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Resumen

Una de las problematicas a nivel mundial y especificamente en Ecuador, constituye la
generacion de residuos agroindustriales, a los que no se les da un tratamiento adecuado y
producen contaminacién. Frente a esta realidad, es imprescindible la aplicacion de técnicas
innovadoras de tratamiento, que de manera adicional constituyan un beneficio para el productor
y el ambiente. Un proceso utilizado para alcanzar este propésito es la digestion anaerobia, que
es bioproceso mediante el cual se descompone la materia organica para la produccién
sustentable de biogas y biol. En este trabajo se investigo el proceso de digestion anaerobia en
un biodigestor a nivel de escala, determinando los parametros de alimentacién al inicio y al final
del tratamiento (25dias) evaluando diferentes parametros fisico quimicos (ST, STV, DQO, AGV,
nitrégeno total, pH, CE y OD) para asegurar la obtencion de un biol de calidad. Con la finalidad
de buscar una aplicacion diferente a la tradicional, al biol obtenido se usé como suplemento
fitonutricional para cultivos in vitro de maiz (Zea mays) valorando el contenido de
macronutrientes, micronutrientes y compuestos organicos, evaluando el desarrollo vegetativo
de la planta en comparacion con el crecimiento del vegetal al usar medio de cultivo MS
estandar. Los resultados obtenidos indican que los cultivos in vitro al aplicar biol en dosis de 0.1
mL en un medio de cultivo MS estandar se potencia el crecimiento vegetal y al usar 1 mL como
suplemento a un medio de cultivo MS sin macronutrientes y micronutrientes los sustituye de
manera adecuada, sin embargo, las concentraciones empleadas no son suficientes para
satisfacer la demanda de todos los compuestos organicos y sacarosa del medio necesarios
para el desarrollo vegetal 6ptimo. Por otro lado, cuando se usa biol al 5% y 1% como agua de
riego sobre tierra negra se obtienen indices de crecimiento 6ptimos en plantas de Zea mays,

pero no es capaz de mejorar la fertilidad en tierras arcillosas.

Palabras clave: Biol, Cultivo vegetal in vitro, digestion anaerobia, Zea mays, nutrientes.
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Abstract
One of the problems worldwide and specifically in Ecuador, is the generation of agro-industrial

waste, which is not given adequate treatment and produces pollution. Faced with this reality, it
is essential to apply innovative treatment techniques, which additionally constitute a benefit for
the producer and the environment. A process used to achieve this purpose is anaerobic
digestion, which is a bioprocess by which organic matter is decomposed for the sustainable
production of biogas and biol. In this work, the anaerobic digestion process in a biodigester at
scale level was investigated, determining the feeding parameters at the beginning and at the
end of the treatment (25 days) evaluating different physical-chemical parameters (ST, STV,
COD, AGV, total nitrogen, pH, EC and OD) to ensure obtaining a quality biol. In order to find an
application different from the traditional one, the biol obtained was used as a phytonutritional
supplement for in vitro cultures of corn (Zea mays) testing the content of macronutrients,
micronutrients and organic compounds, evaluating the vegetative development of the plant in
comparison with plant growth when using standard MS culture medium. The results obtained
indicate that in vitro cultures, when applying biol in doses of 0.1 mL in a standard MS culture
medium, plant growth is enhanced and when using 1 mL as a supplement to a MS culture
medium without macronutrients and micronutrients, it replaces them in a way adequate,
however, the concentrations used are not sufficient to satisfy the demand for all the organic
compounds and sucrose in the medium necessary for optimal plant development. On the other
hand, when 5% and 1% biol is used as irrigation water on black earth, optimal growth rates are

obtained in Zea mays plants, but it is not capable of improving fertility in clayey soils.

Keywords: Biol, In vitro plant culture, anaerobic digestion, Zea mays, nutrients.
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Capitulo | : Introduccion

El biol es un abono orgénico liquido producido por la degradacion anaerébica de la
materia organica (Méndez et al., 2017), que se usa principalmente sobre cultivos vegetales
tradicionales por su alto contenido nutritivo rico en macro y micronutrientes como nitrégeno,
potasio y fosforo o magnesio y calcio (Ochoa & Rivera, 2016), de manera adicional, es
importante considerar que el biol contiene un alto potencial bioactivo por la presencia de
acidos grasos volatiles (AGV) producidos durante el proceso de fermentacion, estos presentan
multiples efectos sobre la biodiversidad del sustrato y su potencial depende en gran medida de
la concentracion utilizada, esta caracteristica presenta una ventaja y una desventaja al
momento de su aplicacion ya por un lado puede ser usado como bactericida, fungicida y
nematicida y por el otro lado, en concentraciones altas también inhibe el crecimiento vegetativo
de las plantas (Quipuzco et al., 2011); los atributos bioquimicos que el biol presenta como el
contenido fito-hormonal (4cido indol acético, giberelina, purina, etc.) (Aparcana & Jansen, 2008)
o el contenido de materia organica, medido como sélidos totales volatiles (STV) estan en
funcion de los sustratos digeridos y varian segun la cantidad y origen de estos (Cook et al.,

2017)

El platano maduro Musa x paradisiaca presenta varias caracteristicas fisiologicas
(contenido en azlcar y humedad) y socioeconémicas (alto indice de produccion) favorables
para su utilizacion dentro de la matriz productiva del Ecuador (Paz & Pezantes, 2013) y sus
residuos agroindustriales tienen alto potencial para ser usados como sustrato principal en la

digestion anaerobia (Zuma et al., 2018).

En este trabajo se ha desarrollado una aproximacion investigativa sobre los efectos que
este abono liquido organico aplicado a diferentes concentraciones presenta sobre medios de
cultivo Murashigue y Skoog (MS) usados para el cultivo in vitro, preparados a partir del modelo

basal (Krikorian, 2006) , ya que ha sido reportado como un medio versatil y un buen soporte
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fisiologico ya que estd comprobada su efectividad sobre la micropropagacion de varias

variedades vegetales.

Antecedentes

El biol es la parte liquida que resulta de la co-digestion anaerobia de materia organica
animal o vegetal; presenta diversas cualidades organicas y productivas, que pueden ser
aprovechadas, en funcion de los sustratos digeridos (Cook, Skerlos, Raskin, & Love, 2017), es
ampliamente utilizado como abono en cultivos vegetales tradicionales ya que entre sus
caracteristicas fisico-quimicas se cuentan la disponibilidad de diversos nutrientes facilmente
asimilables por las plantas (RAMIREZ OCHOA & CHIPANA RIVERA, 2016) entre los que
destacan un alto contenido en nitrégeno, ademas de macronutrientes como Potasio (K) y

fosforo (P) y micronutrientes como Magnesio (Mg) y Calcio (Ca) (CANO-HERNANDEZ, 2016).
Planteamiento del problema

Desde hace afios existen varias problematicas en Latinoamérica y el Caribe que
entorpecen la disposicion y manejo de los residuos solidos afectando el desarrollo industrial,
econdémico y medio ambiental de la region (Saez & Urdaneta, 2014). En Ecuador la cantidad de
desechos que se generan ronda las 59.000 toneladas y a pesar de que esta cifra se
incrementa con los afios solo se trata adecuadamente el 20% del total y se recicla el 14%, el

resto termina en incineradores, vertederos o en el medio ambiente (Soliz, 2015).

Como una solucion parcial al problema de desechos en Ecuador se ha propuesto
modelos de tratamiento basados en digestion anaerobia en varios sectores del pais como
Manta (Mufioz et al., 2020). La importancia socioecondémica y medioambiental del biol se
distingue claramente debido a la fuente de la que se obtiene la materia prima para llevar a cabo

el proceso (Samaniego, 2022).
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Por lo tanto ya que los procesos de generacion de biofertilizantes utilizan diferentes
tipos de microorganismos y, pertinentemente, la digestion anaerobia esta enfocada en el
tratamiento de desechos (Acosta & Obaya, 2005) es imprescindible realizar una evaluacion de

la calidad del mismo (Puente, 2012).

La calidad del biol depende de la eficiencia del proceso de digestion, segun Orellana et
al (2013) para asegurar la calidad y eficiencia del biol es necesario cumplir ciertos estandares
fisico quimicos, relacionados principalmente con el pH, y microbiolégicos relacionados con

microorganismos provenientes de la materia prima (Puente, 2012).

Justificacion

Los desechos organicos representan el 70% del total de desechos generados en el
mundo, alrededor de 3,5 millones de toneladas, cuyo potencial como biomasa no es
aprovechado adecuadamente en subprocesos que contribuyan al desarrollo del sector
comercial (Konno, 2021). La digestion anaerébica, enfocada en el tratamiento de material
organico de desecho que mediante la produccién de biogas y biol reduce los costos de
operacion y mantenimiento de una organizacion, es una alternativa rentable para el uso de
estos desechos. (Robles & Jensen, 2008). La reutilizacion de la materia organica de desecho
es una practica emergente en la sociedad actual (Robles & Jensen, 2008); tomando en
consideracion que la materia prima empleada no presenta ninguna utilidad aparente y por el
contrario se considera un desecho dificil de manejar (Weiland, 2010). Bajo esta premisa en
este trabajo se us6 como inéculo bofiiga de vaca por su elevado potencial metanogénico
(Camacho et al., 2017), como sustrato principal se utilizé platano maduro (Musa paradisiaca)
en un grado de maduracion cercano a la descomposicién por su alto contenido en humedad y
carbohidratos (mono y disacéridos) (Paz & Pezantes, 2013), ademas se uso un efluente

piscicola de tilapia roja como co-sustrato debido a la gran dilucion que presenta para favorecer
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la hidrélisis (Acosta & Obaya, 2005) y su contenido en bicarbonatos, cloruros, sulfatos, Ca, Mg

y K (Campos et al., 2013).

El potencial del biol obtenido mediante co-digestién anaerobia se incrementa al usar
dos sustratos para la mezcla lo que hace que se enriquezcan los subproductos con diferentes
compuestos y la digestion sea mas estable, ademas de los beneficios que implica el
tratamiento conjunto de desechos de mas de un origen antes mencionados (Cook et al., 2017).
Asi se espera obtener un biol rico en macronutrientes, micronutrientes, compuestos organicos y

fitohormonas.

El biol por su potencial como abono ha sido usado para mejorar el desarrollo vegetal
principalmente en cultivos tradicionales, como un fertilizante sobre el suelo (Ochoa & Rivera,
2016) sin embargo este producto versatil puede ser usado en otros campos aplicativos que

deben ser investigados (Acosta, 2019.

El cultivo in vitro de especies vegetales como el maiz ( Zea mays) permite evaluar el
crecimiento vegetativo sobre un medio de cultivo vegetal MS y demuestra la importancia que
tiene la eleccién de la composicion nutricional, indispensable para la sustentabilidad de las
especies vegetales (Gamborg, 1991), como una alternativa a estos componentes en este
trabajo se aplicaron diferentes concentraciones de biol como suplemento fitolégico y
fitohormonal a variaciones en el medio de cultivo donde se excluy6 los macronutrientes,
micronutrientes y compuestos organicos segun se detalla en el disefio experimental en el

capitulo I1l.
Hipotesis
» Hipétesis nula (Ho.): El proceso de digestion anaerobia es optimo.

¢ Hipdtesis alternativa (Ha,): el proceso de digestion anaerobia no es 6ptimo.
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¢ Hipétesis nula (Ho,): El biol producido es de calidad y en concentraciones adecuadas
cumple los requerimientos minimos de macronutrientes, micronutrientes y compuestos

organicos necesarios para el desarrollo vegetal in vitro de Zea mays

¢ Hipoétesis alternativa (Hay): El biol producido no es de calidad y no cumple los
requerimientos minimos de macronutrientes, micronutrientes y compuestos organicos

necesarios para el desarrollo vegetal in vitro de Zea mays.

¢ Hipotesis nula (Hos): El biol mejora la calidad de la tierra negra, roja y arcillosa

¢ Hipotesis alternativa (Has): El biol no mejora la calidad de la tierra negra, rojay arcillosa

Objetivos

Objetivo general

*  Determinar los efectos de diferentes concentraciones de biol sobre el desarrollo vegetal
de plantas de maiz (Zea mays) cultivadas in vitro en medios de cultivo MS con

modificaciones.

Objetivos especificos
s Caracterizacion fisico quimica (nitrégeno, AGV, pH, ST, STV, DQO, OD, y CE) de:
indculo, sustratos, mezcla de alimentacion y biol obtenido.

*  Determinacion de la relacion fitonormonal del biol.

¢ Determinacion de los efectos del biol en diferentes tipos de tierra.

Capitulo Il: Marco teorico
Platano maduro (Musa paradisiaca)

En el Ecuador, desde el afio 2008 se establecieron los fundamentos para llevar a cabo

una nueva matriz productiva como modelo de desarrollo en Ecuador donde se fomenta
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principalmente el uso de la materia prima producida en el pais (Morales et al., 2015). Asi, Paz &
Pezantes (2013) proponen el uso del platano verde dentro de la nueva matriz productiva debido
a la gran produccion de éste y el alto potencial para ser transformado y aprovechado en
diferentes industrias, bajo el objetivo principal de “Sumak Kawsay” que hace alusion al
bienestar de la poblacion, especialmente dentro del sector mas vulnerable econémicamente;
sin embargo no menciona el tratamiento de los residuos que se generan por la sobreproduccion
y/o utilizacion de los frutos debido a su amplio uso comercial e industrial, tampoco el uso del

fruto maduro debido a su contenido bioquimico rico en azdcares (Thomas, 1997).

Se ha demostrado que los residuos agroindustriales de la cascara de banano maduro
tienen potencial para la generacién de bioetanol (Romero Bonilla et al., 2019) de igual forma se
conoce gue se pueden aprovechar como sustrato en procesos de digestion y de co-digestion
anaerobia para la generacion de biogas (Zuma et al., 2018), biol y compost (Mufioz et al.,

2020) principalmente por su alto contenido en agua y carbohidratos (Paz & Pezantes, 2013).

Digestion anaerobia

La aplicacion de técnicas bioquimicas y microbioldgicas ha dado lugar al desarrollo de
nuevas tecnologias, entre las cuales destaca la digestion anaerdbica por su potencial para
resolver los problemas como la blisqueda de nuevas fuentes de energia y el tratamiento de los
desechos que se generan de origen agroindustrial y que constituyen un problema ambiental
(Bermudez et al., 1988). La digestion anaerobia es una fermentacion dentro de un ambiente sin
oxigeno donde se degrada toda la materia organica por la actividad biol6gica de
microorganismos u,, oxidantes fuertes excretados por los mismos que da lugar a una fase
gaseosa o biogas, una fase semisolida o lodo activado (Acosta & Obaya, 2005) y una fase

liquida o biol (Medina et al., 2015).
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En un principio la digestion anaerobia se uso6 principalmente para el tratamiento de
aguas residuales domésticas usando modelos primitivos, actualmente conocidos como pozos
sépticos (Bermudez et al., 1988), con el transcurso del tiempo se han desarrollado modelos de
co-digestion para el tratamiento conjunto de mas de un sustrato en ambientes herméticos y

controlados (Alvarez et al., 2014).

Actualmente el proceso de digestion anaeraobia tiene varios desafios por delante, dentro
de una sociedad en constante crecimiento donde los residuos se generan en grandes
cantidades, ésta técnica biotecnolégica debe ser lo méas segura posible, manteniendo un
impacto medioambiental minimo evitando la disposicion de la basura dentro de vertederos,
reduciendo también la energia que es necesaria para el tratamiento de la misma (Ahring,

2003).

La digestion anaerobia, es un proceso bioquimico que busca mantener un rendimiento
ideal, si las condiciones en las que se desarrolla son propicias, los parametros fisicos
guimicos que estan directamente relacionados con este proceso son la composicion del
residual, acidez, contenido de sélidos, la presencia de componentes toxicos como surfactantes
(Parra Huertas, 2015) amoniaco, sulfuro, iones metalicos ligeros, metales pesados y
compuestos organicos (Chen et al.2008), ademas de los parametros de operacién como el
tiempo de retencion hidraulica, la disponibilidad de los nutrientes (Acosta & Obaya, 2005), la

presion de hidrégeno y velocidad de carga organica, etc. (Parra Huertas, 2015).
Codigestion

El término co-digestion corresponde a que el sustrato de ingreso al reactor puede estar
conformado por dos 0 mas clases de materia organica lo cual aflade valor comercial a los
productos y subproductos obtenidos, debido a que entre la composicién del sustrato habra

varios nutrientes que coadyuvaran para la produccion optima de biogas y biol, ademas su
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rendimiento est& delimitado por los mismos factores que la mono-digestion y principalmente
son la produccién masiva de productos que afectan principalmente el pH como: metano,
hidrégeno, acidos grasos volatiles, etc. Estas condiciones hacen que el modelo nimero uno
propuesto por IWA (International W ater Association) se acople satisfactoriamente a la co-

digestidén anaerobia de sustratos (Cook, Skerlos, Raskin, & Love, 2017) .

Proceso de digestion anaerobia

En el afo 1997 durante el octavo congreso mundial sobre la digestion anaerobia en
Japon se propuso un modelo general para describir las reacciones fisico quimicas y los
procesos bioquimicos que se desarrollan durante ésta fermentacion. Estas interacciones fisico-
guimicas describen las asociaciones y disociaciones de los iones, la transferencia gas-liquido y
los procesos bioquimicos describen los pasos de degradacion por microorganismos que son

(Bastone et al., 2002):

1. Desintegracion de las particulas homogéneas en carbohidratos, proteinas y lipidos.

2. Hidrdlisis extracelular de éstas particulas en aztcares, aminoacidos y acidos grasos de

cadena larga.

3. Acidogénesis de éstas particulas hidrolizadas para la generacion de acidos grasos

volatiles e hidrégeno.

4. Acetogénesis de los acidos grasos volatiles e hidrégeno en acetato.

5. Metanogénesis del acetato, hidrogeno y didéxido de carbono en metano

Sin embargo el modelo de IWA se mantiene en constante desarrollo, adaptandose a las
nuevas tecnologias y sistemas de tratamiento (Lier et al., 2001); para Bermudez et al (1988) el
proceso de biodigestion anaerobia esta conformado por seis pasos (gréafico 1), donde el quinto

y sexto paso suceden de forma paralela (Acosta & Obaya, 2005). Estos pasos son:



1. Hidrdlisis de biopolimeros

a. hidrolisis de proteinas

b. hidrélisis de carbohidratos

c. hidrdlisis de lipidos

2. Fermentacién de aminoacidos y azucares

3. Oxidacion anaerobia de alcoholes y acidos grasos de cadena larga

4. Oxidacion anaerobia de productos en &cidos grasos volatiles

5. Conversacion de acetato a metano

6. Conversion de hidrégeno a metano

Figura 1

Esquema del proceso de digestion anaerobia (Bermudez et al., 1988).
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Nota. Diagrama de flujo que indica las etapas de la digestion anaerobia asi como los

principales productos generados durante el proceso. Tomado de (Bermudez et al., 1988).

Posteriormente se simplifico el proceso de digestion anaerobia para que, de manera
general, se entienda en cuatro pasos principales que son: hidrélisis, acidogénesis,

acetogénesis y metanogénesis (Parra Huertas, 2015).

La hidrdlisis o licuefaccion (Acosta & Obaya, 2005) es la primera etapa de la digestion
anaerobia durante la cual se degradan los macro-compuestos de elevada masa molecular
como lipidos, polisacéaridos, proteinas, grasas y acidos nucleicos (Parra Huertas, 2015) gracias
a enzimas celuloliticas, proteoliticas y lipoliticas (Bermudez et al., 1988) que son secretadas
por bacterias hidroliticas al exterior celular donde, se degradaran los polimeros en mondémeros
convirtiendo a esta etapa en el limitante de la velocidad cinética ya que es mas lenta que el

crecimiento bacteriano (Acosta & Obaya, 2005).

La acidogénesis es el segundo paso de la digestién anaerobia donde los monémeros
gue han sido previamente hidrolizados son absorbidos por bacterias metanogénicas
obligatorias y otras facultativas (Parra Huertas, 2015) para ser transformadas principalmente en
acido acético, propionico y butirico (Bermudez et al., 1988). Para Parra Huertas (2015) las

ecuaciones que rigen esta etapa son:
Figura 2

Reacciones bioquimicas durante la acidogénesis

¢ CeH20s + HO0 —> 2CH;COO + 2CO, + 2H' + 4H,

v GCeHi206 + 2H, —> 2CHCH.COO" + 2H,O + 2H*

v GCeHi206 —> CH3CH.CH,COO  + 2CO; + nHy+ + 2H:
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Nota. Estequiometria de las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por bacterias

acidogénicas. Tomado de (Parra Huertas, 2015).

En la tercera etapa, la acetogénesis o acidogénesis intermediaria (Acosta & Obaya,
2005), se consumen los productos transformados anteriormente y que no pueden ser
transformados directamente a metano (Parra Huertas, 2015), es decir sucede la oxidacion
anaerobia de acidos grasos de cadena larga, alcoholes y productos intermediarios como los
acidos grasos volatiles (Bermudez et al., 1988) para obtener acido acético, hidrégenoy CO.
(Acosta & Obaya, 2005). Segun Parra Huertas (2015) las ecuaciones que rigen la acetogénesis

son:
Figura 3

Reacciones bioquimicas durante la acetogénesis

(] CH;CH,COO- + 3H, O —> CH3;COO- + HCO3z; + H*+ 3H,
¢ CH3;CH.COO + 2HCO; —> CH;COO + H*3HCOO
s  CH3CH,CH,COO + 2H,O0 —> 2CH3;COO" + H+ + 2H;

Nota. Estequiometria de las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por bacterias acetogénicas

tomado de (Parra Huertas, 2015).

Durante la etapa final, metanogénesis o fermentacién de metano (Parra Huertas, 2015)
sucede un proceso bioguimico en paralelo, simultaneamente se transforma el acetato y el
hidrégeno a metano (Bermudez et al., 1988) este proceso lo realizan dos tipos de
microorganismos: metandgenos acetotréficos utilizando acetato como sustrato y produciendo
70 % de metano en la digestion anaerdbica y metandgenos hidrogenotroéficos utilizando CO , y
H.O como sustratos bajo condiciones anaerébicas estrictas y las ecuaciones que rigen esta

etapa son (Parra Huertas, 2015).

Figura 4
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Reacciones bhioquimicas durante la metanogénesis

0 CH;COO + H,O —> CH; + HCOsz; + 2H,
v H, + YWHCOs; + VuH* —> VuCH, + %H,O
¢ HCOO + ¥H, O + YH* —> Y4CH; + %HCOs3

Nota. Estequiometria de las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por bacterias

metanogénicas. Tomado de (Parra Huertas, 2015).
Biogas

Es una mezcla de gases inflamables (Cepero et al., 2012) que se genera en sistemas
naturales y antropogénicos o mediante técnicas especificas de produccion con fines

industriales (Ortega et al., 2015) con un contenido energético de aproximadamente 6 Kwh/m 3

(Cepero et al., 2012).

Este combustible considerado una fuente de energia renovable esta principalmente
compuesto por metano y dioxido de carbono pero tiene también elementos contaminantes
como hidrégeno, siloxanos (Del Valle et al., 2011) y sulfuro de hidrégeno, que tiene un alto

grado de toxicidad y capacidad corrosiva (Ortega et al., 2015).

Su composicion es variable y depende de factores fisico quimicos, de las condiciones
de operacion del biodigestor (Acosta & Obaya, 2005) y de la naturaleza de los componentes de
la mezcla usada para la digestion (Alexandra & Hugo, 2020). En la tabla 1, se muestran los
rangos de concentraciones deq biogas que se generan en rellenos sanitarios (Camargo &
Vélez, 2020), y cuando se produce a partir de residuos agricolas, lodos de depuradoras,

residuos industriales y gases de vertedero (Acosta & Obaya, 2005).
Tabla 1

Rangos de composicion de biogas de varias fuentes.
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Componente Rellenos Residuos Lodos de Residuos Gas
sanitarios agricolas depuradoras industriales vertedero
Metano 30-65 % 50-80% 50-80% 50-70% 45-65%
Di6xido de 20-40 % 20-50% 20-50% 30-50% 34-55%
carbono
Nitrégeno 5-40 % 0-1% 0-3% 0-1% 0-20%
Hidrégeno 1-3% 0-2% 0-5% 0-5% 0-1%
Oxigeno 0-5% 0-1% 0-1% 0-1% 0-5%
Sulfuro de 0-0.01%  100-70ppm 0-1% 0-8% 0.5-100 ppm
hidrégeno

Nota. Estatabla indica las concentraciones de los compuestos que conforman el biogas que se
ha obtenido de diferentes fuentes organicas e inorganicas. Tomado de (Acosta & Obaya,

2005).

El biogds presenta un potencial en actividades industriales, principalmente
relacionadas con la ganaderia (Souza & Schaeffer, 2013), se puede utilizar ademas, como
suplemento para uso doméstico como en la cocina, horno, refrigerador, motor, ducha a gas,
incubadoras, campana de rayos infrarrojos, calentamiento de agua y generacion de electricidad
(Acosta & Obaya, 2005) reduciendo los costos de mantenimiento y produccién. Este producto
es quemado como antorcha por su toxicidad ambiental y se desperdicia su capacidad de

saneamiento y su caracteristica primordial como fuente de energia renovable (Acosta &
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Pasqualino, 2014). Para mejorar la capacidad energética es necesario comprimirlo (Acosta &

Pasqualino, 2014) y purificarlo (Ortega et al., 2015).

Biol

Es el efluente secundario, no gaseoso, formado generalmente por la mezcla del
influente digerido y estable con la biomasa microbiana generada durante el proceso de
digestion, tiene un contenido menor de materia organica, y mas minerales que al inicio del
proceso, asi como también mas nitrégeno amoniacal que organico y una relacion

carbono/nitrégeno ideal para ser usado como un bio fertilizante (Acosta & Obaya, 2005).

En la actualidad no existe un sistema de preparacion de biol especifico por lo que su
contenido nutritivo varia considerablemente, méas aln cuando es producido artesanalmente
(Acosta, 2019). Se conoce que , cuando se sintetiza utilizando estiércol de vaca como indculo
presenta concentraciones altas de nitrégeno, fésforo y potasio y las concentraciones de calcio,
magnesio y sodio, son similares a las concentraciones que existen en fertilizantes organicos
(Quipuzco et al., 2011). También contiene fitoestimulantes, que en bajas concentraciones
generan grandes cambios en el desarrollo vegetal (Pérez et al., 2018) y por su alto contenido
en &cido grasos volétiles, resultado de la digestion anaerobia (Bermudez et al., 1988) en
concentraciones adecuadas promueve el crecimiento de cereales y plantas acuaticas, ademas
de caracterizarse también por su accion contra los organismos fitopatégenos del suelo

(Samaniego & Sandoval, 2013).

