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RESUMEN

Ante la problematica ambiental que se tiene actualmente, existe un interés en la
busqueda de estrategias en todos los sectores productivos que sean mas amigables con
el ambiente. En las actividades pecuarias se estima una contribucion del 16% de las
emisiones globales de metano liberado a la atmadsfera, lo cual, contribuye al cambio
climatico. Sumado a ello, las actividades agricolas y su intensificacion, ha llevado al uso
indiscriminado de fertilizantes y demas agroquimicos que contribuyen a la degradacion
del suelo. Es por ello, que el objetivo de este trabajo fue analizar la calidad de los
biofertilizantes obtenidos con digestores tipo Taiwan (tubulares de media bolsa) con 30
dias de tiempo retencion celular (TRC) a partir de distintos estiércoles (bovino y porcino),
y su uso en el mejoramiento nutricional y microbiano del suelo para que pueda contribuir
en los sistemas productivos agricolas. Para ello, se caracterizaron los biofertilizantes
considerando los parametros fisicoquimicos: nitrato (NOz"), nitrito (NO2"), magnesio (Mg),
calcio (Ca), fosfatos (POa4*), amonio (NH4 %), hierro (Fe), pH, temperatura, sélidos totales
(ST), solidos fijos (SF), solidos volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno (DQO), y
conductividad eléctrica (CE), asi como la presencia de microorganismos aerofilos, E. coli
y otros coliformes (O.C). También se realiz6 una identificacion microbiana por
secuenciacion masiva de nueva generacion del gen 16S ARNr del estiércol bovino y del
biofertilizante a base del mismo. Se realizaron pruebas agronémicas del cultivo de frijol
en macetas y se caracterizo el perfil de nutrientes y presencia de E. coliy OC en el suelo
antes de siembra y después de cosecha. Los resultados mostraron diferencias
significativas (p<0.05) entre los resultados de entrada y salida de cada sustrato en la
digestién anaerobia (DA). El sustrato bovino muestra una disminucion en el contenido de
NOs- (90 %), NO2- (92 %), Ca (31 %), Mg (11 %) y Fe (7 %), mientras que el contendido
de PO+ aumento (44 %) después del proceso de la DA. El biofertilizante porcino tuvo un
aumento significativo en la concentracion de NHs* (68 %) y una disminucion en los
parametros, NO2- (72 %), Ca (0.65 %), Mg (41 %) y Fe (61 %). Existe una disminucién
significativa de las unidades formadoras de colonias (UFC) de E. coli y de OC después
del proceso de DA en ambos sustratos. Los resultados de la secuenciacion de las
muestras correspondientes al estiércol bovino arrojaron un total de lectura de 34 654 en
la entrada y 26 772 en la salida. Se logr6 la identificacién a nivel de género del 59.2 %
del total de las lecturas en la entrada y un 66.3 % del total de las lecturas en la salida, de
las cuales se identificd que el 36.4 % en la entrada y 4.3 % en la salida corresponden a
géneros identificados como bacterias etiologicas, asi como un 2.2 % en la entrada y un
1.5 % en la salida corresponden a géneros descritos con capacidades benéficas para uso
agricola. En la prueba agronémica y analisis del perfil del suelo, los resultados dejan en
evidencia el potencial de estos biofertilizantes en el mejoramiento nutricional y microbiano
del suelo, asi como el efecto positivo en la planta.

Con estos resultados se concluye que el establecimiento de 30 dias de TRC en los
digestores tubulares, es adecuado para la eliminacion eficiente de bacterias patdogenas
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presentes en los estiércoles (bovino y porcino), ademas el proceso de la DA aumenta la
concentracion de fosfatos que contribuye al mejoramiento nutricional del suelo. Los
biofertilizantes analizados tienen un impacto positivo en las variables agronémicas como
floracion, altura, numero de vainas y rendimiento de cultivo en la planta de frijol
(cuarentano), lo que podria ser de apoyo para los productores locales de la region.



1. INTRODUCCION

Entre las actividades ganaderas que resaltan en Chiapas encontramos la cria y engorda
de ganado bovino y porcino. En el estado se produce cerca de 2 611 000 cabezas de
ganado bovino y 306 000 cabezas de ganado porcino que representan un 10.9 % de la
produccién nacional entre ambos sistemas (SIAPY, 2021).

Dentro del territorio estatal, se encuentra la Regién Frailesca, zona predominantemente
agropecuaria conformada por 7 municipios, de los cuéales Villaflores es el segundo mayor
productor estatal de ganado bovino y Villacorzo el cuarto, entre la produccion de ambos
se estima que cubre el 23.7% de la produccién de ganado bovino estatal y el 14.0 % de
la produccion porcina estatal (SIAP, 2021). Cabe destacar que la Region Frailesca es una
de las zonas mas perturbadas en gran medida por la ganaderia y la agricultura de ladera,
presentando gran alteracién ambiental en sus bosques y por lo mismo sus suelos estan
erosionados con acentuada pérdida de fertilidad (Vazquez et al., 2009).

Se considera que un bovino adulto defeca entre 20-30 kg dia, cabe mencionar que la
generacion del estiércol estd relacionado con el peso del animal y este a su vez
dependera de la actividad zootécnica (ganado para engorda, ganado para leche,
sementales, etc.) (Pérez et al., 2017). En cuanto al ganado porcino, se considera que un
animal defeca en promedio 2.3 kg dia® (SAGARPAZ?, 2004).

En base a los datos anteriores se estima una generacion de 12 376 t dia* de estiércol
bovino y 259 t dia* de estiércol porcino entre los municipios de Villaflores y Villa Corzo.
La acumulacién permanente de los desechos de la actividad pecuaria sin un manejo
adecuado, contribuye a una problemética ambiental; en el proceso de degradacion,
dichos desechos liberan en el ambiente metano (CH4) y oxido nitroso (N20), gases de
gran impacto ambiental dentro de los gases de efecto invernadero (Hernandez y Corona,
2018), aunado a esto, la acumulacion de nutrientes y microorganismos patdgenos en el
suelo debido al mal manejo, llegan tanto en aguas superficiales y subterraneas alterando
el equilibrio ecoldgico de estos ecosistemas.

Conforme a la demanda de alimentos, este sector ganadero ha ido en aumento y junto
con ello también ha aumentado la generacion de gases efecto invernadero, la
contaminacion del agua y del suelo derivado de las excretas porcinas que se generan
durante el proceso de produccion.

Por consiguiente, se plantea la utilizacion del estiércol generado por la actividad
ganadera, esto como una estrategia que contribuya a disminuir el dailo ambiental al
reducir las cantidades de CHs liberadas a la atmdsfera, asi como otros gases y producir
beneficios adicionales en el sector productivo.

! Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
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Una de las alternativas es la implementacion de la DA que se lleva a cabo por medio de
bioreactores en donde los residuos organicos (estiércol) son metabolizados por la accion
de los microorganismos, dando como resultado la produccion de biogas y biofertilizante
(biol). En la region Frailesca, esta tecnologia se ha empezado a implementar, pero su
uso se centra principalmente en la generacion de biogas, dejando el biofertilizante como
un subproducto que es desechado debido a la falta de informacion del sector productivo
agricola sobre sus beneficios hacia los cultivos y al suelo, por lo que se siguen utilizando
los fertilizantes quimicos que contribuyen al deterioro de los suelos de cultivo.

El biofertilizante contiene nutrientes y microorganismos, que al ser suministrado en el
suelo puede mejorar sus caracteristicas tanto fisicas como microbioldgicas, ademas de
su implementacion en cultivos como fertilizante foliar (Cano et al., 2016). La calidad del
biofertilizante varia de acuerdo al tipo y caracteristica del sustrato (tipo de animal), por
otro lado, la eficiencia del proceso dependera del tipo de digestor y de las condiciones
ambientales de cada lugar donde realice el proceso.

Por consiguiente, es necesario evaