en el Control y T2 se
vio influenciado por la mayor hermeticidad que poseian los contenedores, ya
que no existieron fugas por un éptimo control. Ante esto (Baldedén & Tang,
2011) afirman que cuando existe mayor hermeticidad en un contener, las
temperaturas incrementan y el resultado es la descomposicion acelerada de la
materia organica en el contenedor, lo que libera gases y produce el biogas. En
el trabajo realizado por Cuaila etal., (2012) reporta que los biodigestores
producen aproximadamente 0.2 m® de biogas por m™ del biodigestor al dia
cuando la fermentacion se encuentra en etapa psicréfila y que la produccién
del mismo esta directamente relacionado al tipo de materia organica usada
durante el proceso fermentativo; especialmente si se usa excretas de origen

animal.

Por otra parte, la fase liquida o biol, resultante del proceso fermentativo es
usada para la fertilizacion de plantas, por a su contenido de nitrégeno (N),
fésforo (P) y potasio (K) (Warnars & Oppenoorth, 2014). La concentracion de
estos compuestos depende de la materia organica usada y su capacidad de
solubilizacion durante el proceso fermentativo (Leblanc et al., 2007), con
relaciéon al contenido de P se obtuvieron mayores concentraciones en los
tratamientos T2 y T3 con 0.62 mg/L y 0.63 mg/L respectivamente; ambos

tratamientos contenian roca fosférica como parte de la materia organica
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fermentada en el biodigestor. Zapata & Roy, 2007 mencionan que el pH acido
de los suelos, un alto contenido de materia organica y la disponibilidad de agua
son los factores que influyen en la reactividad de la roca fosférica aumentando
su solubilizacion y por ende su efectividad agrondémica; siendo el proceso
fermentativo un ambiente 6ptimo para lograr su solubilizacion en fosfatos que
son reflejados en los valores mayores de P en los tratamientos T2 y T3 a
diferencia del T1 y control. (Torres & de Prager, 2014), han sugerido que una
concentracion de 0.2 mg/L de fésforo es suficiente para un crecimiento éptimo.
Por otra parte, Ortiz & Renato, 2013, reportan concentraciones de 0.40% y
0.319% en dos de sus tratamientos, usando roca fosférica para enriquecer sus

biofertilizantes.

Del mismo modo se determiné la concentracién final de nitrdgeno en todas las
muestras de biol en estudio, obteniendo mayores valores en los tratamientos
T1ly T3 con 3.63% y 4.56% de nitrdgeno respectivamente, tal y como se indica
en la Tabla 4. Donde el uso de estiércol como materia organica en la
fermentacion adiciona la mayor concentracién de nitrégeno al biol obtenido; sin
embargo, el tratamiento control que contenia estiércol en mayores
proporciones presenté baja concentracién de nitrégeno. Peralta-Veran et al.
(2016), explica que la generacién de amoniaco y por ende la concentraciéon de
nitrégeno en las excretas dependera de la humedad de la mismay la dieta a la
gue el animal fue sometido, lo que se reflejara en el proceso fermentativo. Por
tanto, mayores valores en los tratamientos T1 y T3 estan relacionado a la
adicion de alfalfa como parte de la materia organica en el proceso
fermentativo. Duarte Gustavo (2016) explica que alfalfa contiene elevadas
concentraciones de nitrégeno en sus nddulos obtenido mediante la relacion
simbidtica con el Rizhobium en el suelo durante su crecimiento; ademas,
provee los elementos quimicos y medicinales que eliminan y controlan algunas
plagas (Restrero, 2011). Segun Ortiz & Renato, 2013 realizaron
enriguecimiento de biofertilizantes a base de codornaza y alfalfa obteniendo

valores de 4.40% de nitrégeno con un pH de 7.01.
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Asi también, se determind la concentracion de potasio en cada tratamiento,
siendo los tratamientos Control y T3, los més sobresalientes, con valores de
477.86 mg/L y 531.46 mg/L respectivamente. Hecho que es explicado por el
uso de estiércol bovino como fuente de potasio durante la fermentacién por
presentar una concentracion de 3.75% (Figueroa et al., 2010). Este nutriente
es clave en la relacion agua-planta por mantiene niveles adecuados de agua
en las plantas, regulando la apertura y cierre de los estomas que acumulan el
potasio durante la transpiracién celular (Intagri, 2017). De acuerdo a los
resultados obtenidos, el tratamiento T3 es el que presenta las mayores
concentraciones de NKP solubilizadas debido al uso de roca fosforica, alfalfa y

estiércol bovino como fuentes de dichos nutrientes durante la fermentacion.

Ademas del contenido de nutrientes que los biofertilizantes poseen, deben de
cumplir caracteristicas que permitan y garanticen optimizar la calidad de los
suelos, facilitar la penetracion del agua, incrementar la retencion de la
humedad y sobre todo mejorar su actividad bioldgica (Aglero, 2014). Siendo
importante identificar la microbiota a la cual se encuentra asociada, ya que las
bacterias juegan un rol importante en el aprovechamiento de los nutrientes
(Camacho & Torre, 2017). Por lo que se asilaron bacterias a partir de las
muestras de biol obtenidas de los distintos tratamientos, obteniendo 10
bacterias diferenciadas entre ellas por su color, forma, superficie, borde y
textura; sin embargo, relacionadas entre si por su respuesta positiva frente a la
tincion Gram, obteniendo bacilos Gram positivos, tal y como son mostrados en
la Tabla 7. Carlo etal., 2015, realizaron la evaluacion de la poblacion
microbiana en un proceso fermentativo de composta en funcion al tiempo,
observando la predominancia de bacilos Gram positivos en todas las fases de
la fermentacion, al igual que cocos Gram positivos mientras que los
microorganismos gram negativos tendieron a desaparecer frente a los

incrementos de temperatura y los cambios de valores de pH.

Por esta razén es necesario conocer la calidad microbioldgica de las bacterias
identificadas, para asi evaluar su efectividad en las plantas cuando son usadas
a través de la aplicacion del biol, siendo las pruebas de solubilizacién de

fosfato y fijacion de nitrégeno las més usadas para determinar la capacidad de
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promocién vegetal que poseen algunas de las bacterias (Pathak & Kumajr,
2016). Para determinar la capacidad de fijaciébn de nitr6geno se realiz6 la
siembra de las bacterias en medio NFB, el cual se caracteriza por el viraje del
medio (Fuentes & Caballero, 2006). A partir de esta evaluacion se obtuvieron
resultados positivos por el viraje del medio de verde a amarillo en las muestras
T1-01, y T3-02 mostrados en la Fig. 14, las muestras pertenecientes a los
tratamientos T1 y T3 contenian alfalfa y nédulos de la misma como parte de la
materia organica usada en la fermentacion, asi como la formacion de
fitohormonas durante el proceso fermentativo que contribuirian al desarrollo de
este tipo de bacterias. Para Malusd et al. (2012) los endodfitos son
microorganismos que tiene un mayor potencial de transferencia a la planta, por
presentar una mayor fuente de nitrégeno debido que al encontrarse en el
interior de las plantas acumulan el potencial de fijacién y cuando son liberados

al medio vuelven a generar la relacion simbionte.

Asi también, al realizarse la evaluacion de la capacidad de solubilizacion de
fésforo con las 10 bacterias aisladas, se determiné que las bacterias T2 -02,
T3-02 y T3-03 presentaron formacion de halos de 3.48 mm, 2.11mm vy 2.69
mm respectivamente en el medio Nbrip Bicalcio, lo que indica la capacidad de
solubilizar fosfatos. Llanos Machaca (2017) determiné la presencia de
bacterias solubilizadoras de fosforo a partir de material de compost,
encontrando bacterias del género bacilo que al ser expuestas al medio NBrip

alcanzaban capacidades de solubilizacion de hasta 2.71mm.

Finalmente, buscando determinar la efectividad del biol obtenido sobre el
desarrollo y crecimiento de los cultivos, se realizaron pruebas biométricas en
cultivos de rabanito con todos los tratamientos obtenidos; evidenciando que el
cultivo aplicado con el T3 alcanzé longitudes de planta, medidas de hojas y
diametro de fruto, con valores de 20.33 cm, 13.13 cm y 573 cm
respectivamente en comparacion con los cultivos tratados con los tratamiento
control, T1 y T2, lo que indica una interaccién directa del biol con mayor
solubilizaciéon de nutrientes alcanzados y el desarrollo de las plantas. Para
Benaissa (2019) este hecho esté relacionado a las fitohormonas presentes en

las muestras de biol, reflejado en la estimulacién de desarrollo de las plantas
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como: alargamiento de hojas, raices y formacién de frutos de mayor tamafo;
ademas que al ser nutrientes con mayor disponibilidad tendran una accién de
mayor respuesta haciendo que las plantas logren mayor aprovechamiento de

los mismos.