Para evaluar la calidad del biol se analizaran varios parametros fisico-quimicas y
microbiol6gicos (Malpica & Quispe, 2015) asi como su potencial en actividades agronémicas
(Acosta, 2019) para descartar la presencia de metales pesados y patdégenos como Salmonella

spp, coliformes totales, fecales, etc (Flores et al., 2018).
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Por su contenido rico en macronutrientes, micronutrientes (Quipuzco et al., 2011) y

fitoestimulantes (Pérez et al., 2018) este biofertilizantes (Acosta & Obaya, 2005) es

ampliamente utilizado en la agricultura tradicional (Acosta, 2019) y por su similitud a los

fertilizantes organicos comerciales tiene usos potenciales en cultivos hidroponicos (Quipuzco et

al., 2011).

En la tabla 2 se muestra la composicion quimica de biol obtenido a partir de cuatro

fuentes diferentes (Aparcana & Jansen, 2008):

Tabla 2

Composicién quimica de biol de cuatro fuentes.

Componente Estiércol Estiércol Hojas, tallosy  Estiércol
vacuno vacunoy frutos de vacuno

restos de banano (ITINTEC)
comida casera

pH 7.96 8.1 - 6.7-7.9

Materia seca 4.18% 4.2% - 1.4%

Nitrogeno total 2.63g/kg 2.4 g/Kg 0.2 g/kg 0.9 g/Kg

Nh4 1.27 g/Kg 1.08 g/Kg - -

Fosforo 0.43 g/Kg 1.01 g/Kg 0.076 g/kg 0.048 mg/Kg

Potasio 2.66 g/Kg. 2.94 g/Kg 4.2 glkg 0.29 mg/Kg
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Componente Estiércol Estiércol Hojas, tallosy  Estiércol
vacuno vacunoy frutos de vacuno

restos de banano (ITINTEC)
comida casera

Calcio 1.05 g/Kg 0.50 g/Kg 0.056 g/Kg 2.1 g/Kg

Magnesio 0.38 g/Kg - 0.131 g/kg 0.135%

Sodio 0.404 g./Kg - 2.1 g/kg -

Azufre - - 6.4 mg/Kg 0.33 mg/l

Nota. Se detalla la caracterizacion fisico quimica de bioles obtenidos a partir de 4

fuentes.Tomado de (Aparcana & Jansen, 2008).

En latabla 3 se muestra la composicién bioquimica del biol segin Aparcana & Jansen

(2008).

Tabla 3

Composicion bioquimica del biol.

Componentes

Cantidad (ng/g)

Acido indol acético

Giberelina

8.4

9.0
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Componentes Cantidad (ng/g)
Purinas 9.3
Tiamina (Vit B1) 259,0

Riboflavina (Vit B2) 56,4

Acido félico 6,7

Acido pantoténico 142,0

Triptofano 26
Cianocobalamina 4,4
Piridoxina 8,6

Nota. Se detalla la cantidad en nanogramos/gramos de las principales fitohormonas

involucradas en el desarrollo vegetal. Tomado de (Aparcana & Jansen, 2008).

Disefio de biodigestores anaerobios

Existe una gran variedad de digestores anaerébicos con enfocados en realizar el mismo
tratamiento de diferentes formas segun la necesidad de operacion (Igoni et al., 2008) ya que la
estabilizacion de la digestién dependera de factores geograficos y medio ambientales (Laines
et al., 2011) relacionados generalmente con la temperatura de digestion y la naturaleza de la
mezcla de alimentacion (Igoni et al., 2008) asi como de factores socioeconomicos (Garfi et al.,

2016). Segun (Tovar et al., 2022) los biodigestores mas comunes soén:
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Biodigestor taiwanés o tubular

Esta dispuesto en forma de largos tubos creados a partir de membranas poliméricas de no
menos de 0.8 mm y de materiales como el PVC y PDA. La fermentacion sucede de forma
horizontal ya que el influente empuja la materia hacia la salida y se usa cominmente para

sustratos de estiércol porcino y bovino por su alto contenido en sélidos.
Figurab.

Esquema del biodigestor taiwanés o tubular.

Erdrada par

Nota. Detalles de la estructura de un biodigestor taiwanés donde es evidente la entrada de
carga organica, el sistema de digestion y la salida del fertilizante y biogas. Tomado de (Tovar et

al., 2022).
Biodigestor de laguna cubierta

Se trata de lagunas impermeables y herméticas creadas con diferentes membranas sin
calefaccioén ni agitacion por lo que depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la carga
organicay ya que esta destinada al tratamiento de cantidades masivas de materia es dificil

aumentar su eficiencia; por sus caracteristicas funciona idealmente en zonas tropicales.
Figura 6

Esquema del biodigestor de laguna cubierta
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Nota. Se detalla las partes estructurales de un biodigestor de laguna cubierta tales como el
sistema de entrada, la laguna en si y la cubierta donde se almacena el biogas, asi como la

laguna de almacenamiento de efluentes. Tomado de (Tovar et al., 2022).
Biodigestor tipo chino o de domo fijo

Es una camara de gas construida a partir de hormigén, piedras, cementos o ladrillos
que habitualmente se entierra en el suelo y no esta disefiado especialmente para la produccion
de biogés, sino para la generacion de fertilizantes debido a los grandes tiempos de retencion

hidraulica que se necesita para digerir la muestra (Tovar et al., 2022).

Figura 7

Esquema biodigestor tipo chino o de domo fijo

Nota. Estructura basica de un digestor de domo fijo con una caja de mezclas para alimentacion,
un recipiente para biol y gasémetro de campana donde se almacena el biogas. Tomado de

(Tovar et al., 2022).



40

Biodigestor tipo hindd

Es un biodigestor dispuesto verticalmente con un dispositivo de coleccién para gas que
yace sobre la mezcla de fermentacién o sobre una chaqueta de agua donde se recolecta de
acuerdo a la cantidad de gas que se genera, trabaja a presion constante y no necesita
conocimientos técnicos para su operacion. Generalmente estan construidos en acero lo que
genera corrosion de este material, lo que es una gran desventaja de mantenimiento (Tovar et

al., 2022).

Figura 8

Esquema del biodigestor tipo hindu
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Nota. Detalles de la estructura de un biodigestor tipo hindl que indica las entradas a la camara

de digestion y las valvulas de coleccion de gas y biofertilizante (Tovar et al., 2022).
Pardmetros de operacion de digestores anaerobios

El control de los pardmetros fisico quimicos es imprescindible para mejorar el

rendimiento y estabilidad de los productos obtenidos con la digestion anaerobia (Acosta &
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Obaya, 2005) por ejemplo la relacién entre la concentracion del sustrato y el inéculo influye

directamente en la cinética del proceso (Cérdoba et al., 2016)

pH

Dado el delicado equilibrio bioquimico que mantiene la digestién es necesario que el pH
medido oscile entre 6,5y 7,5 para mantener la vida microbiana interna y maximizar la
produccion de biogés. Las alteraciones de pH afectan directamente el crecimiento bacteriano.
Ademas se debe tomar en cuenta que la fermentacién produce una disminucién de pH por la
acumulacion de &cidos grasos volatiles (Polo et al., 2018). para lo que se recomienda agregar
hidréxido de calcio y neutralizar el pH. Sin embargo, al usar sustratos de origen animal y

vegetal no se esperan problemas relacionados con la acidez (Rosas, 2009).
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Generalmente se emplea este término, junto a los STV, como indicador de la toxicidad de
aguas residuales, pero extrapolandolo al tema de digestion anaerobia la DQO adquiere nuevas
funciones técnicas que no expresan necesariamente la cantidad de oxigeno necesaria para
degradacioén de la materia organica sino la susceptibilidad del sustrato a oxidarse por enzimas
bacterioliticas. (Bermudez et al.1988) Tomando en cuenta que las bacterias no solo oxidaran el
sustrato para la formacion de los productos principales mencionados si no que usaran
aproximadamente el 10% de DQO presente en la materia organica para generacion de

biomasa (FAO, 2011).
Solidos Totales (ST)

Se ha definido como sélidos a los elementos o compuestos que forman parte de una
muestra liquida pero que no son liquidos y son el residuo que se obtiene al evaporar la muestra
bruta hasta peso constante (Sainz Sastre, 2005) Dentro de las evaluaciones necesarias la

determinacion de este parametro es importante por la relacion proporcional que mantiene con
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la materia organica que es capaz de degradarse y convertirse en gas. Los pardmetros
proporcionales a la cantidad de materia organica digerible también son la DQO y la cantidad de

sélidos volatiles. (Claudian SANCHEZ-REYES, 2016).
Solidos Totales Voléatiles (STV)

Corresponden a los compuestos de naturaleza organica en una muestra liquida (Sainz

Sastre, 2005) y son muy variados como muestra la figura 9.
Figura 9

Clasificacion de solidos totales dependiendo su naturaleza
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Nota. Organigrama que indica la subdivision en categorias de los Sdlidos totales (Sainz Sastre,

2005).
Acidos Grasos Volatiles (AGV)

Son el resultado del metabolismo acetogénico de las moléculas previamente hidrolizadas y
acidificadas por bacterias en el biorreactor. La determinacion de su concentracion es

imprescindible por la relacién directa que mantiene con la produccion de metano; es decir, si
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cada paso de la digestion se realizase por separado mientras mas acidos grasos volatiles
lleguen al dominio de las bacterias metanogénicas mas metano se lograra producir (FAO,
2011). Ademas es importante para determinar la dilucion que debe realizarse ya que en funcién
de la concentracién de AGV se encontraran también otros compuestos de alto interés fitolégico

como nutrientes y compuestos organicos (Acosta & Obaya, 2005).
Nitrogeno total

Para establecer la concentracion de nitrégeno usaremos el método Kjeldah (Polo &
Torrecillas, 2003). Funciona en tres fases definidas: la primera se se encarga de digeir los
compuestos del sustrato con acido sulftrico concentrado, reduciéndolos a amoniaco, que se
recoge por destilacién en colector acido. Para determinar la concentracién de nitrégeno total
desplazamos el equilibrio quimico del destilado usando una base conocida, afladimos un
indicador y valoramos los resultados por titulacion. (Harris, 2003). El nitrdgeno puede
presentarse en varias formas a lo largo del tratamiento anaerébico lo que sugiere que no se
encontrara unicamente en el biol como amonio o nitratos; también se usara como materia prima
para el crecimiento de la biomasa liberando una pequefia porcién de nitrdgeno como gas

resultado de la cadena de transporte de electrones bacteriana. (FAO, 2011)
Oxigeno disuelto (OD)

Para Cano et al (2016) medir el oxigeno disuelto en los bioles es imprescindible para
distinguir la naturaleza del biol. Ademas la presencia de oxigeno en la rizosfera es de vital
importancia para el crecimiento adecuado de las plantas minimizando el efecto negativo de los
microorganismos, asi como de las condiciones medioambientales, sin embargo es necesario un
estudio personalizado ya que los requerimientos de nutrientes y compuestos varios son

diferentes entre especies vegetales (Moreno et al., 2020).

Conductividad



44

Para evaluar el potencial que el biol presenta sobre los sustratos también es necesario
medir su conductividad eléctrica (Cano et al., 2016) ya que esta medida representa la movilidad
de los iones dentro del sustrato y esté relacionada principalmente con la presencia de sales

minerales que complementan el mismo (Klein & Santamaria, 2003).

Sustratos

La naturaleza de la materia organica y el estiércol que se utiliza para alimentar el
biodigestor juega un rol importante en la obtencion de los productos por lo cual es necesario

determinar su composicion fisico-quimica y su origen (Tovar et al., 2022).

Materia organica animal

Cuando se trata de sustratos de origen animal, sean estos humanos o animales, tienen
composiciones diferentes por lo que afectan la fase hidrolitica de la digestion y su composicion
es variable ya que depende de la dieta que éstos hayan mantenido (Tovar et al., 2022). El
origen de material animal soluciona un problema grande la industria pecuaria relacionado con
los requerimientos de energia necesarios para la crianza de los animales por lo que son un
sustrato potencial para la generacién de energia y otros subproductos generados a partir de

residuos agroindustriales (Parra et al., 2019).

Cuando se trata de excremento de animales de corral, principalmente vacas, aporta a
la mezcla de digestion los microorganismos necesarios para cumplir con el proceso por lo que
la naturaleza del microbioma depende totalmente de la alimentacion de los animales (Acosta,

2019).

Materia organica vegetal

La materia de origen vegetal juega un papel crucial ya que confieren a la mezcla de
digestion los nutrientes necesarios para que las bacterias puedan subsistir y generar los

productos de digestion correspondientes (Parra et al., 2019). Por ejemplo los residuos de
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platano agroindustriales, asi como domésticos son ideales como sustrato para la digestion

anaerobia por su contenido rico en azucares hidrolizables (Paz & Pezantes, 2013).

Cultivo vegetal in vitro

Esta técnica esta destinada principalmente a la produccion de metabolitos vegetales, el
cultivo de células vegetales indiferenciadas, la micropropagacion y la conservacion de especies
(Alonso, 2016) contribuye ademas para conservar caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas
deseadas en un espacio de cultivo reducido (Cafal et al., 2016) . Existen varios medios para el

cultivo vegetal in vitro como se muestra en la tabla 4.
Tabla 4.

