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RESUMEN

El presente estudio trata del aprovechamiento de los residuos vegetales del esparrago, la alcachofa y
el brécoli en la obtencion de bioles o abonos organicos a travez de procesos de biodigestion
anaerobia con licor ruminal de llama y licor ruminal de vacuno, evaluando la presencia de 3
bioestimulantes AG3, AIA y Kinetina por HPLC de bioles seleccionados por su efecto fisiologico tanto
de germinacion como desarrollo de plantula de 4 especies, determinando el mejor residuo vegetal, la
mejor proporcion y la mejor fuente microbiana. Para tal fin se realizaron 18 biodigestores para
producir 18 tipos diferentes de bioles: 3 residuos agricolas (alcachofa, esparrago y brocoli), 2 tipos de
inoculos microbianos (licor ruminal de llama y vacuno) en 3 proporciones de residuos y licor ruminal
(1:1, 2:1y 1:2). En el proceso se evaluo los parametros de temperatura diariamente y pH cada 3 dias
y al finalizar el proceso a| os 60 dias se obtuvieron los bioles los cuales fueron cuantificados para
analizar el rendimiento. Estos 18 tratamientos fueron evaluados primero fisiologicamente a travez de
la germinacion de semillas de tomate y brocoli en servilletas para obtener el porcentaje mas optimo
de utilizacion de nuestros bioles. Segundo, se evaluo el efecto de los bioles en diferentes de
caracteristicas de 4 especies vegetales, 3 correspondientes a las especies de los residuos vegetales y
un testigo el tomate, para ello se trataron desde la semilla hasta la formacion de plantines, 8 semillas
por 3 repeticiones de cada tratamiento, evaluandose porcentaje de germinacion, altura a la
aparicion de hojas cotiledoneas, altura a la aparlcion de hojas verdaderas, largo de raiz, grosor de
raiz, masa radicular y numero de nudos por tallo. Luego de analizar estas variables se seleccionaron
los mejores 6 tratamientos que pasarian a ser medidos el contenido de bioestimulantes AG3, AlA y
Kinetina por HPLC. Obteniendose de los tratamientos de concentraciones biol (25%, 50% y 75%) en la
germinacion de semillas de tomate y brocoli como el mejor porcentaje el 25%, el mismo que se
aplico para el andlisis fisiolégico del biol en 4 especies vegetales de los 18 tratamientos de biol, de los
cuales se seleccionaron 6 en base a la respuesta de evaluacion de plantula, que incluyen como el
mejor residuo agricola el esparrago, el mejor inoculo microbiana el licor ruminal de llama y la mejor
proporcion de 2:1 correspondiente 2 de residuo agricola y 1 de licor ruminal. Los mismos que fueron
analizados por HPLC, encontrado AIA en los 3 bioles correspondientes a los 3 residuos tratados con
licor ruminal de llama, en cuanto a AG3 y Kinetina fueron encontrados en 1 biol de alcachofa con
licor ruminal de vacuno.
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ABSTRACT

This study is the use of waste vegetable asparagus, artichokes and broccoli in obtaining of organic
bioles or fertilizers across the process of anaerobic biodigestion process with rumen liquor of Lama
and rume liquor of cattle and evaluating the presence of 3 bioestimulantes GA3, IAA and kinetin
bioles HPLC of selected bioles for both physiological effect of seedling germination and development
of four species, determining the best kind of vegetable rest, the best rate and the best microbial
source. To that were 18 digesters to produce 18 different types of bioles: 3 agricultural wastes
(artichoke, asparagus and broccoli), two types of microbial inoculum (rumen liquor called and cattle)
in three proportions of waste and rumen fluid (1: 1, 2:1 and 1:2). In the process parameters were
evaluated daily temperature and pH every 3 days and at the end of the process at 60 days were
obtained which were quantified bioles to analyze performance. These 18 treatments were evaluated
first physiologically in the seed germination of tomato and broccoli in the percentage napkins for
more optimal use of our bioles. Second, we evaluated the effect of different characteristics bioles
in 4 plants, 3 planst of the vegetable resources and a control the tomato, for this the proces was
since the seed up the formation from seed to seedling, 8 seeds for 3 reps each treatment, evaluation
of germination percentage, height at the cotyledon leaf appearance, height to the emergence of true
leaves, root length, root thickness, root mass and number of nodes per stem. After analyzing these
variables were selected the top six would become treatments measured bioestimulantes content
GA3, IAA and kinetin by HPLC. Obtaining biol treatments concentrations (25%,

50% and 75%) in the seed germination and tomato broccoli as the best percentage of 25%, the same
analysis was applied to 4-biol physiological plant species biol the 18 treatments, of which 6 were
selected based on the response evaluation of seedlings, including the best agricultural residue
asparagus, microbial inoculum better flame rumen liqguor and the corresponding 2:1 ratio better 2 of
agricultural residue and 1 rumen fluid. They were analyzed by HPLC, AIA found in the 3 bioles 3
residues corresponding to the rumen liquor treated with flame, and about AG3 were found in 1
Kinetin artichoke biol bovine rumen liquor.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Actualmente en el mundo hay una tendencia creciente para obtener y consumir productos
inocuos generados sin emplear insumos sintéticos, como insecticidas, herbicidas o
fertilizantes inorganicos en base al manejo de una agricultura organica, que tiene una
demanda cada vez mayor en los mercados nacionales e internacionales, en los que los
clientes estan dispuestos a pagar precios mas altos debido a que buscan comestibles

saludables.(Zuleta, et al., 2006).

Una de las posibilidades de desarrollo agricola libre de quimicos y con un alto valor
nutritivo, es el uso de abonos orgéanicos entre ellos el Biol, que ayuda a mejorar el
crecimiento y desarrollo de las plantas, producido en forma natural y econémica (Colque,
etal., 2005). En su elaboracion es posible el aprovechamiento de los residuos
agroindustriales que siguen convirtiéndose en un gran problema no s6lo ambiental sino
economico, ya que las mismas empresas tienen que asumir altos costos de disposicion de

éstos. (Yepes, et al., 2008)

Actualmente la creciente produccién alcachofa, brécoli y espéarrago trae como
consecuencia un alto porcentaje de residuos agricolas de estas plantas que son

desaprovechados. Con lo que nace la interrogante de realizar bioles con los residuos
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agricolas para la mejor utilizacion de estos con diferentes indculos microbianos como los

licores ruminales de llama y vacuno.

Es por esto que hoy en dia se ve como alternativa producir abonos organicos liquidos, con
los residuos agroindustriales, proporcionando informacion del valor bioestimulante de los
bioles obtenidos con diferentes licores ruminales y en las proporciones adecuadas. Es en
este punto que se genera la oportunidad de desarrollo de investigacion sobre cémo realizar

el abono organico liquido a partir de residuos agroindustriales.

18

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar Ac. Giberélico, Ac. Indolacético y Kinetina como bioestimulantes en bioles
producidos por digestion anaerobia a partir de un inoculo del licor ruminal de Ilama
(Lama Glama) y vacuno (Bos primigenius taurus) con residuos vegetales de alcachofa,

brécoli y esparrago mediante HPLC.

Obijetivos Especificos

1. Evaluar la produccion de biol en base a un biodigestor configurado con las
particularidades necesarias para realizar la digestion anaerobia de los residuos de

plantas.

2. Analizar calidad del biol de 3 residuos agricolas alcachofa, esparrago y brdcoli con 2
fuentes de in6culo microbiano de licor ruminal de llama y vacuno y 3 proporciones 1:1,
1:2 y 2:1, a través de un analisis fisiologico durante los estadios de desarrollo de

plantulas de exportacion y tomate.

3. Determinar y cuantificar mediante la técnica de HPLC 3 fitohormonas AG3, AlA y

Kinetina en bioles seleccionados de la respuesta del andlisis fisioldgico.
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HIPOTESIS

Dado que en la actualidad existen innumerables problemas con el bajo aprovechamiento de
los residuos agroindustriales obtenidos en grandes cantidades en los campos de cultivo en
nuestra localidad y localidades aledafas, se vio como alternativa su aprovechamiento en el
manejo de agricultura organica, realizando la produccion de 18 bioles organicos con un
tratamiento anaerdébico con diferentes residuos vegetales con dos in6culos microbianos de
licor ruminal de llama y vacuno a tres diferentes proporciones 1:1 1:2 2:1 en los cuales se
determinara fitoestimulantes naturales como auxina, citoquinina, giberelina mediante la
técnica de HPLC y se hallaran los mejores bioles producidos y se determinara la mejor
fuente microbiana, mejor fuente de carbono y mejor proporcion con una accion en la

germinacion y desarrollo de plantulas.
VARIABLES E INDICADORES
Variables

» Independientes

- Fuentes de residuos agricolas: Alcachofa, esparrago y brécoli.
- Fuentes de licor ruminal: Llama y vacuno

- Proporciones de materia organica y liquido en biodigestores: 1:1, 1:2, 2:1.
Indicadores

- Temperatura: 25-35 °C: la que se mide con termometro de mercurio.
- pH: 6 a 7.5, el cual es medido con el pHmetro del laboratorio H 101 de la

Universidad Catolica de Santa Maria.
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CAPITULO 11

INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

2.1. Residuos vegetales

Se consideran residuos organicos vegetales de la produccion agricola a los residuos de
cosecha que estan formados por los drganos aéreos y subterraneos de las plantas. También
se denominan rastrojos a los residuos de la parte aérea que permanecen en la superficie del
suelo después de la cosecha. La cantidad de residuos de cosecha que se aporta a un suelo

depende de la biomasa alcanzada en un ciclo de produccion.

Los residuos de cosecha aportan biomasa y nutrientes minerales al ser incorporados al
suelo. La mayoria de los rastrojos que son aportados anualmente se hallan en un rango de

6.000-8.000kg/ha, como materia seca, lo que significa un aporte de 3.000-3.500kg/ha de
carbono y un contenido de nitrogeno que oscila alrededor de los 50kg/ha, por lo que la
quema de los rastrojos no solo implica pérdida de N, sino también la disminucion o
detencion en la acumulacion de carbono organico necesario para abastecer de energia

bioguimica y para la formacién de nuevos materiales celulares de labio masa del suelo.

Desde el punto de vista nutricional el aporte de fosforo en los rastrojos no es relevante, ya
que la mayor concentracion del mismo en los 6rganos vegetales esta en las semillas de las
especies cultivadas, por lo que es cosechado; no asi el potasio, donde un alto contenido se

concentra en los rastrojos; esto es especialmente importante en algunos cereales como el
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maiz, cuya extraccion puede alcanzar hasta 200kg/ha anualmente, cantidad que a veces
supera al potasio de intercambio y dos tercios de esta extraccién se encuentra en los

residuos de cosecha. (Rodriguez, 1992)

Los constituyentes orgénicos de las plantas se dividen generalmente en seis amplios grupos;
la celulosa, el constituyente quimico méas abundante, cuya cantidad varia del 15% a 60% de
peso seco; hemicelulosas, que forman frecuentemente del 10% al 30% del peso; lignina,
que constituye del 5% al 30% de la planta; la fraccion soluble en agua, que incluye
azucares simples, aminodcidos y &cidos alifaticos, que contribuye del 5% al 30% en peso
del tejido; constituyentes solubles en alcohol y éter, fraccién que contiene grasas, aceites,
ceras, resinas y un numero determinado de pigmentos y proteinas que tienen en su

estructura la mayor parte del nitrégeno o azufre vegetal.

Los constituyentes minerales, generalmente determinados por el analisis de las cenizas

varian del 1% al 13% del total del tejido (Alexander, 1996).

2.1.1.- Alcachofa

La alcachofa (Cynara scolymus), pertenece a la familia Compositae, cuyo cultivo tiene la
finalidad de aprovechar su yema floral, o inflorescencia en capitulo. Se caracteriza por su
tallo firme y cabeza compacta, con hojas verdes y flexibles, resistentes y sin manchas,
rasgos que identifican a una buena alcachofa y le dan un lugar muy bueno en el mundo de
la gastronomia. (Villacis, 2009).

La estructura de la planta se compone en planta que puede considerarse como bianual y

trianual, conservandose como vivaz en cultivos muy abandonados y con notable
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decrecimiento de la produccién. Tallos erguidos, gruesos, acanalados longitudinalmente y
ramificados, con méas de un metro de altura. Sus hojas son largas, pubescentes (cubierta de
pelos suaves y blanquecinos), grandes de 0,9 a un metro de color verde claro por encima y
algodonosas por debajo. En cuanto a su sistema radicular, este le permite adaptarse a
diferentes tipos de suelos debido a que posee un tallo subterrdneo muy desarrollado en los
que se acumula los nutrientes para el desarrollo de la planta. Sus flores tienen terminales
muy gruesas, recubiertas por escamas membranosas imbricadas (hojas que se recubren
entre si como las tejas) y carnosas en la base constituyendo la parte comestible. El fruto es
un aquenio provisto de vilano (pelos simples) que cubren la flor, de forma oblonga y color
grisaceo, que son considerados como la semilla de la planta, pesando el litro de 600 a 610
gramos y durando de seis a doce afios su facultad germinativa. La forma de la parte
comestible es la inflorescencia, alargada o achatada, en forma de rosetén, con hojas verdes
superpuestas que parecen escamas y unida al vastago a este se le denomina —corazén de
alcachofa con un tamafio y peso variables segun la variedad y el uso culinario, varia desde

menos de 50 gramos hasta unos 100 gramos 0 mas. (Chaguaro, 2009).

El sector de la alcachofa genera dos tipos de residuos agricolas. Los més importantes los
genera la industria transformadora de este producto. EI 70% en peso de la flor de la
alcachofa corresponde a las hojas externas o bracteas no destinadas al consumo humano.
Sin embargo, estos residuos agricolas son Utiles para la alimentacion animal y estan
destinados a la elaboracion de forrajes ensilados (Megias et al., 1991). Por otra parte, la
alcachofa contiene sustancias con aplicabilidad terapéutica como cinarina, cinaropicrina,

inulina, flavonoides y sales potasicas (Hammouda y Seif-El-Nars, 1993). Estos productos
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se utilizan como principios activos en presentaciones simples y compuestas y en formulas
magistrales para el tratamiento de la anorexia, hepatitis, hipercolesterolemia,
arteriosclerosis, hipertension arterial, estrefiimiento, etc. Estudios realizados, han puesto de
manifiesto el gran contenido de PPO y POD en las bracteas de la alcachofa. Las PPOs y
PODs son enzimas con una alta utilizacion biotecnoldgica, por lo que su purificacion a
partir de una fuente barata, como los residuos agricolas de la alcachofa, podria tener un

gran impacto econdémico.

El estudio de sus propiedades podria aconsejar su uso en diversos procesos, desplazando a
otras PPOs o PODs utilizadas en la actualidad. Ademas, estos residuos industriales también
son ricos en el polisacarido inulina. El otro desecho generado en el sector de la alcachofa es
un residuo agricola. Las hojas y las flores maduras se acumulan al final de cada periodo
productivo. Las hojas contienen una alta concentracion de una enzima llamada ascorbato
peroxidasa (APX), asi como cinarina y otros compuestos fenolicos. Las flores maduras
contienen en sus estigmas, una alta concentracion de una proteasa coagulante de la leche

(Sidrach et al., 2005; Sidrach, et al., 2005).

Entre sus beneficios tenemos primero sus usos culinarios, también es un insumo para la
industria farmacéutica y su abundante contenido de fibra favorece el transito intestinal. La
alcachofa es considerada un alimento nutritivo y medicinal que ayuda al organismo de la
siguiente manera (Chaguaro, 2009): Tiene un leve efecto reductor del colesterol, posee
minerales que ayudan a la trasmision y generacion del impulso nervioso y actividad

muscular, ayuda al funcionamiento de intestinos, nervios y musculos, favorece el transito
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intestinal, tiene un efecto diurético, posee sustancias utilizadas en lociones astringentes para
el cutis.

La alcachofa tiene como principios activos a la cinarina y cinaropicrina que son
compuestos aromaticos responsables del sabor amargo de la alcachofa. La cinarina se
conoce por su efecto colerético y diurético. Lineas de investigacién actuales se centran en
el potencial papel preventivo de la cinaropicrina en enfermedades tumorales. También
contiene el &cido cloro génico, compuesto fendlico con capacidad antioxidante. Asi mismo
tiene esteroles que son sustancias vegetales con semejanza quimica al colesterol animal,
con capacidad para limitar la absorcion del colesterol en el intestino; cinarosido, el cual es
un flavonoide de accion antinflamatoria. Y también tiene 4&cidos organicos (malico y
citrico, entre otros): se sabe que potencian la accién de la cinarina y del cinarésido, entre

otras muchas funciones (Chaguaro, 2009).

Entre los principales paises exportadores de alcachofa estan Espafia (20.000 TM anuales
aportando 22.2 millones de ddlares, con una contribucion del 47% del volumen total
mundial), Italia (10.030 TM anuales aportando 8.2 millones de dolares con una
contribucion del 20% del volumen total mundial) y Francia (7.977 TM anuales aportando
6.9 millones de dolares, con una contribucion del 16$ del volumen total mundial). (FAO,

2003) (Villacis, 2009).

Los principales paises a los que se export6 la alcachofa peruana preparada entre enero y
noviembre del afio 2008 fueron Estados Unidos (43.1 millones de délares), Espafia (11.3
millones), Francia (7.4 millones), Holanda (2.7 millones), Alemania (2.4 millones) y

Canada (1.7 millones). De acuerdo con las estadisticas de Adex, la exportacion de
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alcachofas preparadas o en conservas crecié de enero a noviembre del 2008 en 38 por
ciento y la de alcachofas frescas o refrigeradas en 17 por ciento, respecto a similar periodo

de 2007.(Agencia Peruana de Noticias, 2008).

Del analisis de la planta se desprende la presencia mayoritaria de agua, seguida de hidratos
de carbono, el nutriente mas abundante, en forma de inulina y fibra; cantidades medias de
proteinas en comparacion con otras verduras e insignificantes de grasas. La composicion

nutricional por cada 100 gramos de alcachofa se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional por cada 100gr de alcachofa.

Por 100 g de producto comestible
Componente  Contenido Unidades

Agua 82.5 %
Albuminas 1.5 %
Grasas 0.1 %
Carbohidratos 9.40 %
Cenizas 6.5 %
Potasio 0.243 %
Sodio 0.075 %
Calcio 0.097 %
Magnesio 0.042 %
Fosforo 0.390 %
Hierro 0.025 %
Azufre 0.052 %
Cloro 0.022 %
Vitamina A 20 Mg
Vitamina B1 0.25 Mg
Vitamina B2 0.25 Mg
Vitamina C 0.25 Mg
Vitamina E 0.25 Mg
Vitamina K 0.50 Mg

Fuente: Agroinca, 2008.
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2.1.2.- Brocoli

El brécoli Brassica olerace var. Italica, pertenece a la familia Brassicaceae de ciclo anual;
es originaria del Mediterraneo, principalmente de Italia, en donde se ha encontrado la
mayor diversidad genética; un segundo centro de origen se ubica en Asia Menor (Barahona,
2002).

La planta desarrolla un tallo principal relativamente grueso (3 a 6cm. de didametro), de 20 a
50cm. de alto, sobre el cual se disponen las hojas en forma helicoidal en entrenudos cortos.
Las hojas son de tamafio grande, de hasta 50 cm. de longitud y 30cm. de ancho, y varia en
numero, de 15 a 30cm, segun el cultivar. El tallo principal termina en la inflorescencia
primaria, conformada por flores dispuestas en un corimbo principal o primario,
denominado pan o pella, que corresponde a la parte aprovechada para el consumo. A partir
de las ramificaciones de las yemas axilares puede desarrollar inflorescencias naturales
(secundarias) de menor tamafio que la principal.  La formacién de pan no requiere
vernalizacion, aunque existen variedades tardias o vernalizantes que si requieren de un
periodo de bajas temperaturas para florecer. Esta se gatilla genéticamente después de
formarse cierto nimero de hojas, dependiente de la precocidad del cultivar. Debido al
fenémeno de autoincompatibilidad, la variedad presente polinizacién cruzada entomdfila

(Giaconi, 1995; Coello, 2005).

El brécoli (Brassica oleracea L.) es una hortaliza de importancia econdmica a nivel
mundial debido a sus valores alimenticios y medicinales. Tanto las hojas como la
inflorescencia (florete) tienen alto valor nutricional por sus contenidos de proteinas,

carbohidratos, fibra, calcio y hierro, entre otros (Yanaguchi, 1983; Fraire, et al., 2010)
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El brécoli ha sido calificado como la hortaliza de mayor valor nutritivo por unidad de peso
de producto comestible. Su aporte de vitaminas, principalmente C, B2 (riboflavina) y
provitamina A, es elevado; ademas suministra cantidades significativas de minerales como
Ca, K y especialmente P. Adicionalmente, en el Gltimo tiempo se han determinado una
serie de compuestos que tendrian efectos benéficos en la prevencion de céncer,
diversificando su consumo y cultivo, tanto como producto fresco como congelado, e

incluso como deshidratado (Gebhardt, 1988; Guzman, 2001).