VIII.  CONCLUSIONES

Se determind un volumen de produccion de biogas de 1659.00 cm® en el Control,
seguido de 1571.07 cm® de biogas en el Tratamiento 2, siendo ambos los
tratamientos que obtuvieron los mayores volimenes de biogas total, debido a la
influencia del tipo y cantidad de la materia organica usada para el proceso
fermentativo, asi como la hermeticidad del biodigestor.

Se obtuvieron concentraciones finales de 5.36 % y 4.44% de nitrégeno total en los
tratamientos T3 y T1 respectivamente, mientras que los tratamientos T2 y T3,
muestran mayores concentraciones final de fésforo con 0.62 mg/l y 0.63 mg/L y
finalmente los tratamientos Control y T3 registraron concentraciones finales de
potasio de 4.78mg /L y 5.32 mg/L. Por tanto, las mayores concentraciones de NPK
solubles luego de la fermentacion se obtuvieron en el T3, debido a que la carga de

materia organica presentd mayor porcentaje inicial de dichos componentes.

Se determiné la capacidad PGPR en 10 bacterias aisladas a partir de muestras de
biol, usando medios de cultivos selectivos para la fijacion de nitrégeno y
solubilizacion de fosfato, siendo las bacterias T1-01, y T3-02 las que presentaron
la capacidad de fijacion de nitrégeno por el viraje en su medio de cultivo y las
bacterias T2 -02, T3-02 y T3-03 presentaron formacién de halos durante su
crecimiento en el medio fosfatado lo que indica la capacidad de solubilizacién de
fosforo que estas bacterias presentan, asi mismo se determiné que la bacteria T3-

02 present6 ambas capacidades.

Se realiz6 una evaluacion biométrica en plantulas de rabanito para determinar la
eficiencia de los diferentes tratamientos de biol, obteniendo longitudes de planta de
20.33 cm, hojas con 13.13 cm de medida y diametro de fruto de 5.73 cm, siendo

estos los mayores valores registrados en plantulas fertilizadas con el T3.
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ANEXO 1: PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
FOSFORO
A. Curva de calibracion

Para la construccion de la curva de calibracion de fosforo, se us6 como
solucién patron 0.57 g del reactivo fosfato de sodio dibasico dodecahidratado
(NaHPO,.12H,0) a una concentracion de 100 ppm, que fue diluida en agua
destilada usando una fiola de 100 mL de capacidad. A partir de la solucion
patrén se realizaron diluciones que permitié determinar los valores en la recta
(Tabla 10).

Tabla 10. Diluciones a partir de la solucion patron para la construccion de la curva

de calibracién de fésforo

Volumen de

Concentraciéon  Volumen sol. ] Volumen
i agua destilada
(ppm) Patréon (mL) total (mL)
(mL)
0.5 0.125 24.87 25
0.7 0.175 24.82 25
0.8 0.1 24.9 25
0.9 0.225 24.77 25
1 0.25 24.75 25

El volumen de las diluciones mostradas en la Tabla 10, fueron colocados en
fiolas de 25 mL y se le afiadié 2.5 mL de reactivo de Molibdato de amonio de
forma directa hacia la solucién, evitando el derrame en las paredes de la fiola,
de forma seguida se afiadi6 1mL de cloruro estafioso y se aforé a 25 mL
usando agua destilada. Las soluciones fueron leidas usando un

espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm.
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Biol (5g)

carbén activo 4 g

100 mL de NaHCO, 0,5

Filtrar

1 ml del filtrado agregar a
una fiola de 25 mL

Agregar 5 mL de solucion de
molibdato de amonio

Agregar 1 mL de solucidn
diluida de SnCl,

Aforar con agua destilada

Agitar bien

Reposar 10 min

Leer a 660 nm

Figura 18. Flujo de proceso de preparacién de muestras para la cuantificacion del contenido de
fésforo en muestras de biol.
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ANEXO 2: PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
NITROGENO

Pesar 0.5 gr de
muestra

agregar 3 gr de mezcla
catalizadora y 4 mL de
solucion digestora

Meclar hasta que la
solucién caliente y tome
color verde

Adicionar 10 mL de
agua destilada.

Adicionar 15 mL de
H3BO3 4% y 2 gotas
de rojo fenol

agregar 15 mL de
solucién concentrada
de NaOH 40%

Titular con HCI 0.05 N,
hasta que vire de azul a
amarillo

Tomar nota del
volumen gastado
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ANEXO 3: DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POTASIO

A. Curva de calibracion

La curva de calibracion de potasio se determiné a partir de una solucion de
acetato de amoniaco al 1N (solucibn A) y una solucion patron de potasio
(solucion B):

Solucion A: acetato de amoniaco 1N, pH7

En una probeta se afiadié acido acético glacial en un volumen de 28.75 mL y
se aforé a 250 mL con agua destilada; en otra probeta se diluyé 37.5 ml de
amoniaco y se afor6 a 250 mL con agua destilada, ambas diluciones se
mezclaron lentamente y se dejo enfriar hasta una temperatura de 20°C a 25°C
y se ajusto un pH de 7.

Se pesaron 0.47 gr de cloruro de potasio (KCI) y se diluy6 en 250 mL de agua

destilada; las diluciones fueron medidas a 786 nm de acuerdo a la Tabla 11.

Tabla 11. Concentracién de diluciones en ml para la lectura de la curva de calibracién de

potasio.

Concentracion de diluciones de potasio a 25mL

Solucién patron (mL)  Acetato de amoniaco (mL)

0.25 24.75
0.5 24.5
1.25 23.75
2.5 22.5

Dilucion a partir de cc. 2.5 mL

solucion patrén (mL) acetato de amoniaco (mL)

0.25 24.75
0.5 24.5
1.25 23.75
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ANEXO 4. MEDIDAS DE pH

Tabla 12. Medida del pH en la fase liquida de la fermentacién respecto al tiempo en dias de

fermentacion, la tabla muestra los datos correspondientes a la primera repeticion.

Tiempo (dias)
30 45 60 75 90

Tratamiento

Control 5.12 589 6.73 704 713 7.14
T1 5.43 5.77 6.45 7.01 7.09 711
T2 4.63 549 6.12 6.92 7.05 7.08
T3 4.82 559 6.67 7.02 7.1 7.13

Tabla 13. Medida del pH en la digestidn respecto a los dias de fermentacion, la tabla muestra los

datos correspondientes a la segunda repeticion.

TIEMPO (dias)

Tratamiento 15 30 45 60 75 90
Control 5.22 5.78 6.69 7.01 7.1 7.12
T1 54 5.69 6.48 7.03 7.14 7.15

T2 4,71 5.53 6.19 6.9 703 7.1

T3 4.89 5.61 6.7 7 7.09 7.12

Tabla 14. Medida del pH en la digestion respecto a los dias de fermentacién, la tabla muestra los

datos correspondientes a la tercera repeticion.

TIEMPO (dias)

Tratamiento 15 30 45 60 75 90
Control 5.14 5.86 6.71 703 7.14 7.15
Tl 5.39 5.75 6.47 7.03 7.1 7.11

T2 4.68 5.5 6.15 6.91 7.06 7.09

T3 4.80 5.58 6.69 7.01 7.08 7.11
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ANEXO 5. MEDIDA DE PERIMETRO Y DIAMETRO DE CAMARA DE LLANTAS PARA
LA CUANTIFICACION DE BIOGAS

Tabla 15. Determinacion del volumen de biogas generado durante la primera corrida, por el
método de desplazamiento de agua. La tabla muestra el volumen de biogas en cm® por

tratamiento.

Volumen de biogas en cm3 L
Biogas

Tratamiento c total (cm3)

1 2 3 4
Control 350.049 351.708 351.708 326.823 260.463 1640.751
T1 287.007 298.62 313.551 303.597 293.643 1496.418
T2 321.846 316.869 326.823 325.164 295.302 1586.004
T3 290.325 296.961 305.256 303.597 295.302 1491.441

Tabla 16. Determinacién del volumen de biogas generado durante la segunda corrida, por el
método de desplazamiento de agua. La tabla muestra el volumen de biogas en cm® por

tratamiento.

volumen de biogas en cm3 Biogas
Tratamiento total
1 2 3 4 5 (cm3)
Control 320.187 346.731 346.731 320.187 326.823 1660.659
T1 287.007 305.256 326.823 305.256 295.302 1519.644
T2 320.187 320.187 346.731 318.528 263.781 1569.414
T3 318.528 326.823 305.256 265.44 262.122 1478.169
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Tabla 17. Determinacién del volumen de biogas generado durante la tercera corrida, por el método

de desplazamiento de agua. La tabla muestra el volumen de biogas en cm® por tratamiento.

Volumen de biogas en cm3 Biogas
Tratamiento total
1 2 3 4 5 (cm3)
control 343.413 341.754 343.413 326.823 320.187 1675.59
T1 282.03 305.256 305.256 288.666 287.007 1468.215
T2 318.528 320.187 326.823 305.256 287.007 1557.801
T3 290.325 298.62 326.823 287.007 288.666 1491.441
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ANEXO 6. DATOS PARA LA CUANTIFICACION DE POTASIO

Tabla 18. Datos de la concentracién de potasio obtenidos de muestras de biol de los diferentes
tratamientos al finalizar la primera corrida experimental.

Absorbancia

Tratamiento 268 nm concentracion (ppm)
Control 0.05 5.242
Tl 0.045 4.716
T2 0.027 2.821
T3 0.034 3.558

Tabla 19. Datos de la concentracion de potasio obtenidos de muestras de biol de los diferentes
tratamientos al finalizar la segunda corrida experimental

) Absorbancia Concentracién
Tratamiento
768 nm (ppm)
Control 0.051 5.347
T1 0.049 5.137
T2 0.024 2.505
T3 0.037 3.874

Tabla 20. Datos de la concentracion de potasio obtenidos de muestras de biol de los diferentes
tratamientos al finalizar la tercera corrida experimental

_ Absorbancia  Concentracion
Tratamiento

768 nm (ppm)

Control 0.054 5.663
T1 0.046 4.821
T2 0.023 2.400
T3 0.03 3.137
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ANEXO 7. DATOS PARA LA CUANTIFICACION DE FOSFORO

Tabla 21. Datos de la concentracién de fosforo en muestras de biol de los diferentes tratamientos
al finalizar la primera corrida experimental

Absorbancia concentracion

Tratamiento (660nm) (ppm)
Control 0.204 0.576
T1 0.231 0.592

T2 0.279 0.620

T3 0.218 0.584

Tabla 22. Datos de la concentracion de fésforo en muestras de biol de los diferentes tratamientos
al finalizar la segunda corrida experimental.

Absorbancia concentraciéon

Tratamiento (660nm) (ppm)
Control 0.211 0.580
T1 0.232 0.592

T2 0.27 0.615

T3 0.22 0.585

Tabla 23. Datos de la concentracion de fésforo en muestras de biol de los diferentes tratamientos
al finalizar la tercera corrida experimental.

Absorbancia concentraciéon

Tratamiento (660nm) (ppm)
Control 0.208 0.578
T1 0.237 0.595

T2 0.276 0.618

T3 0.221 0.586
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ANEXO 8.CUANTIFICACION DE NITROGENO

Tabla 24. Determinacion del contenido de nitrégenos en muestras de biol obtenidas a partir del
proceso fermentativo durante la primera corrida.

muestra Nitrégeno %
Control 6.160
Tl 3.930
T2 4.280
T3 3.990

Tabla 25. Determinacion del contenido de nitrégenos en muestras de biol obtenidas a partir del
proceso fermentativo durante la segunda corrida.

muestra Nitrogeno %
Control 5.370
Tl 3.820
T2 4.830
T3 3.230

Tabla 26. Determinacién del contenido de nitr6genos en muestras de biol obtenidas a partir del
proceso fermentativo durante la tercera corrida.

muestra Nitrogeno %
Control 4.540
T1 3.230
T2 4.200
T3 2.190
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ANEXO 9. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE SOLUBILIZACION DE FOSFORO BICALCICO Y TRICALCICO

Tabla 27. Determinacién de la capacidad de solubilizacién de fésforo, la tabla la capacidad de solubilizaciéon de 10 bacterias seleccionadas por
medio de la diferenciacion de tamafios de colonias y formacion de halos en los medios de cultivo Nbrip Bicélcico y tricalcico.

07 /07 /017 21/07/2017
tratamiento | Repeticiones Bicalcico 28 °C Tricélcico 28°C Bicalcico 28°C Tricélcico 28°C
Colonia | Halo | Diferencia | Colonia Halo Diferencia Colonia Halo |Diferencia| Colonia | Halo | Diferencia
(mm) | (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) | (mm) (mm) [ (mm)| (mm)
R1 5.09 0 5.09 6.22 0 0 6.29 0 6.29 6.24 0 0
C-01 R2 4.67 0 4.67 7.09 0 0 4.99 0 4.99 6.76 0 0
R3 5.97 0 5.97 7.13 0 0 6.12 0 6.12 6.96 0 0
R1 6.05 0 6.05 6.97 0 0 6.67 0 6.67 6.95 0 0
C-02 R2 4.19 0 4.19 5.85 0 0 4.31 0 4.31 7.08 0 0
R3 6.52 0 6.52 7.55 0 0 6.63 0 6.63 7.05 0 0
R1 6.88 0 6.88 6.06 0 0 6.01 0 6.01 5.87 0 0
C-03 R2 5.26 0 5.26 6.75 0 0 4.19 0 4.19 6.36 0 0
R3 7.25 0 7.25 5.57 0 0 6.36 0 6.36 6.85 0 0
R1 6.23 0 6.23 5.82 0 0 6.34 0 6.34 6.63 0 0
T1-01 R2 5.22 0 5.22 5.86 0 0 4.45 0 4.45 6.54 0 0
R3 6.03 0 6.03 6.44 0 0 5.81 0 5.81 7.14 0 0
R1 5.4 0 5.4 6.02 0 0 6.18 0 6.18 6.75 0 0
T2-01 R2 4.18 0 4.18 5.63 0 0 4.19 0 4.19 6.8 0 0
R3 6.62 6.62 6.06 0 0 6.13 0 6.13 7.41 0 0
R1 5.5 75 2 5.65 0 0 5.77 7.8 2.03 5.77 0 0
T2 -02 R2 3.5 6.28 2.78 5.09 0 0 4.06 6.35 2.29 5.41 0 0
R3 6.22 | 8.67 2.45 6.13 0 0 6.33 8.9 2.57 6.1 0 0
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ANEXO 10. ANALISIS ESTADISTICO

ANEXO 10.1. Andlisis de datos de la cuantificacion del contenido de nitrégeno

Tabla 28. Analisis descriptivo de los datos obtenidos de la cuantificacion de nitrégeno por el

método de kejhdal, con intervalo de confianza de 95%.

Tratamientos N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo  Méximo
estandar estandar inferior superior
Control 3 3.1167 0.87552 0.50548 0.9418 5.2916 2.19 3.93
T1 3 4.4367 0.34298 0.19802 3.5847 5.2887 4.20 4.83
T2 3 3.6800 0.39887 0.23029 2.6891 4.6709 3.23 3.99
T3 3 5.3567 0.81008 0.46770 3.3443 7.3690 454 6.16
Total 12 4.1475 1.03921 0.30000 3.4872 4.8078 2.19 6.16
Tabla 29. Prueba ANOVA, en datos de determinacion de nitrdgeno
Sumade Media
o] F Sig. (valor P)
cuadrados cuadrética
Entre grupos 8.481 3 2.827 6.653 0.014
Dentro de grupos 3.399 8 0.425
Total 11.880 11
ANEXO 10.2. Analisis de datos de la cuantificacidn del contenido de potasio
Tabla 30. Andlisis descriptivo de los datos de la cuantificacion de potasio en muestras de Biol, con
el 95% de confianza
Desviacion Error Limite Limite
tratamientos N Media estdndar  estandar  inferior superior Minimo Maximo
Control 3 471433 0.480955 0.277679  3.51958  5.90909 4.189  5.133
T1 3 3.27733 0.540345 0.311968 1.93504 4.61962 2.821 3.874
T2 3 2.82100 0.640416 0.369745 1.23012 441188 2.400 3.558
T3 3 5.24200 0.482152 0.278371 4.04427 6.43973 4.716 5.663
Total 12 4.01367 1.137178 0.328275 3.29114 4.73620 2.400 5.663
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Tabla 31. Prueba ANOVA, en datos de determinacién de Potasio

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 11.893 3 3.964 13.601 0.002
Dentro de grupos 2.332 8 0.291
Total 14.225 11

ANEXO 10.3. Andlisis de datos de la cuantificacion del contenido de fésforo

Tabla 32. Andlisis estadistico aplicada a los datos de la cuantificacién de fésforo en muestras de

Biol, con el 95% de confianza

. Desviacién Error o L.
N Media estandar estandar Limite Limite Minimo Maximo
inferior superior
Control 3 0.57800 0.002000 0.001155 0.57303 0.58297 0.576 0.580
T1 3 0.59367 0.003786 0.002186 0.58426 0.60307 0.591 0.598
T2 3 0.62167 0.001528 0.000882 0.61787 0.62546 0.620 0.623
T3 3 0.63233 0.004041 0.002333 0.62229 0.64237 0.628 0.636
Total 12 0.60642 0.022757 0.006570 0.59196 0.62088 0.576 0.636
Tabla 33. Prueba ANOVA, en datos de determinacién de Foésforo

Suma de

Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0.006 3 0.002 202.628 0.000
Dentro de grupos 0.000 8 0.000
Total 0.006 11
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ANEXO 10.4. ANALISIS DE DATOS DEL CRECIMIENTO DE FRUTO DE RABANITO

Tabla 34. Andlisis estadistico aplicada a los datos del crecimiento de los frutos de rabanito tratados

con diferentes muestras de bioll, con el 95% de confianza

TRATAMIENTOS N Media Desviacién Coeficiente de Minimo Maximo Rango
Estandar Variacion
Agua 3 4.0 0.264575 6.61438% 3.8 4.3 0.5
Control 3 4.1 0.1 2.43902% 4.0 4.2 0.2
T1 3 456667 0.378594 8.29038% 4.3 5.0 0.7
T2 3 4.43333  0.321455 7.25087% 4.2 4.8 0.6
T3 3 5.73333 0.251661 4.38944% 55 6.0 0.5
Total 15 456667 0.68313 14.9591% 3.8 6.0 2.2

Tabla 35. ANOVA del diametro del fruto de rabanito por tratamientos de biol

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 5.75333 4 1.43833 18.44 0.0001
Intra grupos  0.78 10 0.078
Total (Corr.) 6.53333 14

Tabla 36. Andlisis estadistico aplicada a los datos de la altura de las plantas de rabanito tratadas
con diferentes muestras de bioll, con el 95% de confianza

TRATAMIENTOS Recuento Promedio Desviacién Coeficiente de Minimo Méximo Rango
Esténdar Variacion
Agua 3 12.7 0.8544 6.72756% 11.8 13.5 1.7
Control 3 145 0.7 4.82759% 13.7 15.0 1.3
T1 3 15.5 0.556776 3.59211% 14.9 16.0 1.1
T2 3 15.9333  0.776745 4.87497% 15.3 16.8 1.5
T3 3 20.3333  0.550757 2.70864% 19.7 20.7 1.0
Total 15 15.7933  2.68261 16.9857% 11.8 20.7 8.9
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Tabla 37. ANOVA de la altura de las plantas de rabanito por tratamientos de biol

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 95.876 4 23.969 49.18 0.0000
Intra grupos  4.87333 10 0.487333

Total (Corr.) 100.749 14

Tabla 38. Andlisis estadistico aplicada a los datos del largo de hoja de las plantas de rabanito

tratadas con diferentes muestras de bioll, con el 95% de confianza

TRATAMIENTOS Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo Maximo Rango
Estandar Variacion
Agua 3 8.8 0.608276 6.91223% 8.4 9.5 11
Control 3 10.9333 0.702377 6.42418% 10.2 11.6 1.4
T1 3 11.7867 0.780085 6.61837% 11.0 12.56 1.56
T2 3 11.6 0.4 3.44828% 11.2 12.0 0.8
T3 3 13.1333 0.351188 2.67402% 12.8 135 0.7
Total 15 11.2507 1.55129 13.7884% 8.4 13.5 51
Tabla 39. ANOVA del largo de hoja de las plantas de rabanito por tratamientos de biol
Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 30.1807 4 7.54517 0.0001

Intra grupos 3.5104 10 0.35104

Total (Corr.) 33.6911 14
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Fuanta de Intermal

1%

repositorio.uta.edu.ec

Fuanta de Intermal

1%

idus.us.es

Fuanta de Intermal

1%

www.cubasolar.cu

Fuanta de Intermal

1%

ridum.umanizales.edu.co:8080

Fuanta de Intermal

1%

Submitted to UNIV DE LAS AMERICAS

Trabapo dal estudianta

1%
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B

www.scielo.org.pe

Fuanta de Intermal

<19

12104411 .blogspot.com.ar
Fuante de Intermal g ‘: 1 %
Submitted to Universidad Cesar Vallejo 1
Trabapo dal astudiants { %
M Submitied to ECCI
12 Trabajo dal astudiania { 1 %
M www.perusolar.or
1 J Fuanta de Internal g { 1 %
documents.mx
Fuanta de Intermal { 1 %
dspace.espoch.edu.ec
1 5 Fuanta de Intermal { 1 %
www.scielo.org.co
Fuanta de Intermal g { 1 %
www.scribd.com
Fuanta de Intermal { 1 %
WWw.piaggio.com.pe
Fuanta de Intermal { 1 %
MY Submitted to Universidad Santo Tomas 1
= Trabapo dal astudiants { %
20 Submitted to Universidad Catdlica de Santa 1
| < 9%,
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Maria

Trabapa dal astudiania

www.biobioorganico.cl

Fuenta de Intermal { 1 %

M Submitted to Universidad Peruana Cayetano 1

Z , < 1%
Heredia
Trabapo dal estudianis

P tesis.ucsm.edu.pe

=~ Fuenta de Intermal ‘: 1 %
bdigital.unal.edu.co
Fuenta de Intermal ": 1 %

ey Submitted to CONACYT

25 Trabapa dal astudiania { 1 %

N Ci0.mX

Eb Fuenta de Intermal { 1 %
repositorio.unapiquitos.edu.pe

Fuenta de Intermal { 1 %
repositorio.bibliotecaorton.catie.ac.cr

Fuanta de Intermal { 1 %
tierra.rediris.es

29 Fuenta de Intermal { 1 %
www.upm.es
Fuenta de Intermal { 1 %

Lad

Submitted to Fundacion Universidad de America
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Trabapo dal astudianta

<19
www.acontecerveracruzano.com.mx < 1
e Fuanta de Intermal %
M www.galapagos-islas.com 1
5 |
Fuanta de Intermat { %
www.slideshare.net 1
3
34 Fuanta de Intermat ': %
M repositorio.una.edu.ni 1
a5
Fuanta de Intermal { %
N www.researchgate.net 1
2
Fuanta de Intermal { %
M dspace.umh.es 1
Fuanta de Intermal { %
28 Submitted to Consorcio CIXUG ‘:1
== Trabapo dal estudiants %
Submitted to Universidad de Jaén < 1
e Trabapo dal astudianta %
repositorio.unap.edu.pe 1
Fuanta de Intermal { %
: Tadashi Kato. "Nitrogen Metabolism and
41 < o

Utilization in Citrus®, Wiley, 2011

Publicacion

www.fertilizando.com
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Fuente de Internet

42

a <19
redpav-fpolar.info.ve

FuenlEde Inte‘r)n(:l < 1 o/o
WWWw.upme.gov.co

Fuente de lgeme! g < 1 0/0

Submitted to Universidad Distrital FJDC <1 .
Trabajo deil estudiante /0
bibdigital.epn.edu.ec

Fuente cg Inleme!p < 1 %

, oa.upm.es

Fuente E:l)e Internat < 1 %

Submitted to Universidad Nacional de Tumbes <1
Trabajo del estudiante %

asure.udea.edu.co

Fguente de Internat < 1 %

Submitted to Universidad de Cundinamarca <1 .
Trabajo del estudiante /0

Excluir citas Activo Exduir coincidencias < 15 words

Excluir bibliografia Activo
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