Medios usados en cultivo vegetal in vitro

Medios de 1) MS 2) SH 3) B5 4) White
cultivo

CONCENTRACION

Macronutrientes mM mM mM mM
NH4NO;3 20.6 25.0 - -
KNO; 18.8 14 25.00 0.8
CaCl, 3.0 1.6 1.0 -
Ca(NOs), - - - 1.3
MgSO, 1.5 - 1.0 3.0
Na,SO,4 - - - 1.4

(NH,)2SO. - - 1 -
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Medios de 1) MS 2) SH 3) B5 4) White
cultivo
KH2PO, 1.25 1.25 - -
NaH,PO4 - - 1.1 0.1
NH4H2PO4 - 2.6 - -
Micronutrientes uM uM uM uM
Kl 5.0 6.0 4.5 4.5
KCI - - - 871.9
HsBOs 100.0 80.0 48.5 24.3
MnSO, 100.0 60 59.2 22.4
ZnS0O, 30.0 3.5 7.0 10.4
NaMoO4 1.0 0.4 1.0 -
CuSO, 0.1 0.8 0.1 -
CoCl, 0.1 - 0.1 -
Na,EDTA 100.0 55.0 - -
Cptos. férricos uM uM uM um
FeSO, 100.0 55.0 - -
Fex(S04)3 - - - 6.3
Cptos. organicos uM uM uM uM
Myo-Inositol 550.0 550.0 555.1 -
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Medios de 1) MS 2) SH 3) B5 4) White
cultivo
Acido nicotinico 4.6 40.6 8.1 0.4
Piridoxina HCL 2.4 2.4 4.9 -
Tiamina HCI 0.3 14.8 29.6 -
Glicina 26.6 - - 40.0

Nota. 1. Murashigue y skoog, 2. Shenk y Hildebrandt, 3. Gamborg Miller y Ojima 1969 y 4 White

1963. Tomado de (Huang & Murashigue, 1977).

Medio MS

Es necesario que la composicion nutritiva que tienen los medios de cultivo empleados

para cultivar tejidos vegetales sea una representaciéon muy aproximada de los medios

naturales en los que las plantas crecen normalmente, por eso es necesario afiadir

diversas fuentes de nutrientes que sustentan las necesidades basicas del desarrollo

vegetal, entre los cuales se encuentran las sales nutritivas que para el medio MS incluyen
macronutrientes y micronutrientes como NH4NO3; y KNO3 0 Kl y H3BOs, (ii) compuestos férricos
como el FeSO, * 7H;0, (iii) compuestos organicos: como el Inositol y la piridoxina HCI, (iv) una
fuente de carbono como la sacarosa y opcionalmente una fuente de hormonas como

citoquininas y auxinas (Huang & Murashigue, 1977).
Cultivo en suelo

El biol se usa tradicionalmente como abono liquido sobre suelos debido a la presencia
de macronutrientes, micronutrientes y otros compuestos de interés fitolégico por su capacidad

para potenciar el crecimiento vegetal. Ochoa & Rivera, 2016),
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Suelos negros

Suelos caracterizados por ser especialmente fértiles ya que su composicién es rica en
compuestos organicos y nutrientes como el calcio, magnesio, potasio y sodio (Tabla 5),
ademas de caracterizarse por una retencion de agua ideal lo que permite el crecimiento 6ptimo

de las plantas (Rubio et al., 2019).

Tabla s

Composicion quimica de suelos negros.

Nombre Formula quimica mol / Kg®
Calcio Ca 11

Magnesio Mg 2.12
Potasio K 0.64
Sodio Na 0.33

Nota. Concentracion en moles/kilogramo al cubo de suelo. Recuperada de (Rubio et al., 2019).

Suelos rojizos

Su color se debe a la presencia de 6xidos generalmente conocidos como sesquidxidos
de hierro como el (FesO3) lo que hace que tenga una gran filtracién del agua, la composicion
fisico quimica de suelos rojizos es muy variada lo que dificulta su estandarizacion, sin embargo
la abundancia de 6xidos sigue una escala decreciente asi: SiO,> CaO> Al,O3> Fe,03

(Dominguez et al., 2012)

Suelos arcillosos

La tierra arcillosa esta conformada principalmente por particulas de silicato de aluminio

hidratado que se generar por la descomposicion de minerales de aluminio, si esta limpia es
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blanca pero su color difiere dependiendo de las propiedades de sus contaminantes; en la
siguiente tabla se muestra sus caracteristicas fisico quimicas lo que dificulta la permeabilidad y

estabilidad del suelo (Sandoval et al., 2012).
Tabla 6

Caracteristicas fisico quimicas del suelo arcilloso

Nombre Formula quimica % Peso
Dioxido de Silice SiO; 18.2
Kaolinita-1A AL,(Si20s) 3.0
Maghemita-C,syn Fe,Os 59.6
Augita (CaMgo.72Feo.25) 19.2

Nota. Porcentaje en peso de los principales compuestos quimicos que conforman el suelo

arcilloso. Recuperada de (Sandoval et al., 2012).

El maiz Zea mays
Historia

Debido a la destruccién de gran parte de los reportes, principalmente narrativos y
descriptivos, durante la inquisicion espariola en el siglo XIV con el objetivo de erradicar la
idolatria pagana (Staller, 2009) no existe un registro fehaciente sobre el origen histérico y
geografico del maiz (W eatherwax, 1950), sin embargo, segin Garcia-Lara & Serna-Saldivar
(2019) el grano de maiz apareci6 por primera vez en en las sociedades mesoamericanas
primitivas hace 10.000 afios aproximadamente como el precursor definitivo de la agricultura ya
gue ésta planta fue domesticada mediante técnicas de cultivo ancestrales dando paso a las

primeras razas de maiz pre-Colombino.
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Es por estos vacios histéricos que hubo épocas donde incluso se le atribuy6 un origen
europeo o en algunos casos africano, no sin desconocer que el maiz ha cumplido también un
papel importante en el desarrollo de estas culturas (Cann, 2001) este grano fue originario de

varias regiones de América (Staller, 2009, #).

Domesticacion

Esta transformacion fisiologica del Teocintle (Zea mays ssp. parviglumis) hacia el maiz
domesticado sucedid gracias a la gran capacidad de mutacion genética y amplio rango de
adaptabilidad medioambiental que estas plantas poseen (Staller, 2009). Sin embargo, para
resolver el problema central de la especiaciéon y romper los limites de las barreras reproductivas
entre poblaciones simpatricas de especies que se polinizan por corrientes de viento se

desarrollaron varias teorias (Yongxian Lu et al., 2019).

Segun lltis (2000), en su época se hablaba principalmente de dos hipotesis que explican
el controversial origen del maiz, por un lado se tenia la hipétesis ortodoxa del Teocintle y por el
otro la teoria de la transmutacion sexual catastrofica. En la primera se sugiere que cinco
mutaciones clave cambiaron las hojas disticas del teocintle en hojas polisticas con varias filas
de granos y la segunda sugiere que las ramas del teocintle macho cambiaron por la influencia
hormonal de las plantas hembra generando un especie de maiz con una proto-mazorca que

daria paso al maiz actual.

Sin embargo estudios recientes han demostrado que a pesar de que el teocintle y el
maiz florecen en sincronia raramente producen hibridos, y cuando esto ha ocurrido se han
generado debido a la expresion de un haplotipo simple llamado Teosinte crossing barrierl-s
gue rige la expresion de un pistilo, codificando una enzima, la pectinmetilesterasa homologa.
Esta expresion de un pistilo modifica la pared celular del tubo de polinizacion, lo cudl
representa una llave frente al rechazo del polen entre plantas del género Zea y posiblemente

representa un mecanismo general en el aislamiento reproductivo de los pastos (Lu et al., 2019).
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Actualidad

A través de la historia el maiz ha desempefiado un papel crucial en la economia de las
culturas prehispanicas por lo que es imprescindible estudiarlo para comprender su influencia
sobre el desarrollo del nuevo mundo (Staller, 2010) el papel dentro de estas culturas no fue
netamente econdmico sino ademas cultural, formando parte de la cosmovision de varias

culturas, atribuyéndole un origen divino (Staller, 2009).

En la actualidad el maiz es uno de los cultivos vegetales mas importantes, junto al
sorgo, trigo, cebada representan ganancias anuales de billones de ddlares y por siglos se ha
considerado un organismo clave para la investigacion bioldgica y genética (Strable & Scanlon,
2009). Elmaiz pertenece alafamilia de las Poaceas (gramineas), con un cromosoma diploide

de numero 2n=2x=20 (Genovesi, 1990, #).

Su importancia bioldgica esta determinada por su historia como planta domesticada por
el humano, ademas de investigaciones posteriores sobre desarrollo fisiolégico vegetal,
epigenética, resistencia a los pesticidas, heterosis y herencia cuantitativa. Por otro lado, su
importancia genética es debido a: una amplia variedad de mutaciones, una gran cantidad de
cromosomas heterocromaticos, diversidad nucleotidica extensiva y colinealidad genética con

los pastos (Strable & Scanlon, 2009).

Taxonomia

La clasificacidon taxonémica del maiz Zea mays se mantiene en constante desarrollo
debido a la gran variedad de razas que presenta, siendo centro y suramérica las zonas

geogréaficas donde mas se ha diversificado este cereal (Sanchez et al., 1993).

En un principio el maiz fue catalogado segun Sturtevant (1989) dentro de cinco grupos

principales que estaban basados Unicamente en la composicion del grano (Zea everta, Zea
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indurata, Zea indentata, Zea amylacea, Zea saccharata) , sin embargo esta forma de

clasificacién estaba falta de rigurosidad cientifica (Anderson& Cutler, 1942)

Posteriormente, segun lltis & Doebley (1980), basandose en las diferencias que
presenta el maiz y el teocintle (imagen 1) postulé que el género Zea contiene seis taxones
diferentes clasificados en cuatro especies también diferentes: Z. mays L, Z. mays ssp ( the

cultivated maize) Z. mays ssp. mexicana , and Z. mays ssp. parviglumis.

En la actualidad para realizar una clasificacion taxonémica adecuada es necesario
evaluar mas caracteristicas que permitan diferencias entre las diferentes razas de maiz en el
mundo, que tienen que ver principalmente con la fisiologia de las hojas, tallo y frutos (Sanchez
et al., 1993) sin embargo éstas diferencias se puede analizar desde una perspectiva mas
amplia, donde se usaria el término raza para definir un grupo de individuos con suficientes
caracteristicas en comun para reconocerlos como iguales (Anderson & Cutler, 1942). Es asi

que el maiz se ha catalogado taxon6micamente como se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 7

Clasificacion taxonomica de Zea mays L.

Division Taxonémica Clasificacion
Nombre comun Maiz
Nombre cientifico Zea mays L.
Reino Vegetal
Subreino Embryobionta
Division Angiospermae

Clase Monocotyledoneae
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Divisién Taxonémica Clasificacion
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Zea
Especie Mays

Nota. Detalles de la clasificacién taxonémica de Zea mays desde el Reino hasta la especie.

Tomado de (Anderson & Cutler, 1942).

Capitulo lll: Materiales y métodos
Ubicacion geografica
El desarrollo del experimento se realiza en la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE-SD ubicada en la parroquia Luz de América, provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas, Ecuador. Esta zona se caracteriza por ser un bosque humedo tropical, con una
temperatura promedio de 25 °C, 80% de humedad relativa, altura de 325 msnm y pluviosidad

de 2800 mm/afio (Toala et al., 2018).
Biodigestor a escala piloto

Para la produccion del biogas y biol se construy6 un biodigestor hermético a escala piloto que
cumple con los requisitos minimos para llevar a cabo un proceso de digestién anaerobia. Con
la finalidad de caracterizar el sustrato tomé datos de varios parametros previos al iniciar el
proceso de la digestion que fueron de igual forma evaluados al finalizar el proceso de digestion
anaerobia, entre los principales estan los solidos totales ST, sélidos totales volatiles STV,

demanda quimica de oxigeno DQO, &cidos grasos volatiles AGV y pH.

El biodigestor hermético se fabricé de un tubo policloruro de vinilo (PVC) como se indica

en lafigura 10 con una capacidad de 12 litros. El equipo esta dividido en dos partes principales:
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la parte superior esta conformada por un cilindro de cuatro litros por donde se alimenta el
biorreactor (1) y una extension para accesorios (1.1) y la parte inferior es un cilindro de 8 litros

(2) donde se produce la digestién y se ubica la salida para la coleccion de subproductos (2.2).

Figura 10

Primer prototipo de biodigestor anaerobio

Nota. 1. Cilindro superior, 1.1 Conducto de alimentacion, 1.2 Extension para accesorios, 2.

Cilindro inferior, 2.1. Conducto para coleccioén de biol.

Como se muestra en la figura 11 en la segunda fase de construccion la tapa del
biodigestor es removible y cuenta con una manguera para desfogues de emergencia (1), en la
seccion de accesorios cuenta con una manguera para extraccion de biogas (2) seguida de un
recipiente para purificacion (3) y un cilindro de recoleccion con una adaptacion para manémetro
(4), en la parte inferior una valvula unidireccional (5) para coleccién de biol y otros

subproductos.
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Figura 11.

Fase Il de construccion de biodigestor anaerobio.

Nota. 1. Ducto de alimentacién, 2. Tanque de digestion, 3. Valvula de recoleccion de biol, 4.
Ducto de coleccion para gas, 5. sistema de filtracion para biogés, 6. Tanque de coleccion de
biogas.

Materia prima

Se caracterizo individualmente los componentes de la mezcla de alimentacion (sustrato
inicial) midiendo los ST, STV y DQO para obtener una mezcla de alimentacién estable y

prepararla siguiendo una proporcion de 2:2:1 como se indica:

a) Dos partes de platano maduro Musa paradisiaca.- recolectada de puestos de venta

ubicados en el km 24 via a Quevedo (figura 12).
Figura 12

Puestos de venta de platano via a Quevedo.
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Nota. Puesto de comercio de platanos y demas ubicados en Luz de América.

b) Dos partes de efluentes piscicolas.- recolectado de las piscinas de desfogue de cria de

tilapia roja de la ESPE-SD alimentados con balanceado de engorde (figura 13).

Figura 13

Efluente piscicola de tilapias rojas
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Nota. Lugar de recoleccion de la muestra de efluentes piscicolas

¢) Una parte de estiércol de vacas.- recolectada de la ganaderia de la ESPE-SD, ganado

alimentado con pastos naturales (Figura 14).

Previo a la alimentacién del digestor también se caracterizd la mezcla de alimentacion
midiendo los ST, STV, AGV, DQO, OD, nitrogeno total, pH y conductividad eléctrica para

estudiar el proceso de co-digestion anaerobia.
Figura 14

Lugar de recoleccion de excremento de vaca

Nota. Lugar de recoleccion de muestras frescas de estiércol bovino.

Operacion del biodigestor

Con la finalidad de producir biol es necesario realizar un analisis previo de la materia
prima para lo que se procedidé a medir la DQO vy definir la carga organica en 0.001 KgDQO /
m3dia, considerando que el tiempo de retencion hidraulico es de 25 dias, trabajando en rango

mesofilico a 22°C de temperatura ambiente.
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Para determinar el volumen especifico de cada sustrato, asi como del in6culo y la

fraccion de agua necesarios para la alimentacién del biodigestor (Chiriboga, 2010), se aplico

las ecuaciones de la tabla 8

Tabla 8

Ecuaciones para calcular el volumen de alimentacion del biodigestor .

ECUACIONES

Viota = Vreactor [t

CO * V reactor

M boo

Vo = M poo / CDQOMO

Vagua = Vi - Vmo

donde:
V jotal Caudal de alimentacion [m3/ dia]
V reactor Volumen del reactor [m?3]
t Tiempo de retencion hidraulico [dias]
M po Flujo mésico de DQO [Kg DQO /diq]
CO Carga organica definida [Kg DQO / m3dia]
V mo Caudal de alimentacion de la [m3/ dia]

materia organica
C bpowmo DQO de lamateria organica [Kg DQO / m?]

V agua Caudal adicional de agua [m3/ dia]
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Nota. Se detalla las ecuaciones necesarias para determinar el volumen de las partes que

conformaran la mezcla de alimentacion basados en la DQO.
Caracterizacién de lamateria prima, mezcla reactiva y productos

Las muestras se recolectaron una vez ala semana desde el 25 de octubre durante cuatro
semanas y se realizaron los respectivos andlisis fisico quimicos para la operacion del

biodigestor.

Se midio el pH, conductividad, DQO, ST, STV, AGV, OD, nitrégeno total tanto al inicio
como al final de la digestion y se evalué la presencia de bioestimuladores y contaminantes

microbiol6gicos utilizando un cultivo in vitro.

pHy conductividad

Se midio por triplicado usando un analizador multipardmetro de la marca REX, modelo

M310F-A a una temperatura de 25.3°C (Figura 15).

Figura 15

Analizador multiparametro marca REX

Nota. Modelo M310F-A con accesorios.
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Oxigeno disuelto (OD)

Se midid utilizando un oximetro de la marca REX modelo DO 210 E como se muestra

en la Figura 16.

Figura 16

Oximetro marca REX

Nota. Modelo D 210 E con accesorios

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se determiné la DQO por duplicado mediante digestion acida y colorimetria (Cérdoba &
Sifieriz, 2010). Antes de iniciar con la determinacion se diluyeron las muestras como indica la
Figura 17 debido al alto contenido de materia organica esperado (Puente, 2012 ), como se

indica en la siguiente tabla

Tabla 9

Diluciones realizadas para determinar la DQO.
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Sustrato Dilucion
Estiércol de bovino 0,5g/ 1000 mL
Platano maduro 1g/1000 mL
Efluentes piscicolas 29/100 mL

Nota. Las diluciones se miden en gramos/mililitro y se realizaron debido al contenido de materia

organica esperado.
Figura 17

Preparacion de las muestras para determinacién de DQO.

Nota. De izquierda a derecha se muestran las diluciones del platano maduro, el estiércol de

bocino y el efluente piscicola.

Para determinar el DQO se us6 un digestor marca Rex modelo COD 100R (gréafico#),
siguiendo la metodologia: se tom6 una alicuota de 2,5 mL de cada muestra, se afiade 0,7 mL

de K,Cr,0; y 4,8 mL de H,SO, (gréafico #) y se llevé a digestar a 165°C por 15 minutos.

Figura 18
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Digestor para DQO marca REX

Nota. Modelo COD 100R con muestras.

Una vez que la muestra esté fria se mezcla cuidadosamente con 2,5 mL de agua
destilada en un vaso de precipitacion diferente para cada muestra obteniendo una serie de
liquidos coloreados en funcién de la reduccion del cromo, donde la materia organica ha sido
completamente oxidada y cuyo DQO se puede medir por colorimetria a una absorbancia de
620 nm en un espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-1280 (figura 19) usando una curva de

calibracion para DQO previamente estandarizada.
Figura 19

Muestras y Espectrofometro empleados en la determinacion de la DQO
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Nota. Izquierda: muestras coloreadas para determinacion de DQO; derecha: Espectrofotometro

Modelo Shimadzu UV-1280.

Solidos Totales

Se determind los solidos totales por gravimetria (Yaneth, 2016) para lo cual se sometié
a los crisoles a 105°C en la estufa, antes de realizar los ensayos hasta que mantengan un
peso constante. A continuacion se peso el crisol previamente seco y se dispensé 25 mg de
cada muestra por duplicado, se calent6 en la estufa a 105°C por una hora, se retiré y se enfrio
dentro de un desecador a temperatura ambiente y se procedio a pesar. El valor de los sélidos

totales se obtiene mediante la férmula indicada en la siguiente tabla.

Tabla 10

Ecuacion para determinacion de ST.

ECUACION

STmg/L=(W2-W1/25mg)*10°

donde:

W1 Peso del crisol vacio puesto a peso
constante
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ECUACION

w2 Peso del crisol con la muestra luego de que
se ha puesto en la estufay se ha enfriado

Nota. Los pesos se tabulan cuando se enfrian y dejan de variar. Tomado de (Yaneth, 2016).

Solidos Totales Volatiles

Se determiné por gravimetria una vez que la muestra ha sido secada a 105°C en una
estufa por una hora y se ha enfriado (Yaneth, 2016), a continuacion se lleva las muestras a
una mufla donde se incinera la materia organica de la muestra a 550°C por 20 minutos, luego

se pesa el crisol. La siguiente ecuacion muestra la forma en la que se determina los STV.
Tabla 11

Ecuaciones para la determinacion de STV.

ECUACIONES

STV mg/L=W2-W3/25mg) * 108

donde:

W2 Peso del crisol con la muestra luego de que
se ha puesto en la estufay se ha enfriado

w3 Peso del crisol luego de que se ha
calcinado en la muflay se ha enfriado.

Nota. Los pesos se tabulan cuando se enfrian y dejan de variar. Tomado de (Yaneth, 2016).

Acidos Grasos Volatiles

Se determiné segun el método estandarizado por destilacion directa (Lopez, 2002) para
la cual se centrifugd en una centrifuga marca HETICH modelo EBA200 con 200 mL de muestra

a una velocidad de 3500 rpm por tres minutos, a continuacion en un matraz de destilacion se
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combind los liquidos sobrenadantes para obtener 100 mL de muestra 'y se mezclé con 100 mL
de agua destilada, 5 mL de H,SO, y perlas de ebullicién. Una vez que ha empezado a
destilarse se descartan los primeros 15 mL y posteriormente se recolectan 150 mL (Figura 20)
Finalmente se titul6 la fraccion destilada con NaOH [0.1 N] con fenolftaleina como indicador. En

la siguiente tabla se muestra la ecuacion para el calculo de los AGV.
Tabla 12

Ecuacion para determinacién de AGV (L6pez, 2002 ).

ECUACIONES

AGV ac. aceico = V* N *60 000/ M

donde:
AGV ac.acsiico  Concentracion de acidos grasos volatiles [mg/L]
N Normalidad NaOH [eq/ L]
f Factor de recobro [adimensional]
Vv Volumen de titulante (NaOH) [mL]
M Volumen de muestra [mL]

Nota. mg/L : miligramo/litro; eg/L: equivalentes quimicos/litro; mL: mililitros

Figura 20

Equipo de destilacion por arrastre de vapor para determinacion de AGV
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CW-5200

Nota. Izquierda: enfriador industrial de agua; derecha: equipo de destilacién por arrastre de

vapor

Nitrégeno total

Se determiné por el método Kjeldahl para cuantificacion de nitrégeno total (Espinoza et
al., 2013). Se dispensaron 0,3 g de muestra y una tableta catalizadora dentro de los tubos para
digestion, para luego colocarlos en el block-digest con la unidad colectora de humos. La
digestién se realizé a 420 °C por 30 minutos. Una vez que la muestra se ha enfriado a 200°C
se afladio 10 mL de agua destilada a cada tubo para proceder a destilarlo en NaOH al 40% y
receptar 200 mL aproximadamente en un matraz donde se ha colocado previamente 50 mL de
Hs;BOs . Para la valoracion del nitrégeno total se tituld la solucién destilada con HCI [0.1 N] y dos
gotas de una solucion indicadora sintetizada usando 1 mL rojo de metilo y 1 mL de verde de

bromocresol. La formula para calcular el nitrégeno total se encuentra a continuacion (tabla 13) .
Figura 21

Equipo Kjeldahl para determinacién de nitrégeno total
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Nota. Izquierda: Unidad de digestion Kjeldahl; derecha: unidad de destilacion kjeldahl

Tabla 13

Ecuacion para la determinacion de nitrogeno total.

ECUACION

%N = {( Vha - Vb ) *1.401* NHCI}/ Omuestra

donde:

1.401 Peso atémico del nitrégeno [ uma]
NHcl Normalidad del HCI [0.1 N]
V ol Volimen del HCL consumido en la [mL]

titulacion
Vb Volumen del blanco [mL]

Nota. Se obtiene el porcentaje de nitrdgeno total.
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Tratamiento del biol

El biofertilizante (biol) se prepard en el biorreactor anaerobio a escala piloto que se
operd usando una carga organica definida y un tiempo de retencion hidraulico de 25 dias, el

digestor se ubico detras del laboratorio de suelos dentro de las instalaciones de la ESPE-SD.

El producto final se almacend en frascos boeco, de color ambar de 500mL, se esterilizo
en un autoclave marca Tuttnauer modelo 2540MK y se mantuvo en refrigeracion a 10°C dentro

de un refrigerador hasta realizar los ensayos posteriores.

Evaluacion del biol sobre el crecimiento in vitro de Zea mays L.

Para determinar la influencia del biol sobre los cultivos in vitro de Zea mays se realizé
un disefio experimental para evaluar diferentes concentraciones del biofertilizante como

suplemento nutritivo adicionado al medio de cultivo MS con modificaciones.

Para obtener una aproximacion al contenido nutritivo y fitohormonal del biol se ha
disefiado una serie de experimentos donde se evallan tres diferentes concentraciones de éste
biofertilizante, utilizado como suplemento a medios de cultivos MS que se han modificado
excluyendo diferentes soluciones stock y sacarosa (Figura 22). Por otro lado se evalua la
relacion fitohormonal por observacion directa del cultivo vegetal donde se identifica la presencia

de raices, tallos o ambas.

Figura 22

Soluciones stock I, II, Il , IV para la preparacion del medio de cultivo MS



69

Nota. Stock |: macronutrientes; stock II: micronutrientes; stock Ill: compuestos férricos; stock IV:
compuestos organicos.
Preparacion y modificaciones del medio de cultivo MS.

Se prepar6 los medios de cultivo MS (Figura 23 siguiendo el procedimiento establecido
por Murashigue & Skoog (1962) con la composicidén que se describe en la tabla #. Se sintetizé
por duplicado, una serie de trece tratamientos segun la tabla a cpntinuacion con el objetivo de

determinar los efectos que el biol presenta sobre el crecimiento vegetativo de Zea mays.
Figura 23

Preparacion y disposicion de los medios de cultivo MS para el experimento.

Nota. Izquierda: dispensacion de medios; derecha: medios ubicados en camara de crecimiento.



Tabla 14

Detalles de los medios de cultivo usados en el experimento.
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Tratamientos Modificaciones Biol [mL]

Testigo Ninguna Sin biol
Tratamiento 1 1mL
Tratamiento 2 _ 0.1 mL

Ninguna
Tratamiento 3 0.001 mL
Tratamiento 4 1mL
_ Sin Stock 1 y II
Tratamiento 5 (macronutrientes y 0.1 mL
micronutrientes)
Tratamiento 6 0.001 mL
Tratamiento 7 1mL
Sin stock IV
Tratamiento 8 0.1 mL
(Sin compuestos organicos)

Tratamiento 9 0.001 mL
Tratamiento 10 Sin sacarosa 1mL
Tratamiento 11 0.1 mL
Tratamiento 12 0.001 mL

Nota. Se detalla la composicion de los 13 tratamientos, incluyendo el testigo, asi como las

modificaciones realizadas sobre cada medio y el contenido de biol administrado en mililitros.

Es importante considerar que al hervir el medio de cultivo para que el agar se disuelva

transcurre un tiempo considerable por lo que se evapora una parte del medio de cultivo, para

resolver este problema se prepararon 5 mL extra de medio por cada linea experimental.
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Ademés se conoce que el valor del pH es muy bajo por la presencia de &cidos grasos volatiles
por lo que se debe ajustar el pH continuamente con NaOH [0.1%)] hasta llegar al rango

establecido en el protocolo para la sintesis del medio MS estandar.

Finalmente se esterilizé los medios de cultivo mediante calor himedo dentro del
autoclave a 15 libras de presiéon y 121°C durante 35 minutos para eliminar microorganismos

gue podrian contaminar y que son parte del proceso de la fermentacion del biol u otros agentes

externos (Figura 24)
Figura 24

Autoclave del laboratorio de cultivos vegetales

Nota. Model Tuttnauer 2540 MK

Tabla 15

Composicién de los medios Stocks I, II, 1ll, IV para la preparacién de medios MS estandar
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Constituyentes mg/L

Solucion Stock | (Macronutrientes 20x)

NHsNO3 33,000
KNOs 38,000
CaCl; * 2H.0 8,800
MgSO, * 7TH.O 7,400
KH2PO4 3,400

Solucion Stock Il ( Micronutriente 200X)

Kl 1,66

HsBOs3 1,240

MnSO;, * 4H,0 4,460

ZnS0O4 * 7H,0 1,720
Na;MoO, * 2H,0 50

CuS0O, * 5H.0 5
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Constituyentes mg/L

CoCl; * 6H,0 5

Solucion Stock 1l ( Hierro 200x)

FeSO, * 7H,0 5,560

Na,EDTA "2H,0 7,460

Solucién Stock IV ( Compuestos organicos 200x)

Inositol 20,000
Acido nicotinico 100
Piridoxina HCI 100
Tiamina HCI 20
Glicina 400
Sacarosa 0,03

Nota: Las soluciones se preparan por separado, el azlcar se afiade antes de ajustar el pHy
finalmente se dispensa el agar.
Germinacion aséptica de semillas

Se procedio a esterilizar el material que se requeria para el ensayo de germinacion en

autoclave (2 pinzas, 6 cajas petri, 14 recortes de papel absorbente, 2 L agua destilada y 4
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vasos de precipitacion de 100 mL); paralelamente se sometio a luz UV la camara de flujo

laminar por 30 minutos. .

Se realizé un lavado previo de 60 semillas de Zea mays en agua jabonosa, se lavo con
agua destilada y se sumergio en una solucion de Vitavax [1g/L] durante 20 minutos en
constante agitacion, se lavé nuevamente en agua destilada y se sumergieron ahora en una

solucion de NaClO al 10% durante 15 minutos en constante agitacion.

Luego del tratamiento de desinfeccion se llevo las semillas a la camara de flujo laminar
y se realizo tres lavados de diez minutos en agua estéril. Se coloc6 cuidadosamente en la base
de cada caja petri una capa de papel absorbente y sobre ésta se repartié 10 semillas, se tapo
con otra capa de papel absorbente y se humedecié hasta saturar el papel con agua destilada
estéril; se cerro las cajas petri con parafilm y se colocaron en la vitrina de crecimiento durante 3

dias para obtener brotes asépticos como se muestra en la siguiente figura:

Figura 25

Semillas de Zea mays ubicadas para germinacién en camara de crecimiento.

Nota. Se disponen de 6 cajas petri que contienen 10 semillas cada una

Siembra

Previo a la siembra se realiz6 nuevamente una desinfeccion de los explantes
germinados de Zea mays (Figura 26) para lo cual se sumergio en una solucion de vitavax
[1g/L] por 15 minutos agitando manualmente para evitar dafiar la radicula, luego se lavé en

agua destilada estéril y se sumergio en alcohol el cual se vertié fuerainmediatamente para
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evitar necrosis del explante, a continuacion se realizé un lavado en una solucion de NaClO
[10%] durante 3 minutos y se traslada a la cAmara de flujo laminar donde se realiz6 3 lavados

en agua destilada estéril.

Figura 26

Soluciones de desinfeccion usadas previo a la siembra

Nota. De izquierda a derecha: Vitavax, alcohol y NaClO.

A continuacion se tomo una semilla'y se sembré en los tubos que contenian el medio de
cultivo MS previamente esterilizado. Se cubrié los tubos con parafilm y se colocaron en la

vitrina de crecimiento para evaluacion (Figura 27).

Figura 27

Siembra y disposicion de semillas en los tubos de crecimiento.

Nota. Izquierda: Siembra de semillas en camara de flujo laminar; derecha: semillas sembradas

en tubos segun el disefio experimental.
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Control del desarrollo vegetal

Para determinar los efectos del biol sobre el nivel de crecimiento de plantas de Zea
mays in vitro se realiz6 un experimento del tipo AxB+1. Para la aplicacion de este ensayo se
vario la cantidad de macronutrientes, micronutrientes, compuestos organicos y azucares del
medio de cultivo vegetal estandar (tabla 15) y se suplement6 con diferentes concentraciones
de biol que seran comparadas estadisticamente con un medio de cultivo vegetal MS estandar.

Se evalla el crecimiento vegetal en centimetros al final del experimento que dura 4 semanas
Figura 28.

Crecimiento de Zea mays a través de cuatro semanas




Nota. Superior Izquierda: primera semana de crecimiento; superior derecha: segunda semana
crecimiento; Inferior izquierda: tercera semana crecimiento; inferior derecha: cuarta semana

crecimiento.

Cultivo en tierra

Como un proceso adicional, de forma paralela, se realizd un ensayo con la finalidad de
determinar los efectos del biol sobre plantas de Zea mays sembradas en diferentes tipos de
suelo para evaluar los efectos que genera la aplicacion del bio-fertilizante en cultivos

tradicionales.

Recoleccién del sustrato

Se recolecto tres tipos de tierras diferentes dentro de las instalaciones de la

ESPE-SD que son: tierra negra, tierra roja y tierra arcillosa para comparar los beneficios que

ofrece en diferentes sustratos (Figura 29).

Figura 29

Ensayo para cultivo en diferentes tipos de suelo
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Nota. Desde arriba hacia abajo se pueden distinguir por su color el suelo negro, rgjizoy

arcilloso.

Ensayo de germinacion

Se sembro6 las semillas en vasos de poliestireno expandido de 8 onzas de volumen

llenos totalmente usando tres diluciones de biol; se regd estas soluciones unavez a la semana.

Se llend los vasos con tierra negra, roja y arcillosa y se separé6 en tres partes a los
cuales se reg6 con 100 mL de solucién de biol al 5%, 1% y 0.1% por grupo respectivamente

(Figura 30).
Figura 30

Primeros brotes de Zea mays
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Nota. Primero brotes obtenidos en el ensayo de tierra.

Control de crecimiento

Para determinar los efectos del biol en cultivos tradicionales de Zea mays usando
diferentes sustratos se realiz6 un experimento del tipo AxB. Para lo cual se utilizé tres tipos
diferentes de suelos debido a su composicion y fertilidad como se muestra en la tabla 16. a los
cuales se suplementé con tres soluciones de biol a diferentes concentraciones como se detalla
en la tabla 18. Con la finalidad de determinar si el biol es capaz de aumentar la fertilidad de

suelos con problemas edafolégicos.

Tabla 16

Tipos de suelos, composicion principal y fertilidad

Suelo Composicion principal Fertilidad
Suelos negros Materia organica Alta
Suelos rojizos Sesquidxidos de hierro Media

Suelos arcillosos Silicato de aluminio hidratado Baja

Nota. Se detalla la composicion quimica principal y fertilidad de suelos negros, rojizos y

arcillosos.

Las semillas fueron sembradas el 15 de enero del 2023, y la informacion final se tomo el
10 de febrero del 2023. Los datos se tomaron midiendo en centimetros la altura de la planta,

desde la base del tallo hasta el apice del mismo (Figura 31).
Figura 31.

Cultivo sobre diferentes tipos de suelo
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Nota. Vista superior sobre el cultivo de Zea mays en diferentes tipos de suelo.

Disefio de experimentos

Disefio experimental para cultivo in vitro

Para cumplir con el objetivo principal se decidié aplicar un modelo de analisis
estadistico de la forma A x B +1, el factor A corresponde a las concentraciones de biol y el
factor B a las variaciones del medio Murashige y Skoog (tabla 17); se realizaron dos
repeticiones por cada linea experimental resultando en un total de doce tratamientos mas una
linea experimental de comparacién o testigo resultando en un total de 26 unidades

experimentales.
Tabla 17

Descripcién de los factores y niveles del experimento para el cultivo in vitro

Factor A: concentracién de biol. Factor B: variacion del medio.

a0 1mL b0 Basal

al 0,1 mL bl Sinmacro y micro nutrientes
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Factor A: concentracion de biol. Factor B: variacion del medio.
a2 0,001mL b2 Sin compuestos organicos
- b3 Sin Sacarosa

Nota. Cantidad de biol en mililitros y detalles sobre la composicién de los medios de cultivo.

Disefio experimental para el crecimiento de Zea mays en diferentes tipos de suelo

Paralelamente al cultivo in vitro se realiza un cultivo usando diferentes tipos de suelo
como sustrato, el modelo estadistico corresponde a la forma A x B, como factor A se tienen los
tipos de sustrato y como factor B las concentraciones de biol usadas en la germinacion de
semillas de Zea mays. Se realizaron tres repeticiones por cada linea experimental resultando

en un total de nueve tratamientos, es decir 30 unidades experimentales.
Tabla 18

Descripcidn de los factores y niveles del experimento para el cultivo en suelo.

Factor A: tipos de sustrato Factor B: variacion del medio.
a0 Tierra negra b0 5%
al Tierraroja bl 1%
a2 Tierra arcillosa b2 0.1%
Nota.

Capitulo IV: Resultados y discusién

Las muestras de materia organica se recolectaron semanalmente durante cuatro
semanas: los dias 6, 17, 24 y 31 de febrero del 2022 con el objetivo de tener una mezcla de

alimentacion estable, los valores obtenidos se analizaron con la consola de “R” vinculado a
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“‘RStudio” y el programa de analisis estadistico “Infostat” para determinar su promedio (media),
desviacion estandar (SD), analisis de varianza (ANOVA), analisis de contrastes, pruebas de
homogeneidad (test de tukey), test de correlacion de Pearson y pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk).

Caracterizacion de lamateria prima

Caracterizaciéon del platano maduro en descomposicion.

Se colectd una muestra semanal durante un mes, alas que se les realizo andlisis por

duplicado. Los resultados se presentan en la tabla 19.

Tabla 19

Caracterizacion fisico quimica del platano maduro

Parametro Media SD Media tedrica
(CIESIQA, 2017)

ST (g/L) 28.8 7.77 226.0
STV (glL) 24.56 8.17 169.0
DQO(g/L) 79.03 7.16 139.0

Nota. ST: sélidos totales; STV: solidos totales volatiles; DQO: demanda quimica de oxigeno;

SD: desviacion estandar

Los valores de ST, STV y DQO indican que el platano maduro presenta una cantidad de
materia organica significativamente menor a la obtenida en estudios relacionados debido
posiblemente al estado de maduracién del fruto ya que de éste depende totalmente la cantidad
de materia organica disponible (CIESIQA, 2017), sin embargo al tratarse de desechos estos
valores son ideales para mantener el proceso de digestion activo durante 25 dias con una

carga organica de 0.0001 KgDQO/m3dia sin aditivos que controlen la acidez (Puente, 2012)
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mientras que la desviacion estdndar (SD) indica que las muestras de platano maduro

mantienen su concentracion de materia organica estable en el tiempo.

Caracterizacion del efluente piscicola

Los resultados obtenidos del efluente piscicola se muestran en la tabla 20.
Tabla 20

Caracterizacion fisico quimica del efluente piscicola de tilapia roja

Parametro Media SD Media teorica
(Luna, 2011)

ST (g/L) 3.92 2.74 30.0
STV (g/L) 2.72 1.42 10.0
DQO(g/L) 14.97 3.00 25.0

Nota. ST: sélidos totales; STV: sélidos totales volatiles; DQO: demanda quimica de oxigeno;

SD: desviacion estandar

Segun Chaux et al (2013) los efluentes piscicolas de tilapia roja presentan un alto
contenido de agua, foésforo y nitrégeno, ademas debido a su calidad se consideran aguas
residuales débiles y no pueden ser reutilizadas dentro de las piscinas de cria (Chaux et al.,
2013) por estas condiciones es ideal para aumentar la velocidad de hidrdlisis de los
compuestos hidrosolubles presentes en la mezcla reactiva (Acosta & Obaya, 2005) Los valores
de ST y STV son muy bajos comparados con estudios previos lo que puede ser causado por la
época de lluvias, mientras que la DQO indica que se necesita un monto menor para degradar
la materia conformada por desechos piscicolas (Luna, 2011) . Por otro lado, la desviacion
estandar indica que los valores medidos son estables y se pueden usar para preparar la mezcla

de alimentacion.
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Caracterizacion del excremento de vaca.
Los resultados del analisis quimico del excremento de vaca se muestran en la tabla 21.

Tabla 21

Caracterizacion fisico quimica del estiércol bovino.

Parametro Media SD Promedio tedrico
(Pereyra, 2022)

ST (g/L) 11,73 2,31 3.2
STV (g/L) 9,33 1,53 2.2
DQO(g/L) 16,26 2,01 21.2

Nota. ST: sélidos totales; STV: sélidos totales volatiles; DQO: demanda quimica de oxigeno;

SD: desviacion estandar

La cantidad de ST y STV indican que existe una mayor cantidad de materia organica en
excretas de vaca que el valor reportado en estudios relacionados (Pereyra, 2022) mientras que
la DQO indica que se requiere una menor cantidad de oxigeno para que sean digeridas

(Pereyra, 2022).

En base a la informacion obtenida se puede prever que el contenido en agua que
proviene de la muestra de desechos piscicolas es un co-sustrato adecuado para mezclar con el
estiércol de vaca y diluir a cierto nivel su contenido de materia organica. De manera adicional
se considera que las caracteristicas medidas en el excremento de vaca se mantienen estables
durante el proceso de caracterizacion debido a los valores de la desviacion estandar y se

pueden usar para preparar la mezcla de alimentacion.
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Operacion del biodigestor

En base a los calculos realizados previamente se determiné que la carga organica para
alimentar el biodigestor debe ser de 0,0001 KgDQO / m2dia, y el tiempo de retencién hidraulico

de 25 dias.

Debido a que se utiliza un modelo de co-digestion anaerobia es necesario repartir
proporcionalmente la materia organica que entrara al digestor en funcion de la DQO; es decir
que el total de la carga organica definida se repartira equitativamente entre platano maduro en
descomposicion, efluentes piscicolas de tilapia roja y excremento de vaca respectivamente, en

una proporcion 2:2:1.

Para obtener el volumen necesario de cada componente de la mezcla de alimentacion
se aplican las ecuaciones de la tabla 8 con los valores predeterminados y se dividen en
proporciones basadas en la cantidad de materia organica (DQO), Como resultado se determiné
gue es necesario suministrar 0.40 litros de platano maduro en descomposicion, 2.14 litros de
desechos piscicolas de tilapia roja, 0.98 L de excremento de vacay 5.34 litros de agua
destilada, hasta completar un total de ocho litros de mezcla reactiva para la alimentacion del

biodigestor anaerobio (Tabla 22)
Tabla 22

Volumenes necesarios de cada componente para la mezcla de alimentacion.
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Materia prima

Promedio DQO (g/L)

Volumen (L)

Platano maduro en
descomposicién

Efluentes piscicolas
Excremento de vaca
Agua destilada

Total

79.03

14.92

16,26

40.83

0.40

2.14

0.98

4.47

8

Nota. El volumen de cada componente se tabula en litros y esta en funcion del contenido de

materia organica medido como DQO.

Caracterizacion de la Mezcla de Alimentacion

Para entender el proceso de digestion y evaluar la calidad del biol producido es

necesario caracterizar la mezcla reactiva (Tabla 23). Los valores obtenidos reflejan la calidad

de la materia organica previa a la digestion.

Tabla 23

Caracterizacion fisico quimica de la mezcla reactiva.

Parametros

valor

ST (g/L) 803.0

STV (g/L) 401.0

DQO (g/L) 11.94
AGV (mg/L) 210

Nitrégeno(mg/L) 186.8
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Pardmetros valor

OD (mg/L) 3.9

CE(mS/cm) 3.7
pH 6.9

Nota. g/L: gramos/litro; mg/L: miligramos/litro; mS/cm: miliSiemens/centimetro

La mezcla reactiva presenta un contenido relativamente alto en ST, STV y DQO
comparado con sistemas de tratamiento anaerobio donde se trabaja con indculos bovinos con
un contenido de los mismos que ronda los 64.942 g/L, 47, 408 g/L (Manrique et al., 2012) y
3588 mg/L (Pérez & Torres, 2008) respectivamente; el aumento en la cantidad de materia
organica disponible para la digestion es mas alto al analizar la mezcla de alimentacién que al
analizar componentes individualmente posiblemente por la interaccion entre las fracciones de
aguay azucares de los sustratos y la cantidad de materia organica del inéculo, lo cual es

propicio para llevar a cabo un proceso de codigestion 6ptimo (Cook et al., 2017).

Por otro lado se tienen concentraciones altas de AGV y nitrdgeno total en la mezcla de
alimentacion comparados con valores tedricos que estan en el rango de 1.3 g/Ly 17.9 g/L
(Camacho et al., 2017), valores que se espera aumenten su concentracion con el transcurso de
la digestién anaerobia, debido a que las bacterias metabolizan las moléculas de lipidos y los
degradan hasta formar acidos grasos, como el acido acético o propiénico y las proteinas en

aminoacidos (Bermudez et al., 1988).

En un estudio llevado a cabo por Cano et al (2016) se obtuvo una concentracion de
oxigeno disuelto y conductividad eléctrica igual a 0.30 mg/L y 11.09 mS/cm respectivamente |o
gue indica una concentracién mas alta de oxigeno disuelto y una menor capacidad de

conductividad eléctrica en comparacion con bioles de excretas bovinas sin digestion previa
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posiblemente debido a la variedad de los sustratos empleados para la formulacién en este

ensayo (Cook et al., 2017).

El valor del pH ideal para las mezclas de alimentacion esta entre 6.5y 7.5 (Puente,
2012), es asi que el valor de pH igual a 6.9 obtenido para este experimento esté dentro del
rango de pH y por lo tanto no debe realizarse un tratamiento previo sobre la materia prima

antes de ingresarla al digestor.

Caracterizacion del biol

El biol es el residuo liquido producto de la digestion anaerobia que en su composicion
guimica presenta diferentes tipos de nutrientes vegetales como nitrogeno, fésforo, potasio,
calcio, magnesio y azufre, fitohormonas como la giberelina, tiamina, acido indol acético,
purinas (Aparcana & Jansen, 2008) y AGV como el acido acético y acido propidnico y acido
butirico (Bermudez et al., 1988) , que en conjunto confieren diferentes propiedades fitoldégicas
de alto interés que involucran principalmente la regulacion del crecimiento vegetal y el control

de patdgenos en el sustrato (Samaniego & Sandoval, 2013).

Ademas, por el tipo de proceso empleado y para asegurar la calidad del biol es
imprescindible caracterizar fisicoquimicamente el mismo (Tabla#), ademas la determinacion de
estos parametros permite estudiar el proceso de transformacion de la materia organica de

manera adecuada y entender las caracteristicas del producto final (Puente, 2012).

Tabla 24

Caracterizacion fisico quimica del biol.

Parametros Media

ST (g/L) 323.2
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Pardmetros Media
STV (g/L) 162.7
DQO (g/L) 3.10

AGV (mg/L) 1660

Nitrogeno(mg/L) 653.8
OD (mg/L) 3.4
CE(ms/cm) 3.5

pH 35

Nota. g/L: gramos/litro; mg/L: miligramos/litro; mS/cm: miliSiemens/centimetro

La reduccion en los valores de los ST, STV y DQO son un indicador de que el proceso
de biodegradacion anaerobia al interior del biodigestor ha sucedido satisfactoriamente, en
teoria el proceso de digestion anaerobia transforma cerca del 90% de la materia organica
medida como DQO en gas y el resto en biol (Acosta & Obaya, 2005). Al analizar los valores de
la DQO se tiene que ha disminuido cerca del 75% lo que sugiere, que al no ser un proceso
destinado a la produccion de biogas una parte del mismo se disuelve en el biol mientras

transcurre el tiempo de retencion hidraulico.

La concentracion de AGV determinada en el biol aumento considerablemente, lo que es
directamente proporcional al descenso en el pH; esto significa que durante el proceso de
digestién anaerobia se acumularon los AGV como acido acético, propionico y butirico en la
parte liquida del efluente provocando la caida en el pH del biol (Bermudez et al., 1988). Es
importante tener en consideracion los altos niveles de AGV al momento de realizar las
diluciones del biol para su aplicacion sobre las plantas. Segin Samaniego & Sandoval (2013)

el control de fitopatbgenos depende de la concentracion a la que se ha diluido
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Ademas se incrementd la concentracion de nitrégeno total en el biol, debido a la
degradacioén bacteriana anaerdbica de las proteinas (Bermudez et al., 1988) que son los
precursores principales del amonio (NH,), el cual es consecuentemente transformado a nitratos
de facil asimilacion (Bolsa, 2001) que, debido al pH se encuentran disueltos en la fraccion

liquida del biol (Orellana et al., 2013).

En un estudio realizado por Cano et al (2016) se determiné que los valores de OD y CE
no disminuyen significativamente su monto con el pasar de la digestion. Por lo tanto al finalizar
el proceso de digestion el OD en el biol obtenido se ha disminuido en pequefias cantidades
posiblemente por la asimilacion de éste durante el metabolismo celular, sin embargo mantiene
una concentracion de 3.4 mg/L por lo que aportaria con suficiente oxigeno a la zona radical lo
cual es imprescindible para el correcto desarrollo de las plantas (Moreno et al., 2020). En otro
aspecto se observa que el valor de la CE disminuy6 debido a la asimilacibn metabdlica de los
compuestos solubles por los microorganismos durante la digestion y corresponde
principalmente a las bases intercambiables del suelo conformadas por calcio, sodio, potasio y

magnesio (Cano et al., 2016).

En una aplicacion real en suelo la asimilacion de los nutrientes esta predeterminada por
el pH del mismo, por lo que al usar un fertilizante acido es necesario evaluar tres parametros;
(i) perfil acidificante, que esté en funcion de su composicion quimica, (i) caracter descalcificante
y (iii) capacidad buffer del suelo (Irantzu, 2002). Los fertilizantes acidos estan basados
principalmente en amonio y derivados del nitrégeno por lo que el biol, en diluciones adecuadas,
es excelente para ser usada en suelos (Cenipalma, 1998) pero también existe la posibilidad de
usarse en cultivos in vitro ya que durante la preparacion del medio de cultivo los valores de pH
se corrigen, asegurando el desarrollo vegetal adecuado (Cook et al., 2017). Finalmente en un

estudio realizado por Medina et al( 2015) se determind que los bioles con actividad biol6gica y
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de calidad sanitaria estan dentro del rango de pH de 6.8 a 7.8 por lo que se determina que el

biol producido con pH de 6.9 es de buena calidad fitolégica.

Analisis correlacional entre la mezcla de alimentacién y el biol.

La transformacion de la materia organica en biol se detalla graficamente en la figura #,
lo que permite analizar el proceso de digestion usando una correlacion multiple segun el
método de Pearson; la relacion directa (azul) o indirecta, o (roja), que sucede entre los
parametros de estudio para la mezcla de alimentacion y el biol permite entender la generacion
de los subproductos de interés como los AGV y nitrégeno total en funcién de otros parametros

como el TRH o el pH.

De esta forma se sabe que mientras mas avanza el tiempo de retencion hidraulica
(TRH), disminuye la cantidad de ST, STV, DQO, pH, CE y OD aumentando la cantidad de AGV
y nitrégeno total datos que corroboran que se efectud el proceso biolégico de degradacion de la

materia organica en subproductos de interés fitolégico como AGV vy nitrdgeno total.

También es importante analizar el proceso en funcion del pH que mantiene una
relacion inversamente proporcional al TRH, a la concentracion de AGV y al contenido de
nitrégeno total lo que revela que mientras mas transcurre el tiempo mas acido se vuelve el biol,
aumentando la concentracion de AGV y nitrégeno total en su composicion; por otro lado los
ST, STV, DQO, OD y CE son directamente proporcionales y disminuyen su cantidad, mientras
disminuye el pH lo que demuestra la importancia del pH como parametro de control en los

procesos de digestién anaerobios.

Al analizar el proceso de digestion basados en la DQO, se corrobora que mantiene una
relacién inversamente proporcional con la concentracién de AGV y nitrdgeno total lo que
sugiere que la materia organica es transformada en los compuestos de interés fitolégico que

conforman el biol. Es importante también, aunque las fluctuaciones durante la digestion sean
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minimas, indicar que la CE y el OD disminuyen conjuntamente con la DQO, y el pH lo que
podria suponer un problema en la asimilacién de los nutrientes y enriquecimiento del sustrato,

sin embargo el pH del biol se mantiene dentro de los parametros de calidad establecidos.
Figura 32

Andlisis de correlacion de Pearson para estudio de las variables involucradas en la digestion

anaerobia.

ST (glL)

08

1.00 STV (g/L

1.00 1.00 | DQO(g/L)
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-1.00 -1.00 -1.00 1.00 Ntotal{mg/L)

1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 OD(mg/L)

1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 1.00 CE(mS/cm)

1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 1.00 1.00

=
T

-1.00 -1.00 -1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 -1.00 | TRH(dias)

Nota. Variables directamente proporcionales en azul e inversamente proporcionales en rojo.

Efectos del biol sobre el desarrollo in vitro de Zea mays

Los promedios del crecimiento in vitro de las plantas de Zea mays se presentan en la

tabla 26. A estos datos se les aplicod un analisis de ANOVA y de contrastes (Tabla 25),
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revelando que existe diferencia estadisticamente significativa cuando se analizan las
variaciones en el medio, las concentraciones de biol (Figura 33) y la relacion que estos
mantienen durante el experimento (figura 34), asi como también existe una diferencia
estadisticamente significativa entre el testigo y los tratamientos analizados en contraste por

blogues.

Al analizar estadisticamente los efectos individuales (Figura 32) que genera el medio de
cultivo se revela que el medio MS estandar es donde las plantas crecen de mejor manera, sin
embargo los tratamientos sintetizados sin macronutrientes y micronutrientes también se
mantienen por encima del promedio general de crecimiento vegetal, sin embargo al quitar la
sacarosa y los compuestos organicos se obtienen crecimientos por debajo de la media. Por
otro lado es evidente que las concentraciones de biol mantienen una tendencia decreciente en
funcion de la dilucién que se ha realizado, donde las concentraciones mas altas generan un

mejor resultado.
Figura 33

Gréfica de efectos principales
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Nota. Se muestra la diferencia entre las medias de crecimiento generadas por el medio de

cultivo y el biol.