Los glucosinolatos son uno de los compuestos bioactivos méas importantes en el brocoli. Estos
compuestos son quimicamente estables hasta que entran en contacto con la degradacion de la
enzima mirosinasa (B-tioglucosido glucohidrolasa, CE 3.2.1.147), que se almacena en diferentes
compartimentos de las células de la planta para separar de glucosinolatos. Cuando los tejidos
vegetales estan dafiados, mirosinasa hidroliza rapidamente los glucosinolatos a la glucosa y
otros compuestos intermedios inestables, que espontaneamente se reordenan para dar una
variedad de productos biologicamente activos, incluyendo isotiocianatos, tiocianatos,
epithionitriles o nitrilos dependiendo de las condiciones quimicas (Jia et al, 2009).

El incremento significativo de su produccion a nivel mundial se ha realizado recién durante
los Gltimos afios, en base al conocimiento de su calidad nutritiva y organoléptica. Este
aumento de la preferencia por el brocoli coincide con la tendencia general observada en los
principales mercados mundiales hacia el consumo de hortalizas. En la actualidad, Estados
Unidos es el principal productor y consumidor de brécoli con, aproximadamente, 50 000ha

sembradas. En América, el brocoli se cultiva también en México, Guatemala, Chile,
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Ecuador y Perl. En Europa, principalmente en Italia, Espafia, Francia, Reino Unido y
Holanda. Otros paises productores de esta hortaliza son Sudafrica, Japon y Taiwan.

El cultivo de bréocoli desde hace 40 afios fue introducido en Per( y a partir del afio 1990 la
produccion del brocoli se viene incrementando de manera significativa en la costa central
conjuntamente con el desarrollo de una floreciente agroindustria de exportacion de
producto congelado. En el afio 1992 se sembraron 330ha de esta hortaliza en Chincha y
70ha en Ica. En base a esto, se hace aqui un analisis de su cultivo en relacién a las

condiciones de produccion de la costa central.

Los residuos vegetales se producen en grandes cantidades en el campo, en las industrias
alimentarias y en los supermercados, estos residuos se caracterizan por su alto contenido de
humedad y su gran volumen especifico, la disposicion adecuada de estos residuos es un
problema de contaminacion ambiental (Iguaz y col., 2003). Durante el cultivo de brocoli
una vez recolectadas las inflorescencias de calidad comercial, el resto del vegetal es
considerado como residuo, estos residuos lignocelulosicos constituyen alrededor del 70%
del peso total de la planta de brocoli. Estos residuos lignoceluldsicos son una fuente de
fibra que estd siendo explotada actualmente (Nawirska & Kwasniewska, 2005).
Recientemente, el secado de estos residuos lignocelulosicos es una de las operaciones mas
utilizadas para disponer una fuente de fibra dietética, la cual es reconocida por sus efectos
benéficos para la salud. (Cueva, et al., 2010).

La composicion bioguimica del producto comestible de alcachofa se observa en la Tabla3.
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Tabla 2. Composicién bioquimica por 100gr de producto comestible.

Componente Contenido Unidades

Proteinas 5.45 G
Glucidos 4.86 G
Calorias 42 u.l
Vitamina A 3500 u.l
Vitamina B1 100 Mg
Vitamina B2 210 Mg
Vitamina C 118 Mg
Calcio 130 Mg
Fosforo 76 Mg
Hierro 1.3 Mg

2.1.3.- Esparrago

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es nativo de la parte oriental de Europa,
especialmente en las cercanias de las montafias del Caucaso y en Siberia, segun Sturtevant
(1890). Hoy en dia el esparrago se encuentra en forma silvestre en varios partes de Europa,
especialmente abundante en las diferentes secciones de Rusia. Alrededor de un centenar de
especies de esparragos se informé del viejo mundo (Engler y Prantl 1888). De todos los
tipos de esparragos el asparagus officinalis es el mas importante econémicamente y la Gnica
cultivada para alimentos. Varias de las otras especies son cultivadas con fines

ornamentales.

La planta de esparrago presenta una porcién subterranea conocida como arafia que consiste
en un rizoma expandido lateralmente y poco profundo que posee yemas en su extremo

apical, raices carnosas de almacenamiento y raices laterales de absorcion (Ornstrup, 1997).
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El crecimiento de la arafia ocurre cuando las yemas periféricas originan nuevos grupos de
gemacion para la préxima generacion de la planta (Tiedjens, 1926). Al aumentar la
temperatura hacia finales del invierno emergen del rizoma los brotes jovenes llamados
turiones, que son la parte comestible de la planta (Ornstrup, 1997), dependiendo su color de
la variedad y del sistema de manejo (Bar6on & Vallejo, 1990). Los turiones que se
desarrollan luego de la etapa de cosecha (primavera verano) forman el follaje conocido
como helecho, el cual comienza a senescer en el otofio. El nivel de sacarosa de la raiz
aumenta durante el periodo de dormancia invernal y puede servir como sefial de induccion

de las yemas cuando la temperatura aumenta (Drost, 1997).

El espéarrago tiene un periodo promedio de cosecha de 10 afios y llega al maximo de
produccion a los cuatro o cinco afios. Una elevada productividad es esencial para tener un
buen retorno de la inversion, teniendo en cuenta que el precio de turiones grandes es mayor
que el de los pequefios, registrandose los precios mas elevados al inicio de la primavera
cuando comienzan a comercializarse los primeros volumenes (Ellison, 1986; Asprelli et al.,

2005).

Los esparragos son unos vegetales que poseen importantes caracteristicas nutricionales, las
cuales se deben a su composicion quimica, rica en vitaminas y sales minerales. La planta
del esparrago, conocida cientificamente como Aspagarus officinalis, tiene dentro de sus
componentes una gran cantidad debetacarotenos, los cuales son los precursores en nuestro
organismo de la vitamina A.

Los esparragos sonricos en vitaminas, las que mas se destacan dentro de sus

componentes C, B1, B6 y E, las cuales se encuentran en una proporcion de 12, 0.2, 0.1 y
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2 miligramos por cada 100 gramos de esparragos. Por otra parte, los esparragos tienen cerca
de un 90% de agua, por lo que favorecen la eliminacion de liquidos acumulados en nuestro
organismo. Los esparragos presentan 2.5 gramos de proteinas y 2 gramos de fibra, por cada
100 gramos. Las sales minerales que tiene el esparrago son variadas, las que mas se
destacan por la abundancia son las de potasio, fosforo y calcio, las que se encuentran en una
proporcion de 260, 50 y 25 miligramos por cada 100 gramos de esparragos. (Schlegel y
Zaborosch, 1993).

Hortaliza originaria de Asia, su cultivo en el Per0 se inicia a principio de los afios 50 en el
departamento de La Libertad con la variedad Mary, siendo desplazada en la actualidad
principalmente por la variedad UC157 F1.

A nivel mundial los principales productores de esparrago (Asparagus officinalis L.) son
China, Peru, EE.UU. y México, tal y como se observa en la Figura 7. En Per( alrededor del
40% de la produccion corresponde a esparrago verde, el cual se comercializa en fresco,
mientras que el restante 60% corresponde a esparrago blanco, el cual es procesado y
enviado a los mercados de la Unién Europea; los EE.UU. y México producen
principalmente cultivares verdes (USDA, 2004). De acuerdo con cifras de Global Trade
Information (GTI, 2004), durante el afio 2003 los principales exportadores de esparrago
fresco fueron Perl (66.844 t), México (47.657 t) y EE.UU. (23.675 t); mientras los
principales importadores fueron EE.UU. (96.455 t), Union Europea -15 (21.905 t) y Japon

(17.850 t). (Pérez y Marquez, 2001).
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Figura 1. Produccion de los principales paises productores de esparrago excluyendo a
China.

Fuente: Mauricio de la Cuba Restani (2011)

En el Perd, el departamento de La Libertad es el principal productor de esparrago a nivel
nacional seguido de los departamentos de Ica y Lima. El esparrago (Asparagus officinalis
L.) es una planta herbacea perenne de clima templado, su siembra y cosecha es todo el afio.
Industrialmente el esparrago blanco es comercializado en fresco o conservas, dejando en el
altimo caso como residuo la cascara o peladilla que representa aproximadamente el 20%
del peso total del esparrago. Actualmente en la industria esparraguera, los principales
destinos de los residuos organicos son la alimentacion animal o el desecho en vertederos
debido a que no se cuenta con una tecnologia para su aprovechamiento (Infoagro, 2004).
Sin embargo estos productos contienen sustancias 0 elementos fitoquimicos, entre ellos,
flavonoides y quercitina, con propiedades antioxidantes (Saura-Calixto y otros,

2001; Andrango, 2007).

33

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

SNV
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

A continuacion se muestra la Tabla 3 en el cual se observa el valor nutricional por cada 100
gramos de esparrago.

Tabla 3. Composicion bioquimica por 100gr de esparrago.

Principios inmediatos %
Agua 92,69
Celulosa 0,7
Hidratos de carbono 4,5
Grasas 0,2
Proteinas 1,7
Purinas 0,04
Fibra 0,9
Minerales
Potasio 220mg
Magnesio 16
Calcio 30
Sodio 3,5
Hierro 1,5
Fosforo 55
Cobre 0,19
Vitaminas
Vitamina A 1,600 U.I.
Vitamina C 299mg
Vitamina Bi 0,1
Vitamina 82 0,14
Vitamina PP.. 1

mcg = microgramos (millonésima parte de un gramo) Fuente:
Diccionario de los Alimentos Elaborado por: Vallejos Jeanneth
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Dada la importancia que tiene la recuperacién y aprovechamiento de cualquier resto vegetal
en beneficio de las propias tierras, la mejor forma de aprovechar los residuos vegetales de
todo tipo generados en el mismo sin recurrir a su quema, destruccidon o a su transporte a
vertedero o como forraje, consiste en recuperarlos y procesarlos para conseguir su
transformacion en compost organico o en abono orgénico liquido. En realidad se tratan de
dos procesos simples, facilmente ejecutable en casi cualquier sitio sin grandes esfuerzos, y
que nos permite obtener un claro beneficio en el coste del mantenimiento y en la
recuperacion de la materia organica.

Con los residuos vegetales se pueden obtener diferentes tipos de abonos organicos,
anaerobios como el biol y de este también se produce el biogas, como también por procesos
aerobios como lo son el comport o el humus.

2.2. Abonos organicos

Monroy, O. y Viniegra G. (1990), mencionan que los abonos organicos de origen animal
constituyen el enfoque tradicional de las practicas de fertilizacion organica, constituyendo
una de las mejores formas para elevar la actividad biolégica de los suelos, ademas sostiene
que los residuos organicos son atacados, transformados y descompuestos por la mesofauna
del suelo as6 como por microrganismos, quienes llevan a cabo la descomposicion de la
materia organica, produciendo anhidrido carbonico, agua, nitrégeno en forma amoniacal y
nitrica, etc, proceso denominado mineralizacion.

Los abonos organicos son la base fundamental de la agricultura organica, existe una gran
diversidad de este tipo de fertilizantes, pero los mas conocidos son los estiércoles y purines

de diferentes animales y el compost de residuos organicos, en principio, estos fertilizantes
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disponen de la mayoria de nutrimentos necesarios para el crecimiento de los cultivos, pero
en algunos casos presentan un desequilibrio en nitrégeno, fésforo y potasio en relacion a las
necesidades de los cultivos. Otro de los aspectos negativos de los fertilizantes organicos es
la pérdida de nutrimentos, sobre todo nitr6geno, que se puede producir durante su
almacenaje, manipulacion y aplicacion (Martin, 2003).

Los abonos organicos tienen diferente composicion, normalmente contienen
micronutrientes y macronutrientes entre los que resaltan fosforo y nitrégeno, carbono,

vitaminas, minerales, bioestimulantes o fitohormonas, proteinas, carbohidratos y

amino&cidos.
ABONOS ORGANICOS ABONOS ORGANICOS
AEROBIOS ANAEROBIOS
- Estiércoles de diferentes tipos. - Materiales vegetales y animales.
- Materiales alto % de humedad. - Materiales de bajo porcentaje de
- Descomposicion. humedad.
- No tiene proteina. - Fermentacion.

- Elaboracion en mas de 30 dias.

Conservacion de proteinas.

- Uso totalmente agricola. Elaboracion en menos de 30 dias.

- Sirve como alimento animal.

2.3. Bioestimulantes

Los reguladores de crecimiento vegetal o fitohormonas, son compuestos organicos de bajo
peso molecular que actian a muy bajas concentraciones en sitios distantes de donde son
producidos, interviniendo en muchos procesos fisioldgicos como el desarrollo de tejidos,

crecimiento del tallo y la caida de hojas, entre otros (Purves et al., 2002; Salisbury, 1994).
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Estos reguladores estan directamente involucrados en procesos metabdlicos o en el proceso
de desarrollo tal es el caso de la produccion de amilasa y la induccién de la floracion entre
otros, pero al actuar en bajas concentraciones modifican dichos procesos, donde sus efectos
varian segun su interaccion con otros reguladores de crecimiento vegetal, de esta forma
regulan o influyen en un rango de procesos celulares y fisioldgicos entre los que se cuentan
la division celular, diferenciacion celular, desarrollo de fruto, tropismos, dormancia de
semillas, germinacién de semillas, senescencia, abscision de las hojas, entre otras. (Prusty,
et al., 2004) Son usados ampliamente en la agricultura, horticultura y biotecnologia para

modificar y controlar el desarrollo y crecimiento de las plantas.

Dentro de los reguladores que promueven una respuesta fisioldgica, existen cuatro grupos
principales de compuestos que ocurren en forma natural, cada uno de los cuales exhibe
propiedades de regulacion del crecimiento en plantas, y se incluyen auxinas, giberilinas,
citoquininas y etileno, mientras que los que inhiben el crecimiento o lo retardan se
encuentran el &cido abcisico con una estructura particular y actuando a muy bajas

concentraciones dentro dela planta (Kende & Zeevaart, 1997; Tanimoto, 2005).

2.3.1. Acido Giberélico

Han sido publicadas diversas experiencias de aplicacién de acido giberélico (AG3) con el

fin de obtener una produccion precoz, reducir el nimero de nudos y alargar la longitud de
los mismos (Jaramillo, 1982).Son compuestos isoprenoides, especificamente diterpenos
ciclicos, gque se sintetizan a partir de unidades de acetato del acetil CoA en la ruta del acido

mevaldnico. Todas las AG se derivan del esqueleto entgiberelano; presentan 19 ¢ 20
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atomos de carbono agrupados en sistemas de 4 6 5 anillos y un grupo carboxilo unido al
C7, esencial para su actividad bioldgica. Pese al gran nimero de AG que ocurren
naturalmente las que presentan actividad biolégica son muy pocas; entre ellas AG1, AG3,
AG4, AG5, AG6 y AG7. De las numerosas AG, 128 fueron identificadas en diferentes
especies de plantas vasculares y también en siete bacterias y siete hongos (Srivastava, 2002;
Sponsel y Hedden, 2004).

Hooley (1994), citado por Fu et al. (2001), describe las AG como hormonas diterpenoides
tetraciclicas esenciales para el normal desarrollo de las plantas. Los niveles de AG en los
vegetales estdn regulados por mecanismos homeostéaticos que incluyen cambios en la
expresion de una familia de enzimas de inactivacion de AG, conocidas como AG-2-
oxidasas (Singh et al., 2002). Las AG cumplen un importante papel fisiolégico en el
desarrollo de las semillas, el desarrollo de la floracion, el crecimiento del tubo polinico y la
elongacion de brotes y tallos. Los cambios en la concentracion de la hormona y la
susceptibilidad del tejido vegetal influyen en estos procesos. Sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales las AG son traducidas a cambios morfolégicos y bioguimicos
dentro de las plantas son desconocidos (Ikeda et al., 2001).

De acuerdo con Sponsel (1996), las giberelinas son sintetizadas a partir del acido
mevalodnico en tejidos jovenes, aunque el sitio exacto ain no se conoce. Todos los tejidos
de crecimiento son potencialmente sitios de biosintesis. Existen evidencias en las cuales el
desarrollo de frutos y semillas ocurre en sitios de biosintesis por el alto contenido de
enzimas que pueden convertir el acido mevalonico (precursor) a AG de 19 carbonos.
Autores como O’Neill y Ross (2002) han demostrado que el &cido 3-indol acético (AlA)
promueve la biosintesis de la giberelina activa (AG1) en brotes de arveja (Pisum sativum)

en virtud de la supresion de un gen de esta pdanta llamado SLN transcribe niveles de AlIA 'y
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dicho gen esta involucrado en la activacion de AGL1 en los brotes extraidos de los cultivos
de tejidos.

Existen evidencias de que las giberelinas se translocan en las plantas a través del floema y
del xilema (Gomez, 1994). Entre los efectos de las giberelinas, se conoce ampliamente el
crecimiento de los tallos, el cual involucra una secuencia de procesos y respuestas, como
son la recepcion de sefales, la activacion de uno o més sefiales de transduccion para la
transcripcion de la respuesta primaria por parte de los genes y una respuesta secundaria que
se traduce como tal en la elongacion celular. Este efecto se evidencia en el incremento de la
longitud en las células y el nimero de las mismas, lo cual es directamente proporcional al
numero de aplicaciones de AG3 (Taiz y Zeiger, 1998).

Después de la induccién, las giberelinas promueven diversos aspectos del desarrollo floral,
como la identidad de los 6rganos del meristemo floral, el crecimiento de anteras, y el
desarrollo y pigmentacion de la corola. En las plantas en roseta, las condiciones de dia
largo o la aplicacion de giberelinas incrementa el tamafio de la region meristematica
subapical al aumentar la proporcion de células que entran en division celular; esta nueva
region meristematica produce la mayoria de células que contribuyen posteriormente a la

elongacion del tallo (Azcén-Bieto y Talon, 2000).

2.3.2.  Kinetina

Las citoquininas estimulan la formacion de brotes, promueven la division celular, ayudan a

la germinacion, inhiben el alargamiento del tallo, estimulan el crecimiento de los brotes
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laterales y retardan el envejecimiento de las hojas. Se encuentra en altas concentraciones en
los meristemos y los tejidos en crecimiento hasta donde es traslocado por el xilema desde
las raices, desde donde probablemente es sintetizado por la ruta bioquimica de la adenina
(Purves et al., 2002; Salisbury, 1994). (Prusty, et al., 2004). Comunmente las citoquininas
comprenden un grupo de N6-derivados sustitutos de adenina que inducen la division y
organogénesis en cultivos de células vegetales y que afectan otros procesos fisioldgicos y

de desarrollo (Amasino, 1955).

Hace cincuenta afios, los cientificos de la botanica y los departamentos de Bioquimica de la
Universidad de Wisconsin, anunciaron el aislamiento, la cristalizacion, caracterizacion y
sintesis de 6-furfurilaminopurina (Miller et al., 1955a, 1955b, 1956), una hormona vegetal
en una clase que hoy es referida como citoquininas (Skoog et al., 1965). Se propuso la
kinetina como nombre trivial para esta sustancia, y se describe su capacidad para promover
la division celular en tejidos de prueba de tabaco (Nicotiana tabacum). El descubrimiento
de la Kinetina marcé la culminacién de varios afios de investigacion en una variedad de
proyectos llevados a cabo por muchas personas en los dos departamentos. (Barciszewski et
al., 1996). Este derivado de purina puede ser facilmente escindido del ADN en condiciones
ligeramente acidas debido a la capacidad de su enlace glicosilico (Amasino, 1955), el cual

se ve en la Figura 2 de la estructura de la kinetina.
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Figura 2. Estructura de la Kinetina
Fuente: Mok, D.W.S. y Mok, M.C. (2001)

También hay una vision que los efectos de citoquininas no son exclusivamente el resultado
de la accion de estas, sino que son co-mediado por otros factores y hormonas, ya que las
interacciones sinérgicas, antagonicas y aditivos entre ellos se han observado.

Una contribucion importante en la identificacion de kinetina en productos naturales fue
proporcionada por el descubrimiento de sus propiedades electroquimicas (Raman y
Elumalai, 1996). Esto dio el primer enfoque para un anélisis cromatografico de kinetina en
ADN Yy extractos de células utilizando un sistema de HPLC con un detector electroquimico.
La evidencia crucial para la presencia de N6-furfuryladenine en productos naturales llegé a
partir del analisis de espectrometria de masas de los componentes del ADN.

Recientemente, nuevos ejemplos de la presencia de kinetina en los productos naturales han
sido reportados (Ratti, 1996; Zhen et al., 2008). La espectrometria de masas y analisis por
HPLC mostro kinetina en un extracto de nodulos de las raices de Casuarina equisetifolia,
producida por la inoculacion de Frankia. Actinomyces que componen el género Frankia se
distinguen por su capacidad para inducir fijadoras de nitrégeno en nddulos de las raices
ciertas plantas no leguminosas (Ratti, 1996). También las raices de palmarosa

(Cymbopogon martinii var. Motia) contienen 6-furfuryladenine, cuyo importe se
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incrementd significativamente después de la inoculacién de las especies de Glomus (Zhen
et al., 2008).

2.3.3. Acido indolacético

Charles Darwin, en su libro el Poder de Movimiento en las Plantas, pone de manifiesto la
actividad de una sustancia con capacidad para inducir el movimiento frente a una fuente de
luz en coleoptilos de Phalaris canariensis (alpiste), la cual posteriormente fue identificada
como auxina (Arteca, 1996). Desde ese entonces han sido ampliamente estudiadas y juegan
un papel central en la regulacion del crecimiento de las raices, promueven la elongacion del
tallo e inhiben el crecimiento de brotes laterales manteniendo la dominancia apical

(Salisbury, 1994;Prusty, et al., 2004).

Ahora se acepta que el AlA es la auxina principal y la mas abundante en las plantas. AIA
juega un papel importante en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Moore, 1989; Luthen et al., 1999; Davies, 1995). En los ultimos afios ha habido un
progreso significativo en la comprension de la via de sefializacion de transduccion inducida
por la via del AIA (Napier and Venis, 1995; Venis andNapier, 1991; Shahab and Ahmed,

2008).

OH

Figura 3. Estructura del AIA
Fuente: Mok, D.W.S. y Mok, M.C. (2001)
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El é&cido indolacetico es una molécula que es sintetizada por plantas y pocos
microrganismos; y su estructura se puede observar en la Figura 3. En las plantas, el AIA
juega un papel clave tanto en la raiz como en el desarrollo de los brotes. La hormona se
mueve de una parte a otra de la planta mediante un importador designado (AUX1) y

bombas d expulsion (PIN1-7;Zhao, 2010).

En las células las auxinas naturales como el AIA se encuentran en las celulas en
concentraciones de 10-6 y 10-8, y su distribuciéon dentro de los tejidos estd sujeta a los
principios del transporte activo y polar. Si la concentracion del compuesto en el tejido
aumenta, el efecto que tienen sobre la planta serd la inhibicion de la elongacion de la raiz,
la razon es un estimulo en la produccion de etileno, mientras que a bajas concentraciones

estimular la elongacion de los brotes y las raices (Salisbury, 1994). (Prusty, et al., 2004).

El AIA es producido predominantemente en las células del apice (yema) y hojas muy
jovenes de la planta. Las plantas pueden sintetizar AIA por varias rutas biosintéticas
independientes. Cuatro de ellos comienzan a partir del triptofano como se observa en la
Figura 4, pero también hay ruta biosintética independiente de triptéfano. (Mashiguchi,

2011) Las plantas producen principalmente AIA de triptofano a través de indol-3-acido
piravico. (Wong, 2011; Sugawara, 2009); el AIA también se produce a partir de triptofano
a través de indol-3 -acetaldoxima en Arabidopsis (Taiz y Zieger, 1988), de triptamina

(TAM) y del indol-3-acetamida (IAM;Gonzales et al., 2007).
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Figura 4. Biosintesis del Acido indolacético (indol-3acetato; auxina) a partir de
triptéfano en plantas y en bacterias.

Fuente: Figura modificada deTaiz, L. and Zieger, E., (1998), “Plant Physiology”. 2nd
ed., Sinauer Associates, Inc., Publishers

2.3.4. Técnicas de determinacidn de bioestimulantes.

Desde que las fitohormonas estan tipicamente presentes y activas en concentraciones
menores en los tejidos de las plantas, su determinacion es extremadamente dificil. Ademas
de las bajas concentraciones, las fitohormonas existen en varias formas con diferentes
grupos laterales y existen con otros compuestos organicos enddgenos que pueden interferir
en el ensayo final. Por lo tanto es importante que se elija un ensayo, el cual pueda detectar
tal cantidad minima. Tradicionalmente enzima-o radioinmunoensayo (ELISA,RIA), se
utilizaron en el campo del andlisis de fitohormonas. Las técnicas de inmunoensayo, las
cuales son excelentes en la especificidad debido a la Gnica union ligando-anticuerpo, se
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pueden utilizar como una alternativa sensible y relativamente barata para la estimacion de
los niveles de fitohormonas. Sin embargo, cuando se aplica a los extractos de baja pureza,
la cuantificacién usando inmunoensayos puede inducir al error debido a la reactividad
cruzada de los anticuerpos o su inhibicién por sustancias interferentes. La cromatografia de
gases, asi como la cromatografia de gases-espectrometria de masas es una técnica bien
conocida para la determinacién de fitohormonas. Sin embargo también requiere de una
purificacion de las muestras, asi como la derivatizacion antes del analisis por cromatografia
de gases. También existe una dificultad para este andlisis, y es que las hormonas vegetales

por cromatografia de gases pueden ser térmicamente labiles. (Agilent Technologies, 2011).

2.34.1. HPLC

HPLC es una técnica de separacion que implica la inyeccion de un pequefio volumen de
muestra liquida en un tubo lleno de particulas pequefias (3-5 micrometros de diametro)
Illamada fase estacionaria; en este tubo los componentes individuales de la muestra se
desplazan hacia abajo por un liquido (fase movil) que es forzado a pasar por la columna por
la alta presion suministrada por una bomba. Los componentes estan separados uno de otro
por el relleno de la columna que involucra diferentes interacciones fisicas entre sus
moléculas y las particulas de embalaje. Los componentes separados se detectan en la salida
de la columna por un dispositivo de flujo que mide su cantidad. (Standardbase techniques,

2012).

La instrumentacion de HPLC incluye una bomba, un inyector, el detector y el sistema de

datos. El corazon del sistema es la columna donde se produce la separacion. Dado que la
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fase estacionaria se compone de particulas de tamafio de micrémetros porosos, una bomba
de alta presion se requiere para mover la fase movil en la columna. El proceso
cromatogréafico comienza mediante la inyeccion del soluto en la parte superior de la
columna. La separacion de los componentes se produce como analitos y la fase movil se
bombea a través de la columna. Eventualmente, cada componente eluye de la columna

como una banda estrecha (o pico) en la grabadora.

La deteccion de los componentes de elucion es importante, y esto puede ser ya sea selectiva
0 universal, dependiendo del detector utilizado. La respuesta del detector a cada
componente se muestra en una pantalla de ordenador o registrador de graficos y se conoce
como un cromatograma, como se puede ver en la Figura 5. Para recolectar, almacenar y
analizar los datos cromatograficos el ordenador, integradores y otros equipos de
procesamiento de datos se utilizan con frecuencia. (Instituto Para la Diversificacion y

Ahorro de la Energia, 2007).

Compound B

Picos cromatograficos

Compound C
Punto de inyeccion de la Compound A
muestra ala columna.

i T T T T T T T
L] 2 4 L] & 1 12 14 min

Tiempo despues de inyeccion.

Figura 5. Cromatograma resultante de la inyeccion de un extracto de una capsula de
vitamina E disuelta en solvente orgénico.
Fuente: Instituto Para la Diversificacion y Ahorro de la Energia, 2007
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La identificacion de los compuestos individuales en la muestra se determina a través del
parametro TR (tiempo de retencion) que es el tiempo en el que el compuesto especifico
eluyo en la columna después de la inyeccion. La identificacion del compuesto también
depende de su estructura quimica, peso molecular, el detector usado y otros parametros
moleculares. (Standardbase Tecniques, 2012). La medicion de la cantidad de un compuesto
se puede determinar de dos formas. La primera es determinando la altura del pico
cromatografico desde la linea base y la segunda es determinando el &rea del pico
cromatogréfico con una linea base. Para realizar una valoracion cuantitativa del compuesto,
se inyecta una muestra con una cantidad conocida del compuesto de interés, y se relaciona
la altura méxima o area del pico con la concentracion generando una relacion lineal de

estos dos parametros. (Standardbase Tecniques, 2012).

Los bioestimulantes o fitohormonas como estos 3 que nombramos, se encuentran en bioles,
abonos orgéanicos liquidos, que se obtienen de la degradacion anaerobia de residuos

organicos.

2.4. Degradacion de residuos organicos

La degradacion de residuos organicos puede darse de 2 formas principalmente dirigidas o de
manera natural. En el caso que sea dirigida se debe dar bajo condiciones controladas, es asi
como se logra acelerar la velocidad de descomposicion de los residuos orgénicos. En el
caso de ser procesos de degradacidn naturales no tienen una dindmica continua, se trata de

procesos que no se detienen, esta sujeta a las condiciones ambientales.
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Los residuos organicos en general estan compuestos normalmente de grasas, aceites,
resinas, terpenos, carbohidratos (azucares, almidon, hemicelulosa, celulosa y poliuronidos),
acidos organicos, aldehidos, cetonas, alcoholes, lignina, proteinas, aminoacidos, aminas,
enzimas, hormonas, vitaminas, pigamentos, fosfatos, sulfatos, carbonatos, clorados,
nitratos, sales de potacién-sodio-calcio-magnesio y micro elementos.

La degradacion de residuos puede ser aerobia o anaerobia. De entre las degradaciones
aerobias mas comunes esta el compostaje, vermicompostaje, humus, etc. Por otro lado la

biodegradacion anaerobia es la que se da en biodigestor.

Los estudios bioquimicos y microbioldgicos realizados hasta ahora, dividen el proceso de
descomposicion anaerobia de la materia organica en cuatro fases:
- Hidrolisis

La hidrolisis de la materia organica polimérica a compuestos solubles 0 monémeros es
el paso inicial para la degradacion anaerobia de sustratos organicos complejos, ya que
los microorganismos Unicamente pueden utilizar materia organica soluble que pueda
atravesar su pared celular. Por tanto, es el proceso de hidrolisis el que proporciona
sustratos organicos para la digestion anaerobia. Esta etapa es llevada a cabo por la
accion de enzimas extracelulares producidas por los microorganismos hidroliticos. La
etapa hidrolitica puede ser el proceso limitante de la velocidad global del proceso
sobre todo cuando se tratan residuos con alto contenido en solidos (Pavlosthatis y
Giraldo Gomez, 1991). La hidrolisis depende de la temperatura del proceso, del
tiempo de retencion hidraulico, de la composicion del sustrato (% de lignina,

carbohidratos, proteinas y grasas), del tamafio de particulas, del pH, de la
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concentracion deNH4, y de la concentracion de los productos de la hidrolisis (Speece,

1983).

- Etapa fermentativa o acido génica

Durante esta etapa tiene lugar la fermentacion de las moléculas organicas solubles en
compuestos que puedan ser utilizados directamente por las bacterias metnogenicas
(acetido, formico, H2) y compuestos organicos mas reducidos (propionico, butirico,
valerico, lactico y etanol principalmente) que tienen que ser oxidados por bacterias
acetogenicas en la siguiente etapa del proceso.
- Etapa acetogenica

Mientras que algunos productos de la fermentacién pueden ser metabolizados
directamente por los organismos metanogenicos (H2 y acético), otro (etanol, acidos
grasos volatiles como valeriato, butirato, propionato, etc y algunso compuestos
aromaticos) deben ser transformados en productos mas sencillos, acetato y H2, a
través de las bacterias acetogenicas. Representantes de los microorganismos
acetogenicos son Syntrophomonas wolfei y syntrophobacter wolini.

- Etapa metanogenica

Los microorganismos metanogenicos completan el proceso de digestion anaerobia
mediante la fermentacién de metano a partir de sustratos monocarbonados o con dos
atomos de carbono unidos por un enlace covalente: acetato, H2/CO2, formato,
metanol y algunas metilaminas. Los organismos metanogenicos se clasifican dentro
del dominio Archaea y tienen caracteristicas comunes que los diferencian del resto de

procariotas.
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Figura 6. Esquema de reacciones de la digestion anaerobia de materiales poliméricos
(Pavlosthatis y Giraldo-Gomez, 1991). Los numeros indican la poblacion bacteriana
responsable de cada proceso: 1,bacterias fermentativas;2, bacterias acetogenicas que
producen hidrogeno; 3, bacterias homoacetogenicas; 4,bacterias metanogenicas

hidrogenotroficas; 5, bacterias metanogenicas acetoclasticas.

2.5. Biodigestores

Un biodigestor es una planta mediante la cual, a partir de la materia organica
(principalmente estiércol), se obtiene biogds y bioabono. EI biodigestor tiene ccomo
fundamento, la fermentacion de la materia organica por la accién de bacterias en un medio

carente de oxigeno (anaerobio).
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Los biodigestores pueden ser alimentados con cualquier tipo de materia organica, pero se
recomiendan los estiércoles de los diferentes animales de granja e inclusive las heces
fecales de los humanos por su eficiencia. En general se considera que el porcentaje de
materia seca de las excretas solidas esta alrededor del 20% Yy debe ingresar al biodigestor en

una mezcla de 5 partes de agua por una de estiércol. (Santana, 1985).

El principio basico de funcionamiento del biodigestor es el mismo que tienen todos los
animales, descomponer los alimentos en compuestos mas simples para su absorcion

mediante bacterias alojadas en el intestino con condiciones controladas de humedad,

temperatura, y niveles de acidez (Claire, 1992).

La biodigestion es la fermentacion realizada por las bacterias anaerdbicas sobre la materia

organica componente de un 80%, de las excretas, y posee las ventajas de:

- Proporcionar combustible (biogas) para suplir las principales necesidades energéticas

rurales.

- Reducir la contaminacion ambiental al convertir las excretas, que hacen proliferar

microrganismos patdgenos, larvas e insectos, en residuos Utiles.

- Producir abono organico (bioabono), con un contenido mineral similar al de las excretas
frescas e igualmente atil para los suelos, los cultivos y para el desarrollo del fitoplancton y

del zooplancton utilizado para algunas especies acuaticas en su alimentacion.

- Mediante la digestion por bacterias anaerdbicas se destruyen microrganismos, huevos
de parasitos y semillas de malezas contenidos en las excretas frescas quedando el

fertilizante residual libre de tales gérmenes y plantas indeseables.(Ponton, 2010).
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Las condiciones para la biodigestion son:

Temperatura entre 20°C y 60°C.

- pH (nivel de acidez/ alcalinidad) alrededor de 7.
- Ausencia de oxigeno.

- Gran nivel de humedad.

- Materia organica.

- Que la materia prima se encuentran en trozos mas pequefios posibles.

- Equilibro de carbono/ nitrégeno.(Fundacion Habitat, 2005).

Los biodigestores para produccién de biol son una adaptacion de menor tamafio de un
digestor tipo Batch o discontinuo, que requieren una menor carga de materia organica y
producen una cantidad minima de metano, insuficiente como fuente de energia, pero
efectivo para la produccion de un abono organico de facil obtencion; para ello se utilizan
contenedores como cilindros, baldes o mangas de plastico, siempre y cuando se mantengan
las condiciones anaerébicas de descomposicion. Estos biodigestores se cargan una sola vez
y s6lo son abiertos para extraer el abono elaborado, el cual se filtra, se airea (oxigenacion)
por algunos dias y luego puede ser almacenado. Los materiales utilizados en la carga de un
biodigestor, independientemente de la produccién de biogas o biol, presentan una relacion
C/N de 25 a 30, relacion agua/materia seca igual a 10, temperatura éptima entre 25-35° C y
pH alrededor de 7.0 (Suquilanda, 1995). Para el cargado inicial es importante la utilizacion
de un indculo, siendo los de mayor uso el liquido ruminal (protozoos y levaduras) o el lodo
fermentado (Escalante y Kohashi-Shibata, 1993). (Grupo Aqua Limpia, 2012).

Es importante controlar y medir ciertos parametros en los biodigestores para poder
determinar la eficiencia en la operacion y poder realizar rectificaciones al proceso. Si no se
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tiene una medicion y control de los parametros es imposible determinar si un biodigestor
estd operando correctamente. Los parametros operativos mas importantes que se deben

medir y registrar en un biodigestor-biogas son los siguientes:

- Cantidades de biomasa con que se alimenta al biodigestor.
- Volumen de la produccion de biogas en (m3/h).

- Concentracion de CH4 (%).

- Concentracién de O2 (%).

- Concentracion de H2S (ppm, mg/l).
- Temperatura, pH, humedad.

- Presion en el biodigestor y tuberias. (Celis y Gallardo, 2008).

2.6. Biol

Los abonos organicos liquidos, también conocidos como biol, biofertilizante o
biopreparado son obtenidos a partir de la descomposicién anaerébica de materia organica y
su uso se ha vuelto muy popular en todo Latinoamérica, especialmente entre los pequefios
productores (Restrepo, 1998). Diferentes microrganismos transforman la materia organica
en sustancias humicas, vitaminas, hormonas y compuestos organicos complejos que afectan
el metabolismo y la nutricion de los cultivos. El biol se obtiene como un residuo de la
produccion del biogas en un biodigestor y consiste en una solucién acuosa diluida, que se
usa como abono foliar (Guerrero, 1993). Su fabricacion se puede realizar de diversas
formas de acuerdo al tipo de biodigestor que se utilice, pero siempre garantizando las

condiciones anaerodbicas.
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Para la obtencién del biol el informe de USAID2, se recomienda usar cualquier desecho
organico vegetal o animal para la elaboracion del Biol, y también que estén cortados en
particulas para que haya mayor &area expuesta a la accién de las bacterias. (Botero y
Preston, 1987). Su cosecha dependera del clima y de la cantidad, y el mejor indicador para
determinar cudndo estd listo, serd cuando notemos que ha parado de salir gas por la
manguera de salida de gases del biodigestor, esto se observa cuando el olor ya no es tan
notorio. El producto final es un liquido de color marrén verdoso oscuro. (Bejarano y

Méndez, 2004).

En la Tabla 4 se puede apreciar la composicién bioquimica de un biol obtenido a partir de
estiércol de ganado lechero estabulado que recibe en promedio una racion diaria de 60% de
alfalfa (Medicago sativa), 30% de maiz ensilado (Zea mays) y 10% de alimentos

concentrados:
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Tabla 4. Composicién bioquimica del Biol.

Componente Unidad
Solidos totales 5.6%
Materia organica 38%
Fibra 20%
Nitrogeno 1.6%
Fosforo 0.2%
Potasio 1.5%
Calcio 0.2%
Azufre 0.2%
Acido indo acético ~ 12ng/g
Giberilinas 9.7ng/g
Purinas 9.3ng/g
Tiamina (B1) 187.5ng/g
Riboflavina (B2) 83.3ng/g
Piridoxina (B6) 33.1ng/g
Acido nicotinico 10.8ng/g
Acido félico 14.2ng/g
Cisteina 9.2ng/g
Triptéfano 56.6ng/g

*ng/g: nanogramo/gramo Fuente: Suquilanda, 1995
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2.6.1. Usos del biol

El biol es cada vez mas utilizado en labores agricolas como tratamiento a la semilla antes
de la siembra, al suelo y al follaje aunque en formulaciones y concentraciones variables.
Por eso una de las mayores dificultades encontradas en su utilizacion, es la concentracion y
forma de aplicacion (foliar o al suelo), la que difiere mucho de acuerdo al cultivo, los
materiales utilizados en la elaboracion del biol y el tiempo de fermentacion entre otros
(Barrios, 2001). El biol es considerado también como una fuente organica de
fitorreguladores que en pequefias cantidades estimulan el desarrollo de las plantas como el
enraizamiento, incremento de biomasa radicular y foliar, mejorando la floracion y
activando el vigor y poder germinativo de las semillas, traduciéndose todo esto en un
aumento significativo de las cosechas (Gomero y Velasquez, 1999).

El Biol puede ser utilizado en una gran variedad de plantas, sean de ciclo corto, anuales,
bianuales o perennes, gramineas, forrajeras, leguminosas, frutales, hortalizas, raices,
tubérculos y ornamentales, con aplicaciones dirigidas al follaje, al suelo, a la semilla o a la
raiz. Claure (1992), indica que por su contenido de nutrientes y su alta solubilidad en el
agua permite hacer aplicaciones intensivas de Biol, que puede ser bombeado por un sistema
de irrigacion por aspersores y directamente distribuido en surcos sobre pastos o al pie de las

plantas. (AEDES Arequipa, 2006).

2.6.2. Tipos de biol
La mayoria de los bioles dependen de los insumos con que se cuenta en la zona y el modo

que se utilizara este abono liquido, los diferentes tipos de biol son:
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- Biol biocida: Es muy utilizado para el control de plagas y enfermedades, repeliendo a
las plagas, nutriendo a la planta evitando de este modo las enfermedades y a la vez se
puede utilizar como biofertilizante.

Al usarla en semillas se dejan en remojo antes de la siembra, el tiempo de remojo y la
concentracion del biofertilizante es muy importante, por ejemplo en anis, alfalfa y otras
leguminosas, se usan 4L de biol puro en 13 L de agua para 40 kilos de semilla por 12 horas.
(Bejarano y Méndez, 2004).

- Biol para suelo y hojas: Nutre a la planta y a la vez repone al suelo los nutrientes
extraidos por las plantas, mejorando la fertilidad del suelo.

Las aplicaciones al suelo pueden realizarse en el agua de irrigacion, aplicando alrededor del
tallos de las plantas, en una dilucion de 10 al 30% (10% es 10 litros de biofertilizante
liquido méas 90 litros de agua), no deben excederse a concentraciones mayores de 50%.
(Bejarano y Méndez, 2004).

- Biol abono foliar: Es el més utilizado por los agricultores, ya que nutre directamente
a la planta via hojas, contando con el mayor numero de macronutrientes y micronutrientes
que la planta requiere para poder producir, acelera el crecimiento de las plantas y mejora e
incrementa los rendimientos.

Se recomienda un litro de biol puro diluido en 14 litros de agua para cargar una mochila de
15 litros y hasta un maximo de 2 litros por mochila de 15 litros. La aplicacion via foliar

puede repetirse varias veces (3 a 4) durante el desarrollo vegetativo del cultivo, la primera
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aplicacion cuando la plantita tiene entre 10 a 15 cm de altura, las aplicaciones siguientes
cada 10 a 15 dias después, dependiendo del cultivo. (Bejarano y Méndez, 2004).

Los bioles son producidos con materiales organicos como estiércol, residuos vegetales,
residuos caseros y todo tipo de material organico degradable, la materia organica es
degradada gracias a la biodigestién anaerobia producida por la fuente microbiana encargada
de digerir los materiales organicos convirtiéndolos en componentes nutritivos para las

plantas.

2.7. Fuente microbiana

Licor ruminal

Los rumiantes son mamiferos herbivoros que poseen un 6rgano especial en cuyo interior se
lleva a cabo la digestion de celulosa y otros polisacaridos mediante la actividad microbiana,

porque estos animales carecen de las enzimas necesarias para digerirlos.

El rumen tiene un tamafio relativamente grande, con una capacidad de 100 a 150 litros en
una vaca o 6 litros en una oveja, y se encuentra a una temperatura y acidez constantes
(39°C, pH 6,5). La naturaleza andxica del rumen es un factor significativo para su
funcionamiento (Schlegel et al., 1993). El forraje llega al rumen o panza, mezclado con la
saliva que contiene bicarbonato y alli es sometido a un movimiento rotatorio durante el cual
ocurren las fermentaciones. Esta accion peristéltica facilita la adherencia microbiana al

material celuldsico suspendido (Madigan et al., 2003).

El alimento permanece en el rumen de nueve a doce horas. El fluido ruminal contiene gran

cantidad de células, entre ellas 1010 a 1011 bacterias/mL. Las bacterias y los hongos
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celuloliticos actuan produciendo el disacarido celobiosa y glucosa. Esta experimenta una
accion bacteriana en la que se forman principalmente los &cidos acético, propionico y
butirico, dioxido de carbono y metano. Los &cidos grasos atraviesan la pared del rumen y
pasan a la sangre. Desde alli van a los tejidos donde son utilizados como la principal fuente
de energia. Ademas los microrganismos del rumen sintetizan aminoacidos y vitaminas

esenciales para el animal.

La masa de forraje pasa gradualmente a la redecilla donde se forman unas porciones
Ilamadas rumias que regresan a la boca y son masticadas otra vez. Cuando esta masa solida
queda bien fragmentada es engullida de nuevo pero pasa directamente al libro y termina en
el cuajar, donde las condiciones son acidas y alli se inicia un proceso digestivo que
continua en el intestino. Muchas de las células microbianas formadas en el rumen son
digeridas y constituyen la principal fuente de proteinas y vitaminas del animal, dado que la

pastura es un alimento deficiente en proteinas (Madigan, 2003).

Las reacciones quimicas que ocurren en el rumen requieren la actividad combinada de una
variedad de microrganismos entre los que predominan las bacterias anaerobias estrictas,
dado que el potencial de reduccion es de -0,4V. La concentracion de O2 a ese potencial es

10-22 M.

Fibrobacter y Ruminococcus son las bacterias celuloliticas mas abundantes del rumen,
pero también degradan xilano. Fibrobacter posee una celulasa periplasmica (entre la
membrana citoplasmatica y la membrana externa) por lo que debe permanecer adherido a la

fibrilla de celulosa mientras la digiere, en cambio Ruminococcus produce una celulasa que
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es secretada. Los Ruminobacter y Succinomonas amiloliticos se encuentran en minoria, asi
como Lachnospira que digiere pectinas. Los productos de fermentacion de estas y otras
bacterias son utilizados por otros microorganismos. El succinato se convierte en propionato

y CO2, vy el lactato es fermentado a acetato y otros &cidos por Megasphera y Selenomonas

(Madigan, 2003).

El H2 producido en el rumen durante los procesos fermentativos nunca se acumula, ya que
es utilizado rapidamente por los metandgenos (Methanobrevibacter, Methanomicrobium)
para reducir CO2 a CH4. Otra fuente de H2 y CO2 es el formiato. La composicion media
de los gases acumulados en el rumen es aproximadamente 65% CO2 y 35% CH4, y se

expulsan al exterior por los eructos del animal.

El acetato no llega ha convertirse en metano dentro del rumen debido a que el tiempo de
retencion es demasiado corto para que puedan desarrollarse los organismos acetotroficos y
ademas las bacterias sintréficas degradadoras de acidos grasos no abundan. Los &cidos

atraviesan la pared del rumen hacia la sangre del animal (Schlegel, 1993).

Las condiciones ambientales del rumen son constantes para cada tipo de alimentacion. El
cambio brusco de pasturas a cereales conduce a un desequilibrio en la composicion
microbiana que causa enfermedad o adn la muerte del animal, por el crecimiento explosivo
de Streptococcus bovis que hidroliza almidén produciendo abundante &cido lactico y
acidificando el rumen. Esta acidosis causa la eliminacién de la microbiota normal (Smith et

al., 1988).
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Figura 7. Estémagos de rumiantes. Fuente: Rumiantes Coleccion educar.

La literatura especializada cita una temperatura entre 39 — 40 °C para las condiciones
normales de fermentacion ruminal (Church, 1974), pero otros autores (Yokoyama y

Johnson, 1988) sefialan rangos mas amplios entre los 38 y 42 °C.

El pH ruminal descendié con el incremento de la temperatura, independientemente de la
dieta, indicando una concentracion incremental de &cidos grasos volatiles en el rumen
favorecidos por los incrementos de temperatura, lo cual corrobora las afirmaciones de
Church (1974). La digestibilidad total aumenta a altas temperaturas, porque el tiempo de
residencia de la particulas del rumen se prolonga al disminuir la motilidad ruminal debido
al estrés calorico (Tajima et al., 2007). Los animales mas grandes son mas sensibles a altas
temperaturas, y el efecto negativo de las altas temperaturas se magnifica con altas

humedades relativas (Tajima et al., 2007).

Son varios los factores que intervienen para cambiar el pH en el rumen. La naturaleza de la

dieta suministrada es factor determinante en las fluctuaciones del pH ruminal, aunque los
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rumiantes poseen un sistema altamente desarrollado para mantener el pH dentro de los

limites fisiologicos —5,5 a 7,0 (Krause y Oetzel, 2006). EI pH ruminal depende la presién

parcial del CO2, como puede observarse en la reaccion:

CO2 +H20 & H2CO3 < HCO3- + H+t

Variaciones en la cantidad de CO disuelto en el medio automaticamente variara la cantidad

de iones H+ (Marden et al., 2005), entonces, el pH del rumen estara definido por:

pH rumen =7,74 +log (HCO3-/pCO2)

El consumo de forrajes estimula elevadas secreciones de saliva, y los carbohidratos de los
forrajes son lentamente digeribles, mientras que el consumo de granos, con carbohidratos
rapidamente digeribles genera una importante concentracién de acidos organicos (Fischer et
al., 1994). El consumo excesivo de carbohidratos rapidamente fermentables resulta en un
aumento de la concentracion de acido lactico y en una repentina baja de pH (Krause y
Oetzel, 2006), pero la magnitud de la disminucién del pH debido a un aumento en la tasa de

fermentacion ruminal dependera de la capacidad buffer del rumen (Counotte et al., 1979).

La saliva secretada por el rumiante actia como lubricante del alimento consumido, con un
pH 8,2 en promedio, alto contenido de sodio, potasio, bicarbonato y fosfato, caracteristicas
que le permiten su accién bufer en el licor ruminal (Emery et al., 1960; Krause y Oetzel,

2006). Durante el ayuno prolongado se eleva el pH ruminal, se inhibe el crecimiento de la
bacterias que convierten el lactato en &cidos grasos de cadena corta (AGCC), y deja el

ecosistema ruminal mas susceptible a la acidosis severa (Krause y Oetzel, 2006); cuando el
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animal es realimentado, tiende a comer mas rapidamente y en mayor cantidad, originandose
un doble efecto para bajar el pH, mayor produccion de AGCC y ausencia de bacterias
capaces de convertir lactato en AGCC. Esto conlleva a establecer condiciones
fisiopatologicas: incremento del acido lactico, hiperosmolaridad, y acidemia sistémica
(Krause y Oetzel, 2006). La habilidad del rumen para absorber AGCC ayuda a mantener el

pH.

La fibra larga estimula la rumia y la secrecion salival, mientras que la fibra corta no puede

ser mantenida en el rumen largo tiempo, disminuyendo la disgestibilidad y el pH.

El nivel de consumo cuando los animales aumentan el consumo, mas material fermentable

esta entrando al rumen, hay una mayor produccion de &cidos orgéanicos y baja el pH.

En estas condiciones de alimentacion, disminuye la rumia y por consiguiente, la secrecion
de saliva disminuye, lo cual impide que lleguen al rumen los alcalis contenidos en ella,
obstruyendo su accion como neutralizantes de los AGCC. Cuando el pH cae a niveles por
debajo de 5,5 se reduce el nimero de especies de bacterias y los protozoarios no
sobreviven, hay un aumento de la osmolaridad del contenido ruminal, se inhibe el consumo,
convirtiendo las condiciones del rumen en menos estables y con menor capacidad para

mantener el pH en condiciones normales con cambios en la dieta (Krause y Oetzel, 2006).

El pH del rumen baja progresivamente inmediatamente después del suministro del alimento
y retorna a los niveles previos a la suplementacion en la 24 horas (Créter et al., 2007). En
los sistemas intensivos de produccion, donde la utilizacion de concentrados es alta, la tasa

de degradacion de la fibra del alimento es disminuida por efecto del pH sobre la actividad

63

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DESANTA MARIA

celulolitica de los microorganismos. En estas condiciones de alimentacién, disminuya la
rumia y por consiguiente, la secrecion de saliva disminuye, lo cual impide que lleguen al
rumen los &lcalis contenidos en ella, impidiendo su accion como neutralizantes de los
AGCC. Cuando el pH cae a niveles por debajo de 5,5 se reduce el nimero de especies de
bacterias y los protozoarios no sobreviven, hay un aumento de la osmolaridad del contenido
ruminal, se inhibe el consumo, convirtiendo las condiciones del rumen en menos estables y
con menor capacidad para mantener el pH en condiciones normales con cambios en la dieta

(Krause y Oetzel, 2006).

La humedad del alimento. Cuanto més himedo es el alimento menos secrecién de saliva es
necesaria, y menos sales alcalinas entran al rumen, entonces baja el pH. Afiadir aceites y
grasas también reduce el pH ruminal, ya que actian de manera toxica para los

microorganismos que fermentan la fibra, y cambia el patrén de fermentacion.

Sin embargo, las fluctuaciones del pH pueden ser alteradas a través del manejo de la

alimentacion.

La accion buffer es la capacidad de una solucion para resistir cambios en el pH (Giger-

Reverdin et al., 2002), y esta definida como el namero de moles por litro de H* necesarios
para causar un cambio en el pH. La del rumen esta definida principalmente por el valor de

pH, presion parcial de CO2 y la concentracion de sales de &cidos grasos de cadenas cortas

(AGCC) (Counotte et al., 1979). El sistema buffer del rumen es muy complejo,

descansando sobre una abundante produccion de saliva (una vaca puede producir hasta

150L/dia), la remocion de los AGCC a través de la absorcion en la pared ruminal, el
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consumo de carbono por parte de los microorganismos, las sales minerales que reaccionan
con los &cidos organicos vegetales produciendo CO2, la proteina del alimento y el nitrégeno
no proteico que al ser degradado generan NH3, neutralizan los acidos en el proceso. La
medida del buffer del contenido ruminal es atil al expresar la capacidad de éste para

mantenerse mas o menos estable a determinado rango de pH.

2.8. Perspectivas Futuras

Nuestra investigacion tiene como perspectiva poder comercializar nuestro producto en
diferentes empresas o fundos donde los pueda ayudar con los residuos que ellos tienen.
Existen dos interesados en este proyecto, la empresa Alsur de Arequipa, ya que esta
empresa trabaja procesando alcachofa y manejan el residuo de la alcachofa como forraje
animal y algunas veces para poder sembrar rapidamente en el mismo campo, ellos pagan a
gente para que retire la broza de campo y la bota, siendo asi que como los residuos de
alcachofa son mal aprovechados por ellos y hasta a veces demanda un gasto, ellos ven por
conveniente darles un mejor uso a estos residuos y nuestra propuesta les dard la
oportunidad de realizar un producto a partir de estos residuos. El otro interesado es el duefio
del fundo Santa Teresa de Arequipa, el cual produce bréocoli y no realiza ningin producto
con los residuos, de igual manera que la empresa Alsur lo usa como forraje animal o para
nutrir la tierra y es por eso que se encuentra interesado en colaborar con la investigacion y

también ya que pueden realizar su propio biol a partir de los residuos que tienen.
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Asi mismo a futuro seria interesante realizar investigaciones con licor ruminal de Ilama
para biodigestion de materiales duros o dificiles para la biodigestion, como lo serian
residuos animales como los residuos del pescado que tienen alto contenido de fosforo y que

podrian producir un biol méas nutritivo con mejores beneficios en el crecimiento de

diferentes plantas.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Lugar de Ejecucion

Laboratorio H101 y H103 de la Universidad Catélica de Santa Maria

3.1.2. Material Biol6gico

Licor ruminal de llama

Licor ruminal de vacuno
Residuos vegetales de alcachofa
Residuos vegetales de brécoli
Residuos vegetales de esparrago.

3.1.3. Material De Laboratorio

Material de vidrio: probeta de 2000 ml, 500ml; pipetas de 5 y 10 ml; varillas de vidrio;
vaso Baker 100ml; frascos de vidrio 650 ml, 250ml; viales; Fiolas de 10 ml; equipo para

desgasificar solventes.

Equipos: Balanza digital, Ph metro; centrifuga; espectrofotometro; jeringa de 100ul ,
equipo de HPLC.

Reactivos: Acido Giberélico, lejia, Acido Indolacético, Kinetina, Acido Acético,

Acetonitrilo, Metanol.

Otros: Galones de 4 litros, bandejas de plastico de 163 alveolos, tierra Promex, malla
agricola, tubos de poliestireno de 15 ml; columnas SPE C18, filtro anotop, columna
Chromolit RP18.

67

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://www.bayercropscience.cl/soluciones/fichaproducto.asp?id=50

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

3.2.  Métodos

3.2.1. Configuracion Experimental

La etapa de biodigestion se realizd en un &rea de 2m2, donde se dispusieron los 18
biodigestores (Figura 7). Como se puede apreciar en la Figura 9, los biodigestores se
colocaron en forma circular, separando 9 de licor ruminal de llama, y 9 de licor ruminal de
vacuno; asi se buscO contar con una temperatura homogénea (pues teniamos un foco
ubicado en medio de ellos). Estos biodigestores estuvieron bajo un soporte de madera
cubierto por un plastico, que permiti6 mantener la temperatura durante el tiempo de

biodigestion.

El anélisis fisiolégico se realiz6 en un area amplia de 10m2, donde se dispusieron las 15
bandejas como en la Imagen 2. Como se ve en la Figura 10, se separaron las bandejas por
repeticiones. Cada repeticién consta de 5 bandejas: brécoli, esparrago, alcachofa, tomate y
la bandeja control. Las bandejas fueron cubiertas por un soporte de madera que esta
revestido con una manta agricola. La manta nos ayuda a mantener la temperatura ra
durante todo el dia, sin importar la exposicion del sol en la mafiana y los vientos en las
noches.

El HPLC sera realizado en el laboratorio 203 de la Universidad Catoélica de Santa Maria.

Figura 8. Lugar experimental de la Biodigestion. (A) Disposicion de biodigestores,
(B) Lugar experimentalsgon soporte y reflectores.
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Figura 9. Lugar experimental para andlisis fisiologico de las tres repeticiones.

3.2.2. Material de Experimentacion

3.2.2.1 Recoleccion de residuos vegetales

Se utilizaron 3 residuos vegetales, el residuo vegetal de alcachofa, residuo vegetal de esparrago
y el residuo vegetal de brécoli, los que fueron obtenidos de diferentes campos de cultivo, segin
como se observa en la Figura 11.

En el caso del Esparrago se obtuvo del fundo Athos ubicado en el distrito de Guadalupe en la
provincia de ICA en el departamento de ICA.

En cuanto a la Alcachofa se obtuvo a traves de la empresa ALSUR de Arequipa, que a su vez
la obtuvo del fundo ubicado en El Pedregal en la provincia de Caylloma en el
departamento de Arequipa.

Finalmente el Brécoli se obtuvo del fundo Santa Teresa ubicado en la Quebrada de Tucos
sin/numero La Tomilla — Cayma en la provincia de Arequipa departamento de Arequipa.

Figura 10. Residuos vegetales. (A) Alcachofa, (B) Esparrago, (C) Brocoli.
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3.2.2.2. Obtencion del Licor Ruminal

Se utilizaron 2 tipos de licor ruminal de un par de rumiantes seleccionados. El primer animal
seleccionado fue el vacuno existente en el Camal —Don Goyol. El segundo rumiante fue una
Ilama que se encontraba en una chacra de un pueblo de la ciudad de Arequipa. Se recolect6
aproximadamente 1.5 L de licor ruminal en botellas de plastico de 2.5L (Figura 12). A
estas se les debe extraer todo el oxigeno que resta en la botella con el liquido ruminal
para que las microorganismos anaerobios puedan desarrollarse en un ambiente

anaerobico.

Figura 11. Licor ruminal de Llama y de Vaca.

3.2.3. Configuracion experimental de biodigestores

Se disefiaron biodigestores que cuentan con puntos de medicion para 2 parametros:
temperatura y pH.

Su disefio permite mantener la oscuridad interna para beneficiar la digestion anaerobia y los
hace totalmente herméticos para evitar el ingreso de aire (puesto que la reaccion interna

debia ser anaerobia como mencionamos anteriormente).

Es asi como los biodigestores se configuran sobre galoneras de plastico verde oscuro de 4

litros (1 galdn). Se utilizaron estas galoneras ya que son totalmente oscuras en su interior,

lo que beneficia a la degradacion anaeréb)'Ba, y también se buscd que sean de plastico
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grueso, que a pesar de mantenerse mojado durante tanto tiempo no crea 6xido o moho

como otros materiales (tales como el metal o el plastico delgado).

En cuanto a los medidores de parametros, se pens6 en una manera de medir la temperatura
sin tener que abrir las galoneras. Esto con la finalidad de evitar el ingreso de oxigeno. Para
esto creamos un dispositivo de medicion que fue introducido (a través de un orificio) por la

parte superior de las galoneras.

El dispositivo se configurd con varillas de vidrio de 8 mm de didmetro. Fue cortado en
fragmentos de 15 cm de largo y estos fueron sellados con calor por uno de sus extremos.
Esto permitio hacer con ellos tubos delgados, los mismos que fueron introducidos al centro
de corchos de goma. Se procedio de esta forma ya que al introducir el tubo y sellarlo en la
galonera habia mas riesgo de fugas de aire que con el corcho de goma (que presta una
mejor compactacion con la galonera). Estos tubos rodeados del corcho de goma fueron
introducidos en el orificio que se hizo en las galoneras. Posteriormente el orificio fue
sellado con un sellador especial resistente a presion, temperaturas altas y humedad. Esto
para evitar todo tipo de fugas. (ANEXO 2)

La medicion de la temperatura se realizé a traves de estos tubos. En ellos introducimos
glicerina y medimos con ella la temperatura interna, de esta forma no necesitamos abrir el

biodigestor para realizar las mediciones, evitando con esto el ingreso de aire.

Por otro lado, para realizar las mediciones de pH implementamos un candado de extraccion
de sangre. El candado fue totalmente sellado para evitar el ingreso de aire e introducido en
la parte lateral, aproximadamente a 10 cm de la base. Este permanecid cerrado y solo fue
abierto una vez instalado el inyectable y al momento de retirar las muestras para las
mediciones de pH. De este modo era imposible que ingrese aire a los biodigestores
(ANEXO 2.
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3.2.4. Obtencion del Biol

El sistema de experimentacion en la obtencion de Biol consistio en evaluar diferentes
maneras de obtener el fertilizante. Para esto probamos distintas concentraciones en lo
referente a la materia organica y a la parte liquida (con una concentracion del 10% de licor
ruminal). Las concentraciones para los residuos agricolas de alcachofa y brocoli fueron en
base a un volumen total de 2100 ml, y para los residuos de esparrago de 1200 ml. De tales
concentraciones se desglosaron 3 proporciones por cada tipo de desecho agricola: 1:1, 1:2 'y
2:1. Ademas, se tuvieron en total 9 tratamientos por cada tipo de licor ruminal, dando como
resultado 18 diferentes bioles (Tabla 5).

Una vez llenados los biodigestores, de acuerdo a la informacién de la tabla X, se sellaron
herméticamente los bidones para que se produzca la degradacién anaerébica sin fugas ni

entradas de oxigeno.

Tabla 5. Proporciones usadas en los biodigestores de los 18 tratamientos.

TRATAMIENTO CON LICOR RUMINAL DE LLAMA Proporciones
Residuos Vegetales

Alcachofa Esparrago Brocoli
1:1 BIOL 1 BIOL 4 BIOL 7
2:1 BIOL 2 BIOL 5 BIOL 8
1:2 BIOL 3 BIOL 6 BIOL 9
TRATAMIENTO CON LICOR RUMINAL DE VACUNO
Proporciones Residuos Vegetales
Alcachofa Esparrago Brocoli
1:1 BIOL 10 BIOL 13 BIOL 16
2:1 BIOL 11 BIOL 14 BIOL 17
1:2 BIOL 12 BIOL 15 BIOL 18
72
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Tabla 6. Proporciones usadas en los biodigestores de los 18 tratamientos.

LICOR RUMINAL DE LLAMA LICOR RUMINAL DE VACUNO
BIOL VEGRI)EE%\LES LIQ(ranII)DO BIOL VEGRI)EI'EI'?A'\LES LI?;JII)DO
(an) L. AGUA (an) L. AGUA
RUMINAL RUMINAL

BIOL 1050 105 945 BIOL 1050 105 945
1 10

BIOL 1400 70 630 BIOL 1400 70 630
2 11

BIOL 700 140 1260 BIOL 700 140 1260
3 12

BIOL 600 60 540 BIOL 600 60 540
4 13

BIOL 800 40 360 BIOL 800 40 360
S 14

BIOL 400 80 720 BIOL 400 80 720
6 15

BIOL 1050 105 945 BIOL 1050 105 945
7 16

BIOL 1400 70 630 BIOL 1400 70 630
8 17

BIOL 700 140 1260 BIOL 700 140 1260
9 18

A partir del primer dia de sellados los biodigestores, se monitored diariamente la
temperatura, y cada 3 dias, el pH. Esto con la finalidad de tener un registro del avance de
la degradacion y formacién de biol. También se determiné el tiempo de retencién mediante
algunos célculos. Entre ellos se recurri¢ a aquel que permite conocer el tiempo que demora

el proceso de digestion para obtener el biol.

Una vez culminado el tiempo de retencion, se procedié a colar cada uno de los
biodigestores. Se tomo en cuenta la cantidad de biol producido en cada biodigestor y se
almacend dicho biol en botellas de plastico que fueron colocadas en un refrigerador
(esto con la finalidad de mantener el biol hasta su uso en la germinacion de semillas y el

riego de las plantas, ver ANEXO 3.
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3.2.5. Evaluacion de Biol

3.25.1. Pre-tratamiento

Para el remojo de semillas y riego de plantas que se realizé a posteriori (en el analisis
fisioldgico), se emprendié un pre tratamiento de los bioles con la finalidad de obtener la

concentracion mas beneficiosa al 25%, 50% y 75%.

Este pre tratamiento se realizé de la siguiente manera:

Se tomaron 10 semillas de la planta seleccionada.

Se colocaron en remojo las semillas en los 18 diferentes bioles, en AG3 y agua (como
testigo positivo y negativo, de 12 a 24 horas).

- Transcurrido el tiempo, se colocaron las semillas sobre 4 o 5 servilletas que fueron
previamente humedecidas con agua a través de un aspersor.

- Luego se cerraron las servilletas de tal modo que las semillas quedaron atrapadas dentro
de las servilletas. Ademas, las semillas se presionaron para que queden perfectamente
planas.

- Se introdujeron las servilletas humedecidas y planas a una bolsa de polietileno.

- Cuando fue necesario se les colocé mas agua. Sin embargo, si presentaron un exceso de
agua se les presiond para que eliminen el exceso.

- Estas bolsas fueron vistas a contra luz todos los dias para analizar la velocidad de

germinacion (por un periodo corto de tiempo). Dicho analisis dependio del tipo de

semilla. (ANEXO 4)

3.2.5.2.  Andlisis Fisioldgico

Se sembraron 4 plantas. 3 de las que se obtuvieron residuos (alcachofa, esparrago y brdcoli)
y un testigo (tomate), que no tiene mucha variabilidad genética. Las cuatro plantas al ser
homogéneas genéticamente, solo presentaron las diferencias correspondientes a los
diferentes tratamientos. (ANEXO 5)

De cada planta se sembraron 8 semillas por7t4ratamiento, que fueron remojadas de la misma
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manera durante 12 a 24 horas con los 18 diferentes tratamientos (en frascos y/o bolsas
independientes a la concentracion determinada en el pre tratamiento). Pasado el tiempo
estas semillas fueron sembradas en las bandejas. Una fila por tratamiento. La repeticion 1
en orden y la repeticion 2 y 3 en desorden. Estas 8 semillas sembradas fueron tratadas a
posteriori de diferente manera. Se dividieron en 4 plantulas con riego de biol + agua, y en 4
plantulas con riego de agua. El riego se realizd cada 5 dias, siendo 8 plantelas por
tratamiento. Asi tenemos un total de 144 semillas sembradas por planta.

Asimismo, se sembraron 4 controles: AG3, Biol comercial 1, Biol comercial 2 y Agua. En
estos también se sembraron 8 semillas por control y fueron tratadas del mismo modo (4 con

riego de biol y 4 sin riego de biol), siendo un total de 32 semillas sembradas por planta.

Finalmente, siendo 144 semillas sembradas por planta para los 18 tratamientos, y 32
semillas sembradas por planta para los 4 controles, tenemos un total de 176 semillas
sembradas por planta. Por tanto, fueron sembradas un total de 704 semillas entre las 4
plantas, esto corresponde a una repeticion. Para nuestro ensayo realizamos 3 repeticiones

(que dan un total 2112 semillas sembradas).

Las 3 repeticiones fueron ubicadas en diferentes lugares y en un mismo espacio. Para
cerciorarnos que las diferencias no tengan que ver con el ambiente, las repeticiones fueron
cubiertas con un soporte tipo invernadero de madera y este a su vez cubierto con malla
agricola que mantiene constante la temperatura de dia y de noche (para que las plantulas
tampoco se vean afectadas por la temperatura). La misma malla las protegio6 del viento.

En cada repeticion se ubicaron 5 bandejas. Una bandeja por planta con sus 18 tratamientos.
Y una bandeja aparte con los controles de las 4 plantas. Todo ascendié a un total de 5

bandejas, las cuales fueron ubicadas en diferente orden en cada repeticion.
Se realizaron mediciones de:

- Emergencia

- Altura de plantula a la aparicion de hojas cotiledoneas

- Altura de plantula a la aparicion de hojas verdaderas

- Anélisis de Raiz: Masa radicular, largo de raiz, grosor de raiz

- Numero de nudos. -

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

En el caso de la emergencia, se realizé durante todos los dias hasta que la mayoria de las
plantas de una bandeja llegaron al 50%. En ese momento se detuvo el conteo de
germinacion, para pasar a altura de planta, a la aparicion de hojas cotiledoneas.

La altura de planta a la aparicion de hojas cotiledéneas se realiz6 una vez que llegaron la
mayoria al 50% y se realizaron las mediciones cada 5 dias, durante 20 dias, es asi como

contamos con 4 mediciones.

La altura de planta a la aparicién de hojas verdaderas, se inicio a la aparicion de las hojas

verdaderas y se realizo cada 5 dias durante 20 dias, teniendo un total de 4 mediciones.

En cuanto a los analisis de masa radicular, largo de raiz, grosor de raiz y nimero de nudos,
todos se realizaron pasado un dia desde la ultima medicion de altura de planta a la aparicion
de hojas verdaderas. Luego se conté el numero de nudos y se retiraron las plantas. Sus
raices fueron enjuagadas con cuidado para no quebrarlas ni dafarlas. Esto permitio realizar

los 3 andlisis correspondientes a la raiz.

3.25.3.  Efecto biol - planta

Se realiz6 un analisis efecto biol planta en el que se estudiaron los bioles e laborados con
los residuos agricolas de las especies de alcachofa, esparrago y brocoli. Esto en el desarrollo
de plantulas de su especie correspondiente, que sirvio para verificar si existe un efecto
positivo en la utilizacion de residuos agricolas de una especie (en la produccion de abonos
organicos destinados para el cultivo de plantas de la misma especie).

En el caso del residuo de alcachofa, se analizaron los 6 tratamientos producidos con este
tipo de residuo: los bioles 1, 2, 3, 10, 11 y 12 en el % de germinacion de plantulas de
alcachofa, esparrago, brocoli y tomate por separado para asi compararlos y mediante un

analisis estadistico verificar si existe una diferencia significativa.

Se realiz6 el anélisis del mismo modo para los residuos de esparrago y brocoli. En el caso
del residuo esparrago se analizaron los tratamientos 4, 5, 6,13,14 y 15 que corresponden a
los bioles de este residuo; y para el residuo de brocoli se analizaron los tratamientos 7, 8, 9,
16,17 y 18. 76
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3.2.6. Evaluacion de bioestimulantes mediante la técnica de HPLC Preparacion de
Curva de calibracion

Se prepard 10ml de soluciones Stock de kinetina y acido indolacetico a 50 ppm y el acido
giberelico a 100ppm. En base a estas soluciones stock se preparé 5 diluciones de acuerdo a la

Tabla 5 para realizar la curva de calibracion:

Tabla 7. Cuadro de soluciones stock de bioestimulantes

Concentracion (ppm) Volumen ml)
Kinetina  AlA AG3 Final (

0,2 0,2 2 10

0,4 0,4 4 10

0,8 0,8 6 10

1,6 1,6 8 10

3,2 3,2 10 10

Extraccion solido-fase

Ajustar el pH de los bioles seleccionados a pH 3 afiadiendo acido acético. Posteriormente se
centrifug6 durante 15 minutos a maxima velocidad y el sobrenadante resultante debera ser
desechado quedandonos con la torta. Después lavar secuencialmente la torta recogida
con 2ml de metanol - &cido acético (100:1, v/v), metanol-agua-acido acético (50:50:1,
v/vlv), metanol-agua-4cido acético (30:70:1, v/v/v); y centrifugando durante 5 minutos

después de cada lavado.

Los 3 sobrenadantes resultantes de cada lavado fueron transferidos a una columna SPE C18.
Estas columnas anteriormente deben ser acondicionadas con 1ml de metanol y 1 ml de
agua. Luego de la muestra debemos lavar la columna con agua ajustada a pH 3 con acido
acetico, y después las fitohormonas son eluidas con 5 ml de metanol-agua-acido acético

(80:20:1,v/v/v). El eluido se evapord con aire comprimido, y finalmente, el eluido
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evaporado sera disuelto en 1 ml de metanol. Antes del andlisis de HPLC, el eluido

reconstituido seré filtrado usando un filtro anotop. (ANEXO 7)
Condiciones de HPLC

Solventes

- Solventes A: Acido acético (0.6%)
- Solvente B: Acetonitrilo

Tabla 8. Tabla de la gradiente necesaria para HPLC.

Tiempo (min) Solvente A Solvente B

0 5% 95%
5 25% 75%
8 25% 75%

Flujo: 2ml/min

Deteccion: 254 nm

Volumen de inyeccion: 20ul

Determinacion y cuantificacion de Fitohormonas

Se corrio los 6 bioles seleccionados por HPLC y con ayuda de la curva de calibracion

realizada anteriormente se determinara la presencia de las 3 fitohormonas y sus

concentraciones respectivas. (ANEXO 6)

3.2.7. Tratamiento Estadistico

Andlisis

Se realizd la estadistica descriptiva como media, desviacion estandar, valores maximos y
minimo para las variables de estudio, asimismo para la comparacion de las medias de cada
uno de los bioles y fitohormonas se realizd el andlisis de varianza de un factor de

variabilidad para la comparacion inferencial y contraste de hipétesis, la prueba se realizd
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con un nivel de confianza del 5%.Para la demostracion grafica se disefio diagramas de

barras.

Procesamiento

El procesamiento de la informacién se realizd mediante el software estadistico
Stargraphic XVI1.I'y SPSS 20.

En el Software Statgraphic XVLI se realizé el analisis de Duncan; el cual se us6 para los
resultados de pre-tratamiento, el efecto de biol-planta, el porcentaje de germinacion, la altura

de hojas cotiledoneas, altura de hojas verdaderas y numero de nudos.

El software SPSS 20 se us6 para analizar los resultados de largo de raiz y masa radicular; en

el cual se hizo la prueba del chi cuadrado.
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APITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Recoleccion de Residuos Vegetales

Los residuos vegetales de las 3 plantas escogidas fueron obtenidos de diferentes campos de
cultivo. En el caso del esparrago, se obtuvo del fundo —Athosl, ubicado en el distrito de Guadalupe
(provincia y departamento de ICA). En cuando a la alcachofa, se obtuvo a través de la empresa
-ALSURI de Arequipa, que la obtuvieron del fundo ubicado en El Pedregal (provincia de
Caylloma y departamento de Arequipa). El brocoli se obtuvo del fundo -Santa Teresal,
ubicado en la Quebrada de tucos sin/numero La Tomilla — Cayma (provincia y departamento de
Arequipa).

Los 3 residuos fueron tratados de la misma forma. Ademas, fueron almacenados mientras
se obtenia el licor ruminal. Una vez obtenido el licor ruminal se procedidé a cortarlos en
pequefios pedazos de aproximadamente 1 a 2 cm, tanto hojas como tallos. Fue necesaria la
utilizacion de un hacha para los tallos gruesos dificiles de fraccionar. Con respecto a las
otras partes de la planta, se utilizo un cuchillo o una tijera para fraccionarlos. Este
fraccionamiento no fue Unicamente para facilitar el ingreso a los biodigestores, sino que se
recomienda que los residuos estén en trozos pequefios para que haya una mayor area

expuesta a la accion de los microrganismos.

Luego de fraccionados los 3 tipos de residuo vegetal, fueron pesados para proceder a su
introduccion en los biodigestores. El peso dependio de las proporciones utilizadas en los
diferentes biodigestores (Tabla 8).
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4.2. Obtencion de Licor Ruminal de Llama y Vacuno

En esta fase se logré obtener el licor ruminal de Ilama y vacuno con satisfaccion. El liquido del
rumen de llama fue extraido de una llama viva teniendo en cuenta la metodologia de extraccion in
vivo. Este fue almacenado en una botella de plastico de 2.5 L que se le extrajo el aire excedente para
mantener las condiciones anaerobias. El licor ruminal de vacuno fue obtenido del estomago del
vacuno siguiendo la metodologia de extraccion post mortem (en

el Camal Frigorifico —Don Goyol, ubicado en Via de Evitamiento sih Urb. Sta. Anita Cerro

Colorado, Arequipa). El liquido ruminal de llama también fue almacenado en una botella de

pléstico.

Tabla 9. Cantidades de residuos y liquido en los biodigestores de los 18 tratamientos.

LICOR RUMINAL DE LLAMA LICOR RUMINAL DE VACUNO
o LTQUIDO (mi) . CTQUIDO (M)

BIOL —scUa| BIOL  VEGETALES— =0z

___VE RUMINAL (kg) RUMINAL

BIOLT 1050 105 945 [ BIOL 10 1050 105 945
BIOL2 1400 70 630 |BIOL 11 1400 70 630
BIOL3 700 140 1260 | BIOL 12 700 140 1260
BIOL4 600 60 540 | BIOL 13 600 60 540
BIOL5 800 40 360 | BIOL 14 800 40 360
BIOL6 400 80 720 | BIOL 15 400 80 720
BIOL7 1050 105 945 | BIOL 16 1050 105 945
BIOL8 1400 70 630 |BIOL 17 1400 70 630
RINI O 700 140 1260 RINI 19 700 140 12680

4.3. Configuracion Experimental de Biodigestores

Los biodigestores fueron disefiados con un punto de muestreo, un dispositivo de medicion de la

temperatura y una salida de gas metano.

El punto de muestreo fue elaborado con los candados de extraccion de sangre y lo

insertamos en los galones que usamos como reactores. Estos fueron sellados
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herméticamente evitando cualquier tipo de fugas. El dispositivo de muestreo estuvo en

funcionamiento durante los 60 dias de digestion.

El dispositivo de medicion de temperatura fue elaborado con una varilla de 10mm de
didmetro y 15 cm de largo. Ademas, fue sellado de un extremo a través del calor. Los tubos
se introdujeron en un tapdn de caucho para generar mayor hermetismo. Después de ser
introducidos en los digestores, los tubos fueron sellados herméticamente al corcho, también
los galones, para evitar fugas y entrada de oxigeno. Estos tubos se llenaron con glicerina
para medir la temperatura al interior del digestor, ya que la glicerina tendria la misma

temperatura de contenido del digestor.

Los biodigestores cuentan con una salida especial para los gases producidos durante la
biodigestion. La salida fue fabricada artesanalmente con una manguera delgada introducida
en la tapa del biodigestor y sellada perfectamente para que no se produzcan fugas. La
manguera entra directamente a una botella que esta llena a la mitad con agua. Esto
provocara que los gases se diluyan en el agua y salgan al ambiente sin ocasionar una

contaminacion.

Durante los 60 dias de funcionamiento, los biodigestores no tuvieron mayor problema,

logrando una digestion anaerobia satisfactoria.
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Figura 12. Imagen del biodigestor con su punto de muestreo, de medicion de
temperatura y salida de gases.

4.4. Obtencién de Biol

Una vez recolectado el material vegetal y organico, y configurado el biodigestor, se
pusieron en marcha los biodigestores. Primero se agregaron los residuos vegetales a los
digestores, seguidamente el agua correspondiente y finalmente el licor ruminal. Las
cantidades de cada componente fueron de acuerdo a la Tabla 8. El licor ruminal fue
agregado al final para evitar el mayor tiempo de contacto con el oxigeno del ambiente y asi
mantener sus condiciones anaerobias. Finalmente se sellaron los digestores
herméticamente con la finalidad de tener un ambiente anaerébico en el que los

microrganismos anaerobios del licor ruminal puedan digerir el material organico.
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Figura 13. Bioles obtenidos y almacenados en botellas de plastico.

4.4.1. Control de parametros de biodigestion pH

Durante los 60 dias de fermentacion se tomaron mediciones de ph cada 3 dias con la ayuda
del pH metro del laboratorio H-101. Asimismo, todos los dias se tomaron mediciones de
temperatura con la ayuda de un termometro de mercurio de 180°C. Estos parametros fueron
evaluados para observar que el proceso de digestion anaerobia se esté realizando
correctamente. Por otro lado, se observaron cambios de color en los diferentes tratamientos
(Figura 13 y 14). El cambio de color a verde oscuro nos indica la finalizacion del proceso

de biodigestion.

Figura 14. Imagen de los nueve bioles de licor ruminal de llama al dia 6, dia 30 y dia
60 para observar cambio de color.
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Figura 15. Imagen de los nueve bioles con licor ruminal de vacuno al dia 6, dia 30 y
dia 60 para observar su cambio de color

En la Figura 15 se observa que en los primeros dias el pH se mantiene acido debido a que
los microrganismos recién se estan adecuando a su nuevo ambiente. Sin embargo, después
la mayoria de tratamientos aumentan el pH y se mantienen alrededor de 6 o 7, indicando
que se esta realizando con éxito la biodigestion. Segun McCarty (1964), citado por Soria et
al. (2001), el rango 6ptimo del pH para lograr una mayor eficiencia en la biodigestion es
entre 6.6 a 7.6. La biodigestion, cuando mantiene este rango de pH, es un indicador de que
esta operando correctamente. Ademas, el equilibrio &cido-base que tiene lugar en la
operacién de biodigestores anaerobios es muy importante por la presencia de los diversos
tipos de microorganismos que estan en el medio y que requieren ser neutralizados para

restituir el pH hacia la neutralidad (Mejia, 1996).
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Figura 16. Curva de pH de los bioles con licor ruminal de llama y vacuno durante los
60 dias de biodigestion.
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Por todo lo expuesto se puede concluir que en este experimento el pH se mantuvo

dentro de los rangos deseables (6-7.5) para un proceso de biodigestion adecuado.
Temperatura

La medicidn de este parametro es importante debido a que en las diferentes etapas de la
fermentacion anaerobia hay microorganismos sensibles a cambios bruscos de
temperatura. Ademas, los cambios de temperatura varian mucho la cantidad de dias
que necesita la biodigestion, por lo que en climas calidos el tiempo de produccion de
biol puede ser menor a el tiempo de produccion en climas frios, donde debe dejarse

mayor tiempo para que finalice la biodigestion anaerobia.
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Figura 17. Curva de Temperatura de los bioles con licor ruminal de llama y vacuno.

En la Figura 16 se muestran los graficos de la medicién de temperatura para los 60 dias de
biodigestion. Asimismo, se ve el aumento de temperatura en los 2 primeros dias para los 18
bioles. Esto debido a que los microorganismos necesitan un tiempo para adaptarse a su
nuevo ambiente. Se puede ver un aumento de temperatura en el dia 22 debido a que
colocamos algunos focos de mayor voltaje para generar un ambiente mas calido y favorecer
la biodigestion. Un ambiente calido reduce el numero de dias de la digestion. La
temperatura 6ptima de fermentacion se encuentra entre 25°C y 35°C (Suquilanda, 1995), y
en nuestro caso observamos que la temperatura se encuentra mayormente dentro de este

rango. De esta forma se favorece el aumento de la poblacion de los microorganismos
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digestivos y su crecimiento, ademas de aumentar la eficiencia de los microrganismo en la

degradacion de los residuos agricolas

Tablal0. Rendimiento de los 18 tratamientos.