Tabla 25

Anova del cultivo in vitro de Zea mays

Fuente de Suma grados de cuadrados Valor-F Valor P
variacion cuadrados libertad medios
Modelo 7888.88 13 606.84 339.31 <0.0001
Tratamiento 3579.92 6 596,65 333,61 <0.0001
Medio 2513.85 4 628.46 351.40 <0.0001
Biol 1795.08 2 897.54 501.85 <0.0001
Bloque 0.04 1 0.04 0.02 0.8858
Contraste (0: 160.17 1 160.17 89.56 <0.0001
1,2,3)
Contraste ( O: 420.76 1 420.76 235.26 <0.0001
456)
Contraste ( 0: 21.00 1 793.80 443.85 <0.0001
789)
Contraste 22.67 1 948.51 530.35 <0.001
(0:10,11,12)
Error 21.46 12 1.79
Total 10 424,2 29

Nota. Analisis de la varianza realizado a un nivel de significancia del 5%

Para entender las interrelaciones entre el medio de cultivo empleado y las

concentraciones de biol con el tratamiento testigo se realizo un test de tukey, obteniendo un
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total de 10 grupos homogéneos (Figura 33). El mejor tratamiento es el nimero dos (Grupo A)
gue supera al tratamiento testigo con un promedio de 58 cm, y corresponde a la aplicacién de
0.1 mL de biol en un medio de cultivo MS estandar ya que de acuerdo a Quipuzco, et al (2011)
el biol es rico compuestos fitologicos que potencian el crecimiento vegetal en diferentes
sustratos, consecuentemente durante el analisis se demostré qué el tratamiento 4 genera un
crecimiento vegetal similar al testigo (grupo B) con un promedio de 41.50 cm y corresponde a la
aplicaciéon de 1 mL de biol en un medio de cultivo sin macronutrientes y micronutrientes lo que
corrobora la presencia de estos compuestos en la formulacion del biol (CANO-HERNANDEZ,
2016). Todos los tratamientos restantes estadisticamente generan un crecimiento inferior al
tratamiento testigo, pero se presenta un grupo (Grupo H) cuyos promedios son los mas bajos
del experimento y corresponden al tratamiento 9 y 12 donde se aplicé 0.001mL en un medio de
cultivo sin compuestos organicos y en un medio sin sacarosa demostrando que las
concentraciones de biol mantienen diversas asociaciones con los sustratos empleados
(Samaniego & Sandoval, 2013) generando cambios significativos en el crecimiento vegetal que

tampoco son directamente proporcionales a la concentracion de biol empleada.

Finalmente al analizar el estudio de contrastes se determind que la composicion de los
medios de cultivo cumple un rol importante en el desarrollo de las plantas y cada uno genera un
crecimiento vegetal distinto; es decir que al analizar el experimento por bloques se revel6 que
los medios de cultivo estdndar suplementados con biol difieren estadisticamente de los medios
de los medios de cultivo sin macro y micronutrientes, asi como de los medios sin compuestos

organicos y los medios sin sacarosa y que todos a su vez difieren del tratamiento testigo.

Figura 34

Separacioén por grupos segun el indice de crecimiento.
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Nota. Se generan 10 grupos homogéneos A, B, C, D, DE, EF, FG, FGH, GH. H del mejor

tratamiento al peor.

En la siguiente figura se presenta un analisis de la dispersion de los datos que indica
gue no se presentan valores atipicos, lo que se ha corroborado con una prueba de Shapiro-

Wilk que di6 un valor de p igual a 0.2588.
Figura 35

Andlisis de normalidad para los valores obtenidos en el ensayo in vitro.

Normal Q-Q Flot

Theoretxal Quanties



97

Nota. Los valores observados no exceden el numero 3 de dispersién e indican normalidad

Tabla 26

Promedios de crecimiento vegetal obtenidos en el ensayo in vitro.

Tratamiento Crecimiento vegetal (cm)

Testigo 38,00
Tratamiento 1 16,00
Tratamiento 2 55,33
Tratamiento 3 15,67
Tratamiento 4 40,67
Tratamiento 5 8,67
Tratamiento 6 3,33
Tratamiento 7 16,33
Tratamiento 8 7,67
Tratamiento 9 1,00
Tratamiento 10 29,33
Tratamiento 11 5,00
Tratamiento 12 1,00

Nota. Se tomaron los mejores ensayos y se promediaron sus valores de crecimiento vegetal,

los resultados se muestran en centimetros
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Relacion fitohormonal

En la figura 35 se muestra un estudio aproximativo a la relacion fitohormonal que
mantiene el Biol, los datos se recogen por observacién directa y se indexan en una hoja de
datos (Tabla 27) para ser analizados mediante un gréfico circular que revela que existe una
predominancia del 61.53% destinada a la produccion de tallos y raices y un 38.46% que

Unicamente genera raices.

Segun Villanueva et al (2013) las auxinas y citoquininas tienen el potencial para
impulsar el desarrollo de segmentos apicales y porciones medias de tallo; sin embargo la
concentracion relativa entre éstas hormonas vegetales presenta efectos variados que
involucran la generacion de raices y tallos adventicios (Figura 36) cuando la concentracion de
las dos hormonas es la misma, sin embargo, cuando la concentracion de auxinas es
relativamente superior a la de citoquininas los explantes tienden al desarrollo Gnicamente de

raices (Figura 36) (Lleida, 2000).

Figura 36

Aproximacion gréfica al contenido fitohormonal del biol

Relacion fitohormonal

mTalloy Raiz = Tallo
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Nota. Porcentajes de aparicion de segmentos vegetales como tallo, raiz o ambos

Tabla 27

Datos recolectados por observacion directa. Se indica la presencia de tallo, raiz o ambas en los

medios de cultivo vegetales

Tratamiento Tallo Raiz Tallo y Raiz
Testigo v
Tratamiento 1 v
Tratamiento 2 v
Tratamiento 3 v
Tratamiento 4 J
Tratamiento 5 J
Tratamiento 6 J
Tratamiento 7 v
Tratamiento 8 v
Tratamiento 9 v
Tratamiento 10 v

Tratamiento 11 v
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Tratamiento Tallo Raiz Tallo y Raiz
Tratamiento 12 Y,
Nota. El visto indica la presencia de ese segmento vegetal
Figura 37

Diferentes tipos de crecimiento vegetal encontrado en el ensayo in vitro.

Nota. Izquierda: Tallo con raices adventicias y tallo. Derecha: contraste entre el crecimiento de

una planta sanay otra que no.
Efectos del biol sobre el desarrollo de Zea mays en diferentes tipos de suelo

En los ensayos realizados sobre el suelo, los datos obtenidos se promediaron y los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 28. Se evaluaron mediante un analisis de la
varianza (tabla 29) y se determiné que existe diferencia estadisticamente significativa entre los
tipos de suelo ya que de su composicion depende totalmente el crecimiento de las plantas

(Splittstoesser, 1990) y al analizar la interaccién entre el tipo de suelo y biol, ya que se ha
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determinado que el biol es capaz de potenciar los diferentes tipos de sustratos promoviendo el

crecimiento vegetal (Acosta, 2019).

Tabla 28.

Promedio del crecimiento vegetal de Zea mays en diferentes tipos de suelos

Tratamiento Crecimiento vegetal (promedio en cm)
1 51,33
2 47,67
3 40,00
4 32,33
5 34,67
6 34,33
7 29,67
8 31,33
9 24,00

Tabla 29

ANOVA para el crecimiento de Zea mays en suelo.

Fuente de Suma grados de cuadrados Valor-F Valor P
variacion cuadrados libertad medios

Modelo 1833.70 10 183.7 3.96 0.0072
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Fuente de Suma grados de cuadrados Valor-F Valor P
variacion cuadrados libertad medios
Tratamiento 145.48 4 36.37 0.78 0,0032
Suelo 1533.85 2 766.93 16.54 0.0001
Biol 153.41 2 76.70 1.65 0.2222
Bloque 0.96 2 0.48 0.01 0.9897
Error 741.70 16 46.36
Total 2575.41 26

Nota. Analisis de la varianza realizado a un nivel de significancia del 5%

En suelos con buen pH, alto contenido de materia organica y buen drenaje del agua de
riego las plantas encuentran un hébitat propicio y crecen idealmente, a diferencia de los suelos
arcillosos (Splittstoesser, 1990) como indica la figura 37, asi cuando se usa tierra negra el
promedio de crecimiento es mas alto que cuando se usa tierra roja o arcillosa 'y supera los 45
cm, lo cual esta por encima de la media general que es de 35 cm por lo que se revela que la

tierra negra es mejor para el cultivo de Zea mays.
Figura 38

Grafica de efectos principales para cultivo en suelo

Grafica de crecimiento vagatal sn susio

o0y -
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Nota. Se detallan las medias de cada variable en comparacién con la media general de

crecimiento.

Por otro lado no existe una diferencia significativa entre los efecto individuales que el
biol produce, pero si en la interaccion que éste mantiene con el suelo posiblemente a que las
concentraciones del biofertilizante usadas son demasiado bajas para generar un efecto
sensible sobre el desarrollo vegetal de las plantas de Zea mays (Alvarado & Medal, 2018). La
figura 37 indica que no existe casi ninguna diferencia entre usar biol al 5% y al 1%. Por otro
lado en la figura 38 se muestra los resultados de la interacciones individuales entre el sueloy
las concentraciones de biol utilizadas, donde es evidente que el mejor indice de crecimiento se
obtiene al usar tierra negra suplementada con biol al 5%, mientras que se obtiene un
crecimiento intermedio al usar tierra negra con biol al 1 % y se obtiene un crecimiento menor al

usar tierra arcillosa con biol al 0.1%.

Figura 39

Grafica de interaccion entre las variables experimentales.
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Interaccion entre el tipo de suelo y concentraciones de biol

000

50

Terma s ioss Tama negra Tierra nya
Nota. Eje y: tipos de suelo; eje x: promedio de crecimiento en centimetros; Biol: lineas de

colores segun concentracion.

Se realiz6 un test de Tukey para organizar los datos en grupos en funcion del indice de
crecimiento obteniendo. Los resultados (figura #) muestran que el tratamiento con biol al 5%
en tierra negra cuyo promedio de crecimiento es 51.33 cm (Grupo A) supera a los otros
tratamientos del experimento, seguido del grupo AB al que corresponde al tratamiento 2
aplicacion de biol al 1% en tierra negra. Dentro del grupo ABC se encuentran los indices de
crecimiento moderado que corresponden a los tratamientos 3,4,5 y 6, en el tratamiento 3 se
revela que una concentracion baja de biol no enriquece el suelo de manera 6ptima dejandolo al
nivel de la tierra roja, la cual no se enriquece con ninguna concentracion de biol. Finalmente
tenemos los grupos BC y C, correspondientes a los ensayos realizados sobre tierra arcillosa
con el promedio de crecimiento mas bajo, sin embargo en el grupo BC estan enlistados los
tratamientos 7 y 8 lo que sugiere que el biol potencia de forma minima la actividad biologica del

suelo arcilloso.

Figura 40



Andlisis de tukey para determinar grupos homogéneos

56,83

43,234

38,63

Crecimienta (cm)

31,034

1.

Gréfica de grupos para crecimiento en suelo de Zea mays

1.
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Nota. Se obtuvieron 5 grupos homogéneos: A, AB, ABC, BC, C de mejor tratamiento a peor

tratamiento.

462971 I
ABC
ABC ABC
ABC
BC
BC

I c
T T T T T T 1
Trat1 Trat 2 Trat3 Trats Tratg Trat 4 Tratd Trat7 Tratg

Tratamientos

La siguiente gréafica avala el analisis de los datos obtenidos ya que indica la normalidad

estadistica existente durante la toma de muestras; es decir que no hay datos atipicos y los

mismos estan dentro del rango establecido lo que se comprobo con un test de Shapiro-Wilk

gue arrojé un valor de p igual a 0.7726.

Figura 41

Gréfica de normalidad para la toma de datos en el andlisis de crecimiento en suelo.
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Normal Q-Q Plot

Tneonata& Quanties

Nota. Los valores no exceden el nimero 3 de dispersion e indican normalidad sobre la toma de

datos.

Capitulo V: Conclusiones

s El muestreo semanal de la materia prima permitié usar una mezcla de alimentacion
homogénea para la produccién de biol dentro del biorreactor, ya que estadisticamente
los valores para los parametros evaluados (ST, STV, DQO) no presentaron una
desviacion estandar mayor a 9 lo que permite empezar el proceso de digestion con una

mezcla de alimentacion de calidad asegurando la calidad de los productos.

e El biol producido es de buena calidad y actividad biolégica debido a su pH (6.5),
ademas contendra una gran cantidad de nitrégeno en forma de amonio disuelto y una
alta concentracion de AGV, compuestos determinantes en la actividad fitol6gica del
biofertilizante.

e El biol puede emplearse para potenciar el crecimiento vegetal in vitro de Zea mays
cuando se aplican dosis de 0.1 mL del biofertilizante en un medio de cultivo MS

estandar (tratamiento 2), por otro lado sustituye adecuadamente los macronutrientes y
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micronutrientes ausentes en el medio cuando se usa 1 mL como suplemento a un

medio de cultivo sin estos compuestos (Tratamiento 4).

El biol no satisface adecuadamente la demanda de compuestos organicos y sacarosa in
vitro necesarios para el crecimiento adecuado de Zea mays, sin embargo cuando se
encuentra en concentraciones bajas tampoco ocluye completamente el crecimiento

vegetal.

La relacion fitohormonal del biol esta principalmente equilibrada lo que permite concluir
que la relacion entre auxinas y citoquininas, o compuestos analogos, es de 1 a 1 por

esto promueve principalmente el desarrollo de tallo y raices.

En suelos el biol interactta con la tierra negra mejorando significativamente sus
propiedades e interacttia con tierra roja y arcillosa pero no potencia el crecimiento

vegetal.

La recopilacion de los datos es uniforme y no hay datos atipicos durante el desarrollo

del experimento lo que permite concluir que hubo normalidad

Capitulo VI: Recomendaciones

La caracterizacion de la materia es imprescindible y debe realizarse hasta obtener datos

confiables y uniformes

El material vegetal obtenido del campo necesita un protocolo estricto de desinfeccion

gue debe realizarse antes del proceso de germinacion y antes de la siembra.

El biol, debido a sus caracteristicas, debe ser esterilizado y guardado adecuadamente

en frascos de plastico alejados de la luz y a temperatura ambiente.

Durante la siembra in vitro es recomendable esterilizar el material que no se puede

autoclavar bajo la luz UV de la camara de flujo laminar.
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Durante la siembra en suelo usar la misma cantidad de agua para no aumentar el error

experimental.
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