Liquido Liquido Liquido  Materia Solida Rendimiento
ingresado(ml extraido(ml) Producido(ml) Ingresada (%)
(Residuo
Vegetal)

BIOL 1 1050 1450 400 1050 38.0952
BIOL 2 700 1270 570 1400 40.7143
BIOL 3 1400 1630 230 700 32.8571
BIOL 4 600 840 240 600 40.0000
BIOL 5 400 810 410 800 51.2500
BIOL 6 800 890 90 400 22.5000
BIOL 7 1050 2050 1000 1050 95.2381
BIOL 8 700 1900 1200 1400 85.7143
BIOL 9 1400 1970 570 700 81.4286
BIOL 1050 1370 320 1050 30.4762
BIOL 700 1070 370 1400 26.4286
BIOL 1400 1620 220 700 31.4286
BIOL 600 810 210 600 35.0000
BIOL 400 690 290 800 36.2500
BIOL 800 1040 240 400 60.0000
BIOL 1050 2000 950 1050 90.4762
BIOL 700 1450 750 1400 53.5714
BIOL 1400 2010 610 700 87.1429

Una vez cumplido el tiempo de la biodigestion (60 dias) se obtuvo los bioles, los
cuales se procedieron a colar de manera individual para luego medir su volumen
final y asi evaluar su rendimiento. El rendimiento de cada tratamiento se ve en la
Tabla 9.
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Figura 18. Rendimiento expresado en porcentaje de los 18 tratamientos.

En la Figura 17 podemos observar el rendimiento de los 18 biodigestores, donde se
aprecia que el tratamiento 7 tiene un mayor rendimiento en comparacién con los
otros 17. Asimismo, notamos que junto al tratamiento 7 el tratamiento 16 tiene un
buen rendimiento, ambos son producidos con la misma proporcion y con el mismo
residuo vegetal. La proporcion 1:1 y el residuo vegetal del brocoli nos generan una
buena productividad en comparacion a las demas proporciones y residuos agricolas .

También podemos observar que no hay una gran diferencia entre los tratamientos
producidos con licor ruminal de llama y los tratamientos producidos con licor
ruminal de vacuno. De acuerdo a la grafica los porcentajes de rendimiento varian

mucho en cada tratamiento.

4.5.  Evaluacion de Biol
45.1. Pre-tratamiento
Esta etapa se realizo para poder encontrar el porcentaje de dilucion adecuado para usarlo en

el remojo de las semillas de las 4 plantulas a sembrar.
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Figura 19. Diferencias entre las tres concentraciones en el pre-tratamiento en semillas
de braocoli.

Las bolsas de polietileno usadas para el pre-tratamiento contienen 10 semillas de tomate y
10 semillas de brocoli. Estas fueron previamente remojadas en bioles a 3 diferentes
concentracion: 25%, 50% y 75%. Las mediciones se realizaron durante 10 dias y
diariamente se abrieron las servilletas para contabilizar de mejor manera las semillas

germinadas, como se observa en la Figura 18.

Tabla 11. Diferencias estadisticas en la germinacion de semillas de tomate y braocoli
remojadas en los 18 bioles a las tres diferentes concentraciones.

Semillas de Tomate
Concentracion ~ Media  Significancia

25% 99,4444 a
50% 91,6667 a
75% 86,6667 b

Semillas de Brécoli
Concentracion ~ Media  Significancia

25% 63,8889 A
50% 45,0000 Ab
75% 33,3333 B

Prueba de Duncan, con nivel de significancia 5% ( letras iguales expresan
efectos similares y letras diferentes efectos diferentes).
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Figura 20. Germinacion de semillas de tomate remojadas en los 18 bioles a las tres
diferentes concentraciones.
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Figura 21. Germinacion de semillas de brocoli remojadas en los 18 bioles en tres
diferentes concentraciones.

Como podemos observar en la Tabla 10, la concentracion adecuada para ambas semillas es
la 1, que viene a ser la dilucion al 25%. Ella es la que tiene mayor significado en el analisis
estadistico del porcentaje de germinacion de semillas.

Con esto concluimos que la concentracion éptima para los tratamientos es de 25%, como se
puede observar de mejor forma en las Figuras 19 y 20. Las plantulas en la siguiente etapa

seran tratados a esta concentracion, tanto para remojo de semillas como para riego foliar.

45.2. Efecto Biol-Planta

La importancia de la influencia del biol — planta es de conocer, si existe un efecto positivo
en la utilizacién de residuos agricolas, que la especie y produccion de abonos
organicos destinados para el cultivo de plantas de la misma especie; suponiendo que al ser
digeridos los residuos agroindustriales de una planta el biol que se obtiene puede tener

fitohormonas o componentes propios y necesarios para la misma planta.
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Tabla 12. Caracteristicas evaluadas a la germinacién y desarrollo de la plantula en cuatro
especies de plantas con aplicaciones de biol elaborado con residuos vegetales(esparrago,
brocoli, alcachofa), comparado con dos bioles comerciales, dos controles AG3 y Agua.

Escala de largo Escala masa radicular en
Altura raizen % %
%T de #
Germinacié _ plantulas Nudos*
n* *
1 2 3 1 2 3
il 8437(b)  37,5617(c)  2,71(b) 0 833 167 83 83.3 8.3
2 80,21(c)  39,9517(c)  2,95(h) 0 833 167 83 583  33.3
3 8437(b)  384971(c)  2,86(b) 0 917 83 0 75 25
4 86,46 (a) 42,5200(c) 3,06(b) 0 66.7 33.3 0 83.3 16.7
5 81,25(c)  42,3425(c)  2,98(b) 0 100 0 0 83.3 167
6 78,12(c)  42,5242(c)  3,01(b) 0 667 333 0 100 0
7 77,08 (c)  38,0400(c)  3,13() 83 833 83 25 75 0
8 75(c) 38,9738( ¢) 3(b) 16.7 583 25 0 100 0
9 82,29 (¢c) 40,0971(c) 3,03(b) 0 100 0 0 91.7 8.3
10 85,42 (a) 40,0583(c) 2,9(b) 0 91.7 83 8.3 83.3 8.3
11 71,87 (c)  35,4361(c) 2,72(b) 0 75 25 0 100 0
12 81,25(c)  39,5107(c) 2,7(c) 00 667 333 83 83.3 8.3
13 77,08 (c)  38,1433(c) 2,93(b) 83 917 0 0 100 0
14 83,33 (b) 40,8581( c) 2,92(b) 16.7 75 83 16.7 83.3 0
15 72,92 (c)  39,9898(c) 3,07(b) 83 917 0 8.3 83.3 8.3
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16 68.75(C)  38.1828()  2.87(b) 0 833 167 167 75 83
17 66,67 (d)  36,0899(c)  2,75(b) 0 917 83 333 667 0
18 7187(c)  361467(c)  2,95(b) 0 75 25 83 83 83
19 86,46 ()  612391(a) 479 (a) 0 75 25 0 83 167
20 5417(d)  287144(d)  2850) 333 667 167 417 417 167
21 66,67 (d)  428793(c) 393(b) 167 667 167 25 417 333
22 7187(c) 506266(b) 446() 83 75 0 167 667 167

Ya que al ser digeridos los residuos agroindustriales el biol que se obtiene puede tener fitohormonas o
componentes propios y necesarios de la misma planta. EI biol producido con residuos agricolas de
esparrago presento el mayor efecto, obteniéndose 3 de las 4 caracteristicas medidas como mejores en la
planta de esparrago, el biol producido con residuos agricolas de brécoli un Unico impacto en cuanto a
porcentaje de germinacion y el biol producido con el residuo agricola de alcachofa no presenta ninguna

clase de impacto con su propia planta, , como se puede observar en la Tabla 11.

Residuo de esparrago

%
5 =3
0o

?;gb e.;{} =

A%

100 4

20 A
@ 60 - W % Germinacion
ki
= a0 - W Altura de plantula
{mmy}
m N° Nudos

20 -

Figura 22. Impacto del residuo agricola de esparrago en el porcentaje de germinacion, altura de
planta y niamero de nudos en las especies de esparrago, brécoli, alcachofa y tomate.
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El biol producido con residuos agricolas de esparrago presentd el mayor impacto positivo
en su propia especie. Ya que obtuvo 3 caracteristicas de las 4 medidas con mayor
porcentaje en las plantulas de esparrago, como se puede ver en la grafica 21

n Residuo de Brocoli
e *':b
.-:,..]':3

&

(s

- T
£ ?;{b AR W2

B0 A

60
e . -
T 40 - B % Germinacion
=

20 &2 WAltura de plantula
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0 ! ' ' ' u MN* Nudos

Figura 23. Impacto del residuo agricola de brocoli en el porcentaje de germinacion,
altura de planta y numero de nudos en las especies de esparrago, brocoli, alcachofa y
tomate.

El biol producido con residuos agricolas de brocoli tiene una sola caracteristica (porcentaje de
germinacion) con impacto positivo en su propia planta viéndose claramente en la grafica
22.
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Figura 24. Impacto del residuo agricola de alcachofa en el porcentaje de germinacion,
altura de planta, largo de raiz y numero de nudos en las especies de esparrago, brocoli,
alcachofa y tomate.

Finalmente los tratamientos producidos con el residuo agricola de alcachofa no presentan
ninguna clase de impacto con su propia planta, lo cual podemos observar en la grafica 23.
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Figura 25. Impacto del AG3 en el porcentaje de germinacién, altura de planta 'y
namero de nudos en las especies de esparrago, brocoli, alcachofa y tomate.
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Figura 26. Impacto del agua en el % de germinacion, altura de planta, largo de raiz y namero de
nudos en las especies de esparrago, brécoli, alcachofa y tomate.
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Figura 27. Impacto del BC1 en el porcentaje de germinacion, altura de planta y nimero de nudos
en las especies de esparrago, brécoli, alcachofa y tomate.
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Figura 28. Impacto del BC2 en el porcentaje de germinacion, altura de planta y nimero de
nudos en las especies de esparrago, brocoli, alcachofa y tomate.

4.5.3. Analisis Fisiolégico

4.5.3.1. Andlisis del porcentaje de germinacion, altura a la aparicion de hojas verdaderas,
namero de nudos, largo de raiz y masa radicular para la seleccion de los seis mejores

tratamientos.
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Tabla 13. Diferencias estadisticas del porcentaje de germinacion, altura a la aparicion de hojas
verdaderas, nimero de nudos, largo de raiz y masa radicular de las cuatro
plantulas con los 22 tratamientos.

% Altura # Nudos* Largo Raiz°® Masa radicular®
Germinacién* H,Verdaderas*
T Media T Media T Media T Media
4 86,46 (a) 19 61,2391(a) 19 4,79(a) 1 16,7% 1 8,3%
19 86,46 (a) 22 50,6266(b) 22 4,46 (a) 2 16,7% 2 33,3%
10 85,42 (a) 21 42,8793(c) 21 3,93 (b) 3 8,3% 3 25%
1 84,37 (b) 6 425242(c) 7 3,13(b) 4 33,3% 4 16,7%
3 84,37 (b) 4 425200(c) 15 3,07(b) 5 0,0% 5 16,7%
14 83,33 (b) 5 42,3425(c) 4 3,06(b) 6 33,3% 6 0%
9 8229(c) 14 40,8581(c) 9 3,03(b) 7 8,3% 7 0%
12 81,25(¢c) 9 40,0971(c) 6 3,01(b) 8 25% 8 0%
5 81,25(¢c) 10 40,0583(c) 8 3(b) 9 0% 9 8,3%
2 80,21(c) 15 39,9898(c) 5 2,98(b) 10 8,3% 10 8,3%
6 78,12 (¢c) 2 39,9517(c) 2 2,95(b) 11 25% 11 0%
7 77,08(c) 12 39,5107(c) 18 2,95(b) 12 33,3% 12 8,3%
13 77,08 (c¢) 8 38,9738(c) 13 2,93(b) 13 0% 13 0%
8 75(c) 3 384971(c) 14 2,92(b) 14 8,3% 14 0%
15 72,92 (c) 16 38,1828(c) 10 2,9(b) 15 0% 15 8,3%
11 71,87 (c) 13 38,1433(c) 16 2,87(b) 16 16,7% 16 8,3%
22 7187 (c) 7 38,0400(c) 3 2,86(b) 17 8,3% 17 0%
18 71,87 (c) 1 375617(c) 20 2,85(b) 18 25% 18 8,3%
16  68,75(c) 18 36,1467(c) 17 2,75(b) 19 25% 19 16,7%
17 66,67 (d) 17 36,0899(c) 11 2,72(b) 20 0% 20 16,7%

21 6667(d) 11 354361(c) 1  271(b) 21 16,7% 21 333%
20 5417(d) 20 28,7144(d) 12  27(c) 22 16,7% 22 16,7%

*Prueba de Duncan, con nivel de significancia 5% (letras iguales expresan efectos similares y
letras diferentes efectos diferentes) ° Prueba de Chi cuadrado.

F=285 F=1.99 F=1.68 P<0.05 P<0.05
P<0.05 P<0.05 P<0.05
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En la tabla 13, para el porcentaje de germinacion en las diversas aplicaciones de Biol y
controles, segun el analisis de varianza de un factor de variacion (F=2.85), se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05). La prueba de Duncan nos indica que los
bioles 10,4 y 19 presentaron los mejores. Para la altura de la hoja verde, en la cuarta
evaluacion de las unidades experimentales, en las diversas aplicaciones de Biol y controles
(segun el andlisis de varianza de una factor de variacion) (F=1.99) se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05). Segln la prueba de Duncan, se muestra que
con la concentracion de biol 19 se encontré la mejor altura de hoja. Asimismo, para el
numero de nudos en las unidades experimentales de las diversas aplicaciones de Biol y
controles (segun el analisis de varianza de un factor de variacion) (F=1.68) se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05). Segln la prueba de Duncan, se muestra que
con la fitohormona 20 y el Biol 19 se encontraron el mayor namero de nudos.

También observamos en la tabla 13 que la longitud de raiz en las concentraciones de Biol y

controles segun la prueba de che cuadrado (X2:63.29) presentd diferencias estadisticas
significativas (P<0.05). A la vez para la masa radicular en las concentraciones de Biol y

controles, segun la prueba de chi cuadrado (X2:69.75), presentd diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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Figura 29. Porcentaje de germinacion para los tratamientos.

En la Grafica 24 podemos observar que los mejores tratamientos en cuanto a porcentaje de
germinacion son el tratamiento 19. Siendo el AG3 usado como control positivo. A
continuacién tenemos en orden de importancia, y de impacto, la germinacion de todos los

bioles.

Los 6 mejores tratamientos son los tratamientos 4, 10, 3, 1, 14 y 9, tal como se ve en la
Figura 24. Uno es el de brocoli; el tratamiento 9, 2, de los bioles; son de esparrago los

tratamientos 14 y 4; y finalmente son de alcachofa los tratamientos 1, 3 y 10.

También notamos que el dltimo tratamiento, el numero 20, es el tratamiento con agua,
siendo el control negativo para la experiencia. También tenemos entre los bioles a los
tratamientos 21 y 22. Estos bioles estan al final, lo que quiere decir que nuestros bioles

superan a los bioles comerciales en la variable de germinacion de planta.

De estos 6 primeros bioles, comparandolos con los licores, contamos con que los
tratamientos 1, 3, 4 y 9 son con licor ruminal de llama, y los tratamientos 10 y 14 son con

licor ruminal de vacuno.
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Con esto podemos concluir que la planta con los seis primeros bioles es la alcachofa, y en
el caso de licor ruminal, los mejores fueron realizados con licor ruminal de llama.

Tabla 14. Diferencias estadisticas del porcentaje de germinacion de semillas de
Alcachofa, Brocoli, Tomate y Esparrago.

PLANTULAS Media  Significancia
LS
Brocoli 87,1212 a
Tomate 78,0303 b
Alcachofa 71,4015 c
Espéarrago 70,2652 c

Prueba de Duncan, con nivel de significancia 5% (letras iguales expresan efectos
similares y letras diferentes efectos diferentes)

o

o

W B o
o

% Germinacion
(=]

)
o

=
o

o

brocoli tomate alcachofa esparrago

Plantulas

Figura 30. Porcentaje de germinacion para las cuatro plantulas: Brocoli, Tomate,
Alcachofa y Esparrago.

Como podemos observar en la Tabla 16 y en la Figura 29, nuestros bioles han tenido un
impacto en cuanto a planta en el punto de porcentaje de germinacion de semilla. Ademas, el
mayor impacto fue en brécoli y tomate, seguido de alcachofa, que tuvo un gran adelanto en
dias con respecto a su germinacion. Y el esparrago, a pesar de no ser de este clima y de

dificil siembra, tuvo una germinacion exitosa aunque un poco tardia.
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Preparamos un cuadro mixto donde tenemos todos los tratamientos y donde podemos ver
los promedios para plantas, proporciones y para el licor ruminal. Con el cuadro podemos
compararlos y conocer qué residuo vegetal fue el mejor, qué proporcion fue la mejor y qué

licor ruminal fue el mejor para la produccion de los bioles (Tabla 15).

Tabla 15. Cuadro mixto de porcentaje de germinacion.

Licor Ruminal de Licor Ruminal de
Llama Vacuno
Proporcion 1:1 2:1 1:2 X 1:1 2:1 1:2 X XX
Alcachofa 84,38 80,21 84,38 8299 8542 71,88 8125 7951 81,25
Esparrago 86,46 81,25 78,13 8194 77,08 8333 7292 77,78 79,86

Brocoli 77,08 75,00 8229 78,13 68,75 66,67 7188 69,10 73,61
X 82,64 78,82 81,60 77,08 73,96 75,35
XX 79,86 76,39 78,47

(Proporcion)
Xx (Licor 81,02 75,46
Ruminal)

Del analisis estadistico para determinar si los valores tienen o no diferencias significativas,
podemos concluir que segun la Tabla 38 (ANEXO 8) los promedios con respecto a residuos
agricolas no tienen diferencias significativas. Segun la Tabla 39, en los promedios hallados
para proporcion, entre residuos agricolas y parte liquida, no existen diferencias
significativas. Finalmente, como se puede ver en la Tabla 40, se analiza si estadisticamente
existen diferencias significativas entre los bioles producidos a partir de licor ruminal de
Ilama y los bioles producidos a partir del vacuno. Como podemos observar en la tabla si

existen diferencias significativas.
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Figura 31. Altura a la aparicion de hojas verdaderas por cada tratamiento en las
cuatro plantulas.

Se efectuaron 4 mediciones por cada una de las 4 plantas usadas cada 5 dias.

Como podemos ver en la Tabla 15, en el caso de la altura a la aparicion de hojas
verdaderas, si existe una diferencia significativa, siendo en este caso lo mejor nuestro
control positivo AG3 y el tratamiento 19, seguido por los bioles comerciales, que en esta
variable tuvieron un impacto positivo. Finalmente tenemos los 6 mejores bioles para estas
variables. Ellas corresponden a los tratamientos 6, 4, 5, 14, 9 y 10 (Figura 27).

Estos 6 bioles son tratamientos realizados en cuanto a planta 4 de esparrago, siendo los
tratamientos 4, 5, 6 y 14 de esta planta. El tratamiento 9 fue realizado con brécoli y el
tratamiento 10 con alcachofa. Viéndolo desde el punto de vista del licor ruminal, tenemos a
los tratamientos 4, 5, 6 y 9 preparados con licor ruminal de llama y los tratamientos 10 y 14

con licor ruminal de vacuno.

Podemos concluir que en cuanto a planta, en el caso de altura a la aparicion de hojas
verdaderas a que predomino como fuente de carbono fue el esparrago, pero en cuanto a la
fuente de microorganismos como lo es el licor ruminal, predomino una vez mas el licor

ruminal de llama 107
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En cuanto a la altura a la aparicién de hojas verdaderas se prepard un cuadro con los
valores promedio de cada biol, de los que se hallé el promedio para los residuos agricolas,
el promedio de las proporciones y el promedio para los licores ruminales, como se puede

observar en la Tabla 18.

Tabla 16. Cuadro mixto de altura a la aparicion de hojas verdaderas.

Licor Ruminal de Licor Ruminal de
Llama Vacuno
Proporcion 1:1 2:1 1:2 X 1:1 2:1 1:2 X XX
Alcachofa 37,56 39,95 3850 38,67 4006 3543 3951 38,33 38,50
Esparrago 4252 42,34 4252 42,46 38,14 40,86 39,99 39,66 41,06

Brocoli 38,04 38,97 40,10 39,04 38,18 36,09 36,15 36,81 37,92
X 39,37 40,42 40,37 38,79 37,46 38,55
XX 39,08 38,94 39,46

(Proporcion)
Xx (Licor 40,06 38,27
Ruminal)

Se realizaron analisis estadisticos para ver si habia diferencias significativas, como se
puede ver en la Tabla 48, no existen diferencias significativas entre los residuos agricolas.
Asimismo, en la Tabla 49 no existen diferencias significativas entre proporciones
utilizadas. Finalmente, en la Tabla 40 se muestran las diferencias significativas entre licores

ruminales.
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NUmero de Nudos
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Figura 32. Numero de nudos por cada tratamiento de las cuatro plantulas.

En la Tabla 15 podemos observar la variable medida numero de nudos, tenemos primero a
nuestro control positivo AG3 y a los bioles comerciales que en esta variable tuvieron buen
impacto. A continuacién tenemos a todos nuestros bioles ordenados en grado de

importancia en esta variable.

En este punto los mejores 6 bioles son los tratamientos 7, 15, 4, 9, 6 y 8 (Figura 29).
Viendo los tratamientos desde un punto de vista de planta, tenemos a los tratamientos 4, 6 y

15 realizados a base de esparrago, y a los tratamientos 7, 8, 9 realizados a base de brocoli.
En cuanto al licor ruminal o fuente microbiana con la que fueron realizados, tenemos a los
tratamientos 4, 6, 7, 8 y 9 realizados con licor ruminal de llama y al tratamiento 15

realizado con licor ruminal de vacuno.

Podemos concluir que en la variable de nimero de nudos, la mejor planta como fuente de
carbono fue el esparrago, y la mejor fuente microbiana o licor ruminal, fue el licor ruminal

de llama, como en todas las variables anteriores.
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Se tomaron las mediciones de numeros de nudos, luego se procedié a sacar los promedios
correspondientes a cada biol y con estos valores a llenar la Tabla 19 (en donde se indica las

diferencias entre residuos agricolas, entre proporciones y entre licor ruminal).

Tabla 17: Cuadro mixto de nimero de nudos.

Licor Ruminal de Licor Ruminal de
Llama Vacuno
Proporcién 1:1 2:1 1:2 X 1:1 2:1 1:2 X XX
Alcachofa 271 295 28 284 290 2,72 2,70 2,77 280
Esparrago 306 298 301 302 293 292 307 297 299
Brocoli 3,13 300 303 305 287 275 29 28 296
X 296 298 2,97 290 280 291

Xx (Proporcion) 293 2,89 294
Xx (Licor 297 2,87
Ruminal)

Largo de Raiz

Porcentaje (%)

1234567 8 910111213141516

Tratamiento

Corta W Mediana ™ larga

Figura 33. Analisis cualitativo del largo de raiz para los 22 tratamientos.
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En la Tabla 15 podemos observar que en cuanto a largo de raiz, nuestros bioles tienen
mayor impacto que bioles comerciales, siendo los tratamientos 21 y 22, como se puede ver
en la tabla estan aproximadamente el biol comercial tratamiento 22 esta en la zona central y
el biol comercial tratamiento 21 esta al finalizar la tabla junto con nuestro control negativo
tratamiento a base de agua. Y también como podemos observar en la tabla, nuestros bioles
tienen mayor impacto que el control positivo AG3, tratamiento 19.

Con esto podemos concluir que nuestros bioles son mejores en cuanto la variable de

numero de nudos, tanto como del control positivo como de los bioles comerciales.

De entre los mejores 6 bioles para este punto tenemos a los tratamientos 18, 11, 4, 3, 12 y

6. Estos 6 bioles, viéndolos desde un punto de vista de fuente de carbono. tenemos uno de
brécoli, siendo el tratamiento 18; tres de alcachofa, siendo los tratamientos 3, 11 y 12; y
dos de esparrago, 4 y 6. Viéndolo desde el punto de vista del licor ruminal que se empled
para realizar los bioles tenemos: a los tratamientos 3, 4, 6, realizados con licor ruminal de
llama, y a los tratamientos 11, 12 y 18, realizados con licor ruminal de vacuno.

Para esta variable podemos decir que la mejor planta como fuente de carbono fue la
alcachofa, y en cuanto a licor ruminal utilizado, no hubo diferencia en este punto ya que
fueron realizados la misma cantidad con licor ruminal de llama y de vacuno
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Figura 34. Analisis cualitativo de la masa radicular para cada tratamiento.

En cuanto a la variable de masa radicular, podemos ver que en la Tabla 15 no existen
diferencias significativas a anélisis, ya que su Valor-F es mayor a 0.05 y este valor debe ser
menor a 0.05. Esto es lo correcto para saber que existen diferencias significativas
importantes entre los tratamientos.

4.5.3.2. Seleccion de los 6 mejores tratamientos para ser evaluados en HPLC

Para poder seleccionar a los 6 mejores bioles se tomaran los 6 mejores bioles de cada
variable y se tomaran todos los bioles que coinciden en mas de una variable. Teniendo

como resumen de los mejores de cada variable a todos los mejores en la tabla 20.
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Tabla 18. Cuadro resumen de los mejores bioles para cada parametro analizado.

BIOLES
% Germinacion 1 3 4 9 10 14
Hojas verdaderas 4 5 6 9 10 14
NuUmero de nudos 4 6 7 8 9 15
Largo de raiz 3 4 6 11 12 18

La tabla muestra el resumen de los bioles escogidos en las diferentes variables. De ella
podemos deducir que los mejores 6 bioles (en la mayoria de las variables) son los
tratamientos 3, 4, 6,9, 10 y 14.

De estos 6 tratamientos escogidos, los tratamientos 3 y 10 fueron elaborados en base a
alcachofa. Los tratamientos 4, 6 y 14, en base a esparrago, y finalmente el tratamiento 9 en
base a brécoli. En cuanto al licor ruminal, los tratamientos 3, 4, 6, y 9 fueron elaborados en
base a licor ruminal de llama, y el 10 y 14 con licor ruminal de vacuno.

De este punto podemos concluir que la mejor planta como fuente de carbono fue el
esparrago, y el mejor licor ruminal como fuente microbiana fue el licor ruminal de llama.

Podemos concluir también que de todos los bioles escogidos en las diferentes variables
medidas, el mejor es el tratamiento 4, ya que este coincide entre los mejores 6 de todas las

variables analizadas. Este tratamiento fue realizado con esparrago y licor ruminal de llama

4.5.3.3. Evaluacion del Porcentaje de Germinacion para hallar la mejor proporcion,

mejor residuo agricola y mejor licor ruminal.

Mejor Proporcion

Se realizd el andlisis estadistico para obtener la mejor proporcion de residuo vegetal y de

licor ruminal (Tabla 21). 108
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De dicho analisis se concluyd que: primero esta el control positivo AG3 y a continuacion la
mejor proporcidn. Esta corresponde a la proporcion 1:1, luego viene la 2:1 y finalmente la
1:2. Los bioles a esas 3 proporciones son mejores que los dos bioles comerciales y que

nuestro control negativo agua.

Tabla 19. Diferencias estadisticas en el porcentaje de germinacion para conocer la
mejor proporcion

Proporcion Media  Significancia

AG3 86,4583 A
1:1 79,8611 Ab
2:1 78,4722 Abc
1:2 76,3889 abc
BC2 71,875 Bc
BCl1 66,6667 C
Agua 54,1667 D
o LA
90.0000 - O ¥ o o )
80.0000 - - /\'\q’ {Q,bb‘
70.0000 - = &
§ 60.0000 <>
E 50.0000 -
E 40.0000 -
(&)
*® 30.0000 -
20.0000 -
10.0000
0.0000 . . . . . . .

AG3 01:01 02:01 01:02 BC2 BC1 Agua

Figura 35. Porcentaje de germinacion para conocer la mejor proporcion.

Mejor residuo

Se hizo un andlisis estadistico para obtener la mejor fuente microbiana (licor ruminal de

llama y vacuno) (Tabla 21). 109
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Se concluy6 que primero esté el control positivo AG3, a continuacion la mejor fuente
microbiana, es decir, el licor ruminal de llama, y finalmente el licor ruminal de vacuno.
Siendo los bioles a estos tres residuos agroindustriales mejores que los dos bioles
comerciales y que nuestro control negativo agua

Tabla 20. Diferencias estadisticas en el porcentaje de germinacién para conocer el
mejor residuo agricola.

Residuos Media Significancia

AG3 86,4583 A
Alcachofa 81,25 Ab
Esparrago 79,8611 Ab

Brécoli 73,6111 Bc
BC2 71,875 Bc
BC1 66,6667 C

Agua 54,1667 D

F=6.94 P=0,0000

Figura 36. Porcentaje de germinacion para conocer el mejor residuo.
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Mejor Licor Ruminal

Se realizo el analisis estadistico para obtener la mejor fuente microbiana (licor ruminal de
Ilama y vacuno) , como se puede observar en la Tabla 21.

De lo que concluimos que primero esta el control positivo AG3 y a continuacion la mejor
fuente microbiana es el licor ruminal de llama, seguido por el licor ruminal de vacuno.
Siendo los bioles a estos tres residuos agroindustriales mejores que los dos bioles

comerciales y que nuestro control negativo agua.

Tabla 21. Diferencias estadisticas en el porcentaje de germinacion para conocer el
mejor licor ruminal.
Licor Media  Significancia

AG3 86,4583 A
Licor 81,0185 Ab
llama
Licor 75,463 Abc

Vacuno

BC2 71,875 Bc

BCl1 66,6667 C
Agua 54,1667 D

F=7.77 P=0,0000
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Figura 37. Porcentaje de germinacidhlpara conocer el mejor licor ruminal.
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4.6. Evaluacion de Bioestimulantes

Se realizaron 4 mediciones en el HPLC con diferentes concentraciones de nuestros patrones
para poder realizar las curvas de calibracion de cada uno de los 3 bioestimulantes. Las
primeras concentraciones de Kinetina, acido indolacetico y acido giberelico se pueden

observar en la Figura 38.

Figura 38. Cromatograma de 1° solucién stock de AG3, AlA y Kinetina (2ppm, 0.2
ppm y 0.2 ppm respectivamente)

Figura 39. Cromatograma de 2° solucién stock de AG3, AlA y Kinetina (4ppm, 0.4 ppm

y 0.4 ppm respectivamente)
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Figura 40. Cromatograma de 3° solucién stock de AG3, AlA y Kinetina (6ppm, 0.6 ppm

y 0.6 ppm respectivamente)

0 15 1 15 40 45 50 55 80 65 by

Figura 41. Cromatograma de 4° solucién stock de AG3, AlA y Kinetina (8ppm, 0.8 ppm

y 0.8 ppm respectivamente)

10 15 1 15 40 45 50 55 80 65 70 75 o

Figura 42. Cromatograma de 5° solucién stock de AG3, AlA y Kinetina (10ppm, 1 ppm

y 1 ppm respectivamente)

De las Figuras 38, 39, 40, 41 y 42 donde aparecen los 5 cromatogramas correspondientes a

5 soluciones stock, se obtuvieron las 3 curvas de calibracion de cada bioestimulante.
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De lo que se puede apreciar en la Figura 43,44 y 45, las curvas salieron de la integracién
de los picos correspondientes a | as 3 fitohormonas de las 5 Graficas de los
cromatogramas. En dichos picos se traza la curva patrén con el area del pico, el TRy su
concentracion. Estos datos también se pueden observar en la tabla 62.

AG3
30000
y =1672x + 11709
25000 Rz =0.9109
20000 * *
g /
g 15000 Y
10000
5000
D T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ppm)
Figura 43. Curva patrén del AG3.
Kinetina
350000

300000

y = 046098x - 10269
R? = 0.9986
250000 /
© 200000 /
150000 /
100000 /
50000 /

D T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Concentracion (ppm)

Are

Figura 44. Curva de calibracion de la Kinetina.
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Figura 45. Curva patron para el AlA.

Una vez realizadas las corridas de patrones y obtenidas las curvas, pudimos pasar nuestros 6
bioles elegidos y con el Area y el TR encontrado por la integracion de las graficas,
podemos hallar la concentracion.

La concentracion hallada para los 6 bioles o tratamientos elegidos fueron lo que se
observan en la tabla 24.

Tabla 22. Concentracién hallada de los bioles selecciones mediante la técnica de
HPLC
Bioles AG3 AlA KINETINA

3 = 0,37 -

4 - 3,37 -

6 - - -

9 - 0,23 -

10 8,15 - 0,19

14 - ; ]
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En cuanto a el acido indolacetico, se logro detectar en la mayoria de los bioles. EI AG3
tiene baja absorcion a la longitud de onda que se esta usando, puede no estarse mirando el
pico del AG3 por la baja absorcion. En cuanto a la kinetina no esta confirmado que exista
en forma natural en las plantas, sin embargo existen investigadores que afirman que si esta

presente en las plantas, y en el caso de nuestros bioles en algunos se logro detectar kinetina.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Se logro obtener 18 bioles de 3 residuos agricolas (alcachofa, esparrago y brocoli), 2
tipos de inoculos microbianos (licor ruminal de llama y vacuno) en 3 proporciones de
residuos y licor ruminal (1:1, 2:1 y 1:2). de los cuales se seleccionaron 6 bioles en
base a la respuesta de evaluacion de plantula, que incluyen como el mejor residuo
agricola el esparrago, el mejor inoculo microbiana el licor ruminal de llama y la
mejor proporcion de 2:1 correspondiente 2 de residuo agricola y 1 de licor ruminal.
Los mismos que fueron analizados por HPLC, encontrado AIA en los 3 bioles
correspondientes a los 3 residuos tratados con licor ruminal de llama, en cuanto a
AG3 y Kinetina fueron encontrados en 1 biol de alcachofa con licor ruminal de

vacuno.

2. Se logré la produccion de biol en base al biodigestor configurado para: facilidad de
muestreo, medicion de pH, medicién de temperatura y emisién de gases sin
contaminacion. Se registré una temperatura de 20 a 40 grados, siendo esta ultima
temperatura constante en los ultimos 40 dias. También se registr6 un pH &cido tanto
al inicio como al final del proceso, siendo el pH inicial maximo de 6.15 (tratamiento
6 con licor ruminal de Ilama) y un pH inicial minimo de 4.96 (tratamiento 4 con
licor ruminal de Ilama también). EI pH para los 18 tratamientos bajo los 60 dias de
retencion de la materia organica fue: como minimo de 4.88 en el tratamiento 3, y
como maximo de 7.57 en el tratamiento 13, con licor ruminal de vacuno.
Finalmente se registraron los valores de cantidad de biol en los 18 biodigestores. Se
evalud la produccion de biol en ml, obteniéndose como los 3 mejores tratamientos
los bioles 7, 8 y 16 con 1200, 1000 y 950 ml respectivamente. Asimismo, se evalu6
el rendimiento en % de materia organica transformada, obteniéndose los
tratamientos 7, 16 y 18 como los bioles de mejor rendimiento. Lo que llevo a
concluir que los 3 de mayor produccion de biol y los 3 de mayor rendimiento fueron

realizados con los residuos agricolas de brdcoli.
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3. La calidad del biol de los 18 tratamientos (3 residuos vegetales alcachofa, esparrago y
brécoli, 2 indculos microbiano de licor ruminal de llama y vacuno, y 3 proporciones
1:1, 1:2 y 2:1) fue medida por la respuesta fisiolégica de la germinaciény
desarrollo de plantula- siendo el mejor de los residuos vegetales el elaborado con
esparrago, el mejor de indculo microbiano fue el de llama, y la mejor proporcion fue
1:2. De la combinacién de ellos el mejor fue el de esparrago con licor ruminal de
Ilama y en la proporcion 1:1 (T4). La respuesta fisiologica de los
18 bioles (3 residuos vegetales, 2 indculos y 3 proporciones) mostraron aceleracion
de la germinacion de las 4 especies, resaltando los tratamientos 1,3,4,9,10 y 14 (en

su mayoria de esparrago y licor ruminal de llama), los 6 mejores para la altura a la
aparicion de hojas verdaderas son el 4,5,6,9,10 y 14; para el numero de nudos son
los tratamientos 4,6,7,8,9 y 15 y finalmente para el largo de raiz los mejores son el
3,4,6,11,12 y 18.

4. Como resultado del analisis de HPLC, tenemos que en la mayoria de los bioles
seleccionados por su accion fisiologica en las 4 especies cultivadas, se detecta el
AlA en diferentes concentraciones, dependiendo del biol. Respecto al AG3 sé6lo se
detectd en un solo tratamiento (Biol 10). Esto se puede deber a que esta fitohormona
tiene una baja absorbancia a la longitud de onda, en la cual trabajamos ocasionando
que en concentraciones consideradas el pico en el cromatograma sea pequefio. En
relaciéon a la Kinetina en nuestro cromatograma del tratamiento 10, se ve un pico
que corresponde a la kinetina, lo que nos haria suponer que este biol que tiene como
fuente de carbono los residuos de alcachofa tiene kinetina, y a la vez confirmar que
la kinetina si se encuentra en forma natural en algunas plantas, como es esta especie

de alcachofa.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar nuevas investigaciones usando métodos alternativos que detecten

minimas cantidades de fitohormonas.

2. Evaluar el licor ruminal de llama para conocer la flora microbiana que esta

involucrada en la degradacion anaerobia

3. Analizar bioguimicamente el biol para conocer su composicion y verificar su

impacto en el analisis fisioldgico.

4. Para investigaciones posteriores seria recomendable evaluar nitrégeno,
fosforo, acidos grasos volatiles, sélidos totales, concentracion de amonio para
una produccion optima, también los parametros de respuesta y de control con
mayor frecuencia, con el fin de obtener informacion mas precisa acerca de la

evolucidn del proceso.

5. Realizar un cultivo de microorganismos madre de la flora microbiana de licor

ruminal de Ilama, para no tener que sacrificar animales constantemente.

6. Realizar investigaciones si es posible realizar biol con el licor ruminal de
llama pero con residuos animales como los de pescado que tienen gran

cantidad de fosforo.
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ANEXO 1. ABREVIATURAS

AG : Giberelinas

AG3 : Acido Giberelico AIA : Acido Indolacetico BC1 : Biol comercial 1

BC2 : Biol comercial 2

TR  :Tiempo de retencion
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Figura 47. Elaboracién de salida de gases y punto de muestreo para pH.
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Figura 48. Sellado hermético de los puntos de medicion en cada biodigestor.

ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE OBTENCION DE BIOL

Figura 49. Recoleccion de biol de los digestores al final de la digestion anaerobia.
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REPOSITORIO DE

ANEXO 4. FOTOGRAFIAS DEL PRE-TRATAMIENTO

Figura50. Remojo de semilla. (A) Mezcla del porcentaje deseado, (B) Porcentajes
probados, (C) Todos las mezclas de bioles, (D) Remojo de 12 a 24 horas.

Figura 51. Preparacion de servilletas para el pre-tratamiento.
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Figura 52. Germinacion de semillas en servilletas.
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REPOSITORIO DE

ANEXO 5. FOTOGRAFIAS DEL ANALISIS FISIOLOGICO

Figura 53. Conteo de semillas para remojo.

I
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Figura 54. Remojo de semillas.
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Figura 55. Preparacion de bandejas para la siembra.

Figura 56. Sembrado de semillas.
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Figura 59. Desarrollo de plantulas de alcachofa de la repeticion 3.
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Hoja Hojas verdaderas

Cotiledonea

Figura 60. Plantula de alcachofa.
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Figura 61. Desarrollo de plantulas de esparrago de la repeticion 1.

Figura 62. Desarrollo de plantulas de esparrago de la repeticion 2.
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Figura 63. Desarrollo de plantulas de esparrago de la repeticion 3.

Hojas verdaderas

Hipocotilo

Figura 64. Plantula de esparrago.
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Figura 66. Desarrollo de plantulas de braécoli de la repeticion 2.
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Figura 68. Plantula de Bracoli.
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Figura 70. Desarrollo de plantulas de tomate de la repeticién 2
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Figura 72. Plantulas de Tomate
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Figura 73. Evaluacion de raiz de las plantulas de Brdcoli. (A) Lavado de raiz (B)
Andlisis de masa radicular, grosor de raiz (C) Medicién de largo de raiz.

Figura 74. Evaluacion de Raiz de las plantulas de Tomate. (A) Lavado de raiz (B)
Andlisis de masa radicular y grosor de raiz. (C) Medicion del largo de raices.
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Figura 75. Evaluacion de Raiz de plantulas de Alcachofa. (A) Lavado de raiz (B)
Anélisis de masa radicular y grosor de raiz. (C) Medicion del largo de raices.

Figura 76. Evaluacion de Raiz de plantulas de Esparrago. (A) Lavado de raiz (B)
Anélisis de masa radicular y grosor de raiz. (C) Medicion del largo de raices.
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Nudos

Figura 77. Conteo de nudos en plantulas de Bracoli

Nudos

Figura 78. Conteo de nudos en plantulas de Tomate.
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Nudo

Figura 80. Conteo de nudos en plantulas de Esparrago
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ANEXO 6. ANALISIS ESTADISTICO DEL PRE-TRATAMIENTO DE
GERMINACION

Tabla 23. Anéalisis ANOVA para el porcentaje de germinacion en el pre-tratamiento

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre tratamientos 1492.59 2 746.296 7.12 0.0019
Intra tratamientos 5344.44 51 104.793
Total (Corr.) 6837.04 53

Tabla 24. Pruebas de multiple rangos para el pre-tratamiento en germinacion de
semillas de tomate.

Concentracion  Casos Media Grupos
Homogéneos
8 18 86.6667 A
2 18 91.6667 A
1 18 99.4444 B

Tabla 25. Prueba de multiple rangos para el pre-tratamiento en germinacion de
semillas de brocoli.

Concentracion  Casos  Media Grupos
Homogéneos
3 ST Pt TR A
2 18 45.0 Ab
1 18 63.8889 B

ANEXO 7. IMPACTO BIOL-PLANTA
Esparrago

Tabla 26. Prueba de multiples rangos para el efecto de los tratamientos en el
porcentaje de germinacion de plantulas de esparrago.

Tratamiento  Media Desv. Minimo Maéaximo N  Significancia
tip.
1 87.50 12.5 75 100 3 A
4 87.50 125 75 100 3 A
145

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

—~CATOLICA
TESHS UCSM 2 DE SANTA MARIA
10 8750 125 75 100 3 A
2 8333 1009 625 100 3 A
3 8333 7.2 75 815 3 A
7 8333 7.2 75 875 3 A
9 8333 1443 75 100 3 A
13 8333 7.2 75 875 3 A
14 7917 7.2 75 875 3 A
5 7500 125 625 875 3 A
g 7500 125 625 875 3 A
12 75.00 0 75 75 3 A
6 7083 2887 3715 875 3 A
11 7083 1443 625 875 3 A
16 7083 19.09 5 875 3 A
18 7083 722 625 75 3 A
15 6250 125 50 75 3 2
17 6250 125 50 75 3 2
19 62.50 0. 625 625 3 2
21 3333 1009 125 50 3 b
20 2917 1443 125 375 3 b
2 2017 1443 125 375 3 b

Broécoli

Tabla 27. Prueba de multiple rangos para el efecto de los tratamientos en el
porcentaje de germinacion de plantulas de Bracoli.

Tratamiento  Media Desv. Minimo Maéaximo N  Significancia
tip.
10 100 0.00 100 100 3 a
19 100 0.00 100 100 3 a
4 95.83 7.22 87.5 100 3 a
5 95.83 7.22 87.5 100 3 a
12 95.83 7.22 87.5 100 3 a
6 91.67 14.43 75 100 3 a
15 91.67 14.43 75 100 3 a
22 91.67 7.22 87.5 100 3 a
1 87.5 125 75 100 3 a
2 87.5 12.5 75 100 3 a
3 87.5 125 75 100 3 a
9 87.5 21.65 62.5 100 3 a
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) 875 2165 625 100 3 2
14 875 2165 625 100 3 a
21 875 125 75 100 3 a
17 8333  14.43 75 100 3 a
7 7917 26.02 50 100 3 a
8 7947 1909 625 100 3 a
18 7947 1443 625 875 3 a
13 75 125 625 875 3 a
20 75 125 625 875 3 a
16 7083 722 625 75 3 a
Alcachofa

Tabla 28. Prueba de multiple rangos para el efecto de los tratamientos en el
porcentaje de germinacion de plantulas de alcachofa.

Tratamiento  Media Desv. Minimo Maximo N  Significancia
tip.
19 91.67 7.22 87.5 100 3 a
14 87.50 0 87.5 87.5 3 a
3 83.33 19.09 62.5 100 3 a
5 79.17 19.09 62.5 100 3 a
6 79.17 7.22 75 87.5 3 a
12 79.17 19.09 62.5 100 3 a
1 75.00 125 62.5 87.5 3 a
4 75.00 12.5 62.5 87.5 3 a
9 75.00 0 75 75 3 a
15 75.00 12.5 62.5 87.5 3 a
22 75.00 125 62.5 87.5 3 a
8 70.83 26.02 50 100 3 a
2 66.67 7.22 62.5 75 3 a
10 66.67 7.22 62.5 75 3 a
13 66.67 7.22 62.5 75 3 a
18 66.67 19.09 50 87.5 3 a
21 66.67 7.22 62.5 75 3 a
7 62.50 21.65 375 75 3 a
16 62.50 21.65 50 87.5 3 a
11 58.33 19.09 375 75 3 a
147

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

17 58.33 26.02 37.5 87.5 3 a
20 50.00 12.5 37.5 62.5 3 a

ANEXO 8. ANALISIS ESTADISTICO DEL ANALISIS FISIOLOGICO.

Porcentaje de germinacion

Tabla 29. Analisis de varianza para el porcentaje de germinacion entre residuos
agricolas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 66.1502 2 33.0751 1.79 0.3081
Intra grupos 55.4784 3 18.4928
5

Total (Corr.) 121.629

Tabla 30. Analisis de varianza para el porcentaje de germinacién entre proporciones.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 12.2042 2 6.10212 0.39 0.7064
Intra grupos 46.7979 3  15.5993

Total (Corr.) 59.0021 S

Tabla 31. Analisis de varianza para el porcentaje de germinacion entre los licores

ruminales.
Licor Licor
Llama Vacuno
Promedio 81.02 75.4633
S 1.97494 1.56308
Coeficientede  2.4376% 2.07132%
Variacion
Minimo 78.82 73.96
Maximo 82.64 77.08
Rango 3.82 3.12

t=3.82125 Valor-P =0.0187579
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Tabla 32. Analisis de varianza para el porcentaje de germinacion de cada tratamiento.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos principales

A: planta 11870.3 3 3956.76 17.22 0.0000

B: tratamiento 16498.6 21 785.647 3.42 0.0000

Residuos 54926.6 239  229.818

Total (correqido) 83295.5 263

Tabla 33. Pruebas de multiple rangos para el porcentaje de germinacion por cada
tratamiento.

Tratamiento Casos Media Sigma  Grupos
LS LS Homogéneos
4 12 86.46 4.37625
19 12 86.46 4.37625

10 12 85.42 4.37625
1 12 84.38 4.37625
3 12 84.38 4.37625

14 12 83.33 4.37625
9 12 82.29 4.37625

12 12 81.25 4.37625
5 2 81.25 4.37625
2 12 80.21 4.37625
6 12 78.13 4.37625
7 12 77.08 4.37625

13 12 77.08 4.37625
8 12 75.00 4.37625

15 12 72.92  4.37625

™ 12 71.88 4.37625

22 12 71.88 4.37625

18 12 71.88 4.37625

16 12 68.75 4.37625

17 12 66.67 4.37625

21 12 66.67 4.37625

20 12 54.17 4.37625

COO0OO0O0O0000C @00 o0owm>»>>>>P
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Tabla 34. Analisis de varianza para porcentaje de germinacion por cada plantula.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razdon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos principales

A: tratamiento 16498.6 21 785.647 3.93 0.0000

B: planta 11870.3 3 3956.76 19.78 0.0000

Interacciones

AB 19718.3 63 312.989 1.56 0.0121

Residuos 35208.3 176  200.047

Total (correqido) 83295.5 263

Tabla 35. Pruebas de maltiple rangos para el porcentaje de germinacion por plantula.

PLANTA Casos Media  Sigma Grupos

LS LS Homogéneos

Esparrago 66 70.2652  1.8660 A
4

Alcachofa 66 71.4015 1.8660 a
4

Tomate 66 78.0303 1.8660 b
4

Bracoli 66 87.1212 1.8660 Cc
4

Tabla 36. Analisis de Anova del porcentaje de germinacion y los residuos agricolas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  66.1502 2 33.0751 1.79 0.3081

Intra grupos 55.4784 3 18.4928

5

_JTotal (Corr) 121.629
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Tabla 37.Analisis de Anova del porcentaje de germinacion y Ias proporciones usadas en
los tratamientos.

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 12.2042 2 6.10212 0.39 0.7064

grupos

Intra 46.7979 3 155993

grupos

Total 59.0021 5

(Corr.)

Tabla 38. Prueba T-student para el porcentaje de germinacion y los licores ruminales
usados en los tratamientos.

Licor Licor

Llama Vacuno
Recuento 3 3
Promedio 81.02 75.4633
Desviacion Estandar  1.97494 1.56308
Coeficiente de 2.4376% 2.07132%
Variacion
Minimo 78.82 73.96
Maximo 82.64 77.08
Rango 3.82 3.12
Sesgo Estandarizado  -0.853885  0.2295
Curtosis

Estandarizada
t=3.82125 valor-P =0.0187579

Alturaal ricion de hoj ileddn

Tabla 39. Analisis de varianza para la altura a la aparicion de hojas cotiledéneas para
cada tratamiento en las cuatro plantulas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 1022.79 21 48.7044 0.94 0.5413

Intra grupos  12555.8 242 51.8835

Total (Corr.) 13578.6 263
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Tabla 40. Pruebas de multiple rangos para la altura a la aparicién de hojas
cotileddneas por cada tratamiento en las cuatro plantulas.

Tratamiento N  Promedio Significancia

19 12 21.18 A
15 12 16.06
22 12 15.64
3 12 15.37
12 12 15.25
2 12 15.14
10 12 15.12
1 12 15.08
6 12 14.93
21 12 14.66
14 12 14.4
4 12 14.4
20 12 14.39
11 12 14.04
7 12 13.82
17 12 13.74
5 12 13,73
18 12 13.37
13 12 13.08
9 12 12.75
16 12 11.92
8 12 10.1

» o >P>P>e >P>P>P>P>P>>>P>>>>

F=0.94 P>0.05

La Tabla 16, segun el analisis de varianza de una factor de variacion (F=0.94) se aprecia
que la altura del cotiledon en la primera evaluacién en las unidades experimentales en las
diversas aplicaciones de Biol y fitohormonas no presento diferencias estadisticas
significativas (P>0.05).
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Tratamientos

Figura 81. Altura a la aparicion de hojas cotiledoneas de los 22 tratamientos.

Se realizaron 4 mediciones cada 5 dias de las alturas a la aparicion de hojas cotileddneas en

las 4 plantas por igual.

Como podemos observar en la tabla 16 y en la Figura 26, notamos que no
existen diferencias significativas estadisticamente hablando en cuanto a las
alturas a la Aparicion de hojas cotiledéneas, como podemos ver en la tabla su
valor 0.5 en Valor-P significa que no existen diferencias significativas entre los

tratamientos para esta variable.

Altura a la aparicion de hojas verdaderas

Tabla 41. Analisis de varianza para la altura de hojas verdaderas entre los residuos

agricolas.
Fuente Suma de G  Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados | Medio

Entre 11.1416 2 5.57082 2.59 0.2225
grupos

Intra 6.46425 3 2.15475
grupos

Total 17.6059 5

(Corr.) o

LTIJ
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Tabla 42: Andlisis de varianza para la altura de hojas verdaderas entre las
proporciones.

Fuente Suma de G Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados I Medio

Entre 0.2896 2 0.1448 0.07 0.9339

grupos

Intra 6.2052 3 2.0684

grupos

Total 6.4948 5

(Corr.)

Tabla 43. Analisis de varianza para la altura de hojas verdaderas entre licores

ruminales.
Licor Licor
Llama Vacuno
Promedio 40.0533 38.2667
S 0.59231 0.70882
2 5
Coeficiente de 1.47881 1.85233
Variacion % %
Minimo 39.37 37.46
Maximo 40.42 38.79
Rango 1.05 1.33

t=3.35013 Valor-P = 0.028565

Tabla 44. Analisis de varianza para altura a la aparicion de hojas verdaderas por cada
tratamiento en las cuatro plantulas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos principales

A: tratamiento 9439.17 21 449.484 7.82 0.0000
B: planta 18367.2 3 6122.4 106.55 0.0000
Interacciones

AB 6546.36 63 103.911 1.81 0.0014
Residuos 10112.7 176  57.4583
_Total (corregido) =~ 444654 263
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Tabla 45. Pruebas de multiple rangos para altura a la aparicion de hojas verdaderas
por cada tratamiento en las cuatro plantulas.

Tratamiento  Casos Media  Sigma Grupos
LS LS Homogéneos
19 12 61.2391 2.18819 D
22 12 50.6266 2.18819 C
21 12 42.8793 2.18819 B
6 12 425242 2.18819 B
4 12 4252  2.18819 B
5 12 42.3425 2.18819 B
14 12  40.8581 2.18819 B
9 12 40.0971 2.18819 B
10 12 40.0583 2.18819 B
15 12 39.9898 2.18819 B
2 12 39.9517 2.18819 B
12 12 39.5107 2.18819 B
8 12 38.9738 2.18819 B
3 12 38.4971 2.18819 B
16 12 38.1828 2.18819 B
13 12 38.1433 2.18819 B
7 12 38.04 2.18819 B
1 12 37.5617 2.18819 B
18 12 36.1467 2.18819 B
17 12 36.0899 2.18819 B
11 12 354261 2.18819 B
20 12 28.7144 2.18819 A

Tabla 46. Anélisis de Anova de altura a la aparicion de hojas verdaderas y los tres
residuos agricolas.

Fuente Suma de G Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados |  Medio
Entre 11.1416 2 5.57082 2.59 0.2225
grupos
Intra 6.46425 3 2.15475
grupos
Total 17.6059 5
(Corr.)
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Tabla 47. Analisis de Anova de altura a la aparicidn de hojas verdaderas y las tres
proporciones.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 0.2896 2 0.1448 0.07 0.9339

Intra grupos 6.2052 3 2.0684

_Total (Corr) 6.4948 )

Tabla 48. Prueba T-Student para altura a la aparicion de hojas verdaderas y los
licores ruminales.

Col 3 Col 4
Recuento 3 3
Promedio 40.0533 38.2667
Desviacion 0.592312  0.708825
Estandar
Coeficiente de 1.47881% 1.85233%
Variacion
Minimo 39.37 37.46
Maximo 40.42 38.79
Rango 1.05 1.33
Sesgo -1.21493  -1.06869
Estandarizado
Curtosis
Estandarizada
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ro de nudos entre los residuos agricolas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  0.0401333 2 0.0200667 2.77 0.2084

Intragrupos  0.02175 3 0.00725

_Total (Corr) 0.0618833 5 _

Tabla 50. Analisis de varianza para el nUme

ro de nudos entre proporciones.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razdon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  0.0028 2 0.0014 0.21 0.8200

Intragrupos  0.0198 3 0.0066

_Total (Corr) 00226 5

Tabla 51. Analisis de varianza para el nimero de nudos entre licores ruminales.

Promedio
)
Coeficiente de
Variacion
Minimo
Maximo
Rango

t=2.

Tabla 52. Analisis de ANOVA para el

Licor Licor
Llama Vacuno
2.97 2.87
0.01 0.0608276
0.3367 2.11943%
%
2.96 2.8
2.98 291
0.02 0.11
80976  valor-P =0.0483283

namero de nudos por cada tratamiento.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6on-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre tratamientos 75.7626 21 3.60774 1.99 0.0075
Intra tratamientos 439.707 242  1.81697
Total (Corr.) 515.47 263
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Tabla 53. Pruebas de maltiple rangos para el nUmero de nudos por cada tratamiento.

Tratamiento N Promedio Significancia
19 12 4.79

22 12 4.46

21 12 3.93

7 12 3.13

15 12 3.07

4 12 3.06
9 12 3.03
6 12 3.01
8 12 3
5 12 2.98
2 12 2.95

18 12 2.95
13 12 2.93
14 12 2.92
10 12 2.9
16 12 2.87
3 12 2.86
20 2 2.85
17 12 2.75
11 12 2.72
1 12 2.71
12 12 2.7

DL LD DL DD DD DDDY YO

Tabla 54. Analisis de Anova para el numero de nudos y los tres residuos agricolas.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razbén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos  0.0401333 2 0.0200667 2.77 0.2084
Intra grupos 0.02175 3 0.00725

Total (Corr.) 0.0618833 5
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Tabla 55. Analisis de Anova para el nUmero de nudos y las tres proporciones usadas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0.0028 2 0.0014 0.21 0.8200
Intra grupos 0.0198 3 0.0066
Total (Corr.) 0.0226 5

Tabla 56. Prueba T-student para el nimero de nudos y los dos licores ruminales.

Col_3 Col 4

Recuento 3 3
Promedio 2.97 2.87
Desviacion Estandar 0.01 0.060827

6
Coeficiente de 0.3367% 2.11943
Variacion %
Minimo 2.96 2.8
Maximo 2.98 291
Rango 0.02 0.11
Sesgo 0 -1.18761
Estandarizado
Curtosis

Estandarizada
t=2.80976 valor-P =0.0483283
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Largo de raiz

Tabla 57. Comparacion del largo de la raiz en los diferentes tratamientos en las
especies cultivadas.

Ccrta Me liana Lrga TO AL
BIOLES Ne. % Ne. % N°. % N°. %
1 0 0.0 10 83.3 2 16.7 12 100.0
2 0 0.0 10 83.3 2 16.7 12 100.0
3 0 0.0 11 91.7 1 8.3 12 100.0
4 0 0.0 8 66.7 4 33.3 12 100.0
5 0 0.0 2 100.0 0 0.0 12 100.0
6 0 0.0 8 66.7 4 33.3 12 100.0
7 1 8.3 10 83.3 1 8.3 12 100.0
8 2 16.7 7 58.3 3 25.0 12 100.0
9 0 0.0 12 100.0 0 0.0 12 100.0
10 0 0.0 11 91.7 1 8.3 12 100.0
11 0 0.0 9 75.0 3 25.0 12 100.0
12 0 .0.0 8 66.7 4 33.3 12 100.0
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13 1 83 11 917 0 00 12 100.0
14 2 167 9 750 1 83 12 100.0
15 1 83 11 917 0 00 12 100.0
16 0 00 10 833 2 167 12 100.0
17 0 00 11 917 1 83 12 100.0
18 0 00 9 750 3 250 12 100.0
19 0 00 9 750 3 250 12 100.0
20 4 333 8 667 0 12 100.0
21 2 167 8 667 2 167 12 100.0
22 1 83 9 750 2 167 12 100.0
X“=63.29 P<0.05
Grosor de raiz

Tabla 58. Comparacion del grosor de la raiz en los diferentes tratamientos en las
especies cultivadas.

BIOLES Corta Mediana Larga TOTAL

N°. % Ne. % Ne. % N°. %
1 6 50.0 6 50.0 0 0.0 12 100.0
2 2 16.7 10 83.3 0 0.0 12 100.0
3 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
4 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
5 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
6 4 333 8 66.7 0 0.0 12 100.0
7 8 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
8 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
9 2 16.7 10 83.3 0 0.0 12 100.0
10 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
11 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
12 4 333 8 66.7 0 0.0 12 100.0
13 4 33.3 8 66.7 0 0.0 12 100.0
14 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
15 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
16 5 41.7 ol 58.3 0 0.0 12 100.0
17 4 333 8 66.7 0 0.0 12 100.0
18 2 16.7 10 83.3 0 0.0 12 100.0
19 2 16.7 9 75.0 1 8.3 12 100.0
20 7 58.3 4 333 1 8.3 12 100.0
21 4 333 5 41.7 3 25.0 12 100.0
22 2 16.7 9 75.0 1 8.3 12 100.0
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La tabla 21, Segun la prueba de chi cuadrado (X2:54.46) se aprecia que el grosor de la raiz
en las concentraciones y fitohormonas no presento diferencias estadisticas significativas
(P<0.05).

Porcentaje

12 3 45 6 7 8 9101112 13141516 17 1819 2021 22

Tratamientos
W Delgada ™M Mediana ™ Gruesa

Figura 82. Analisis cualitativo del grosor de raiz para cada tratamiento
por las cuatro plantulas.

Masa Radicular

Tabla 59. Comparacion de la masa radicular en los diferentes tratamientos en las
especies cultivadas.

BIOLES Poco Medio Abundante TOTAL

N°. % N°. % N°. % Ne°. %
1 1 8.3 10 83.3 1 8.3 12 100.0
2 1 8.3 7 58.3 4 33.3 12 100.0
3 0 0.0 9 75.0 3 25.0 12 100.0
4 0 0.0 10 83.3 2 16.7 12 100.0
5 0 0.0 10 83.3 2 16.7 12 100.0
6 0 0.0 12 100.0 0 0.0 12 100.0
7 3 25.0 9 75.0 0 0.0 12 100.0
8 0 0.0 12 100.0 0 0.0 12 100.0
9 0 0.0 11 91.7 1 8.3 12 100.0
10 1 8.3 10 83.3 1 8.3 12 100.0
11 0 0.0 12 100.0 0 0.0 12 100.0
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12 1 83 10 833 1 83 12 1000
13 0 00 12 1000 0 00 12 1000
14 2 167 10 833 0 00 12 1000
15 1 83 10 833 1 83 12 1000
16 2 167 9 750 1 83 12 1000
17 4 333 8 667 0 00 12 1000
18 1 83 10 833 1 83 12 1000
19 0 00 10 833 2 167 12 1000
20 5 41.7 5 41.7 2 16.7 12 100.0
21 3 250 5 417 4 333 12 1000
22 > 167 8 667 2 167 12 1000
X©=69.75  P<0.05

HPLC. Analisis de cada solucion stock para realizar una curva de calibracién.

Tabla 60. Area y tiempo de retencion de acuerdo a las concentraciones de las

soluciones stock de AG3, AIA y Kinetina.

AG3
CC. Area TR
2 13936 4,163
4 20950 4173
6 19987 4.15
8 25395 419
10 28433 4.313
Kinetina
CC. Area TR
0.2 9098 3.437
0.4 30766 3.487
0.8 58562 3.437
1.6 145312 3.497
3.2 292042 3.607
AlA
CC. Area TR
0.2 5352 6.213
0.4 13993 6.23
0.8 25356 6.223
1.6 54512 6.16
3.2 105546 6.35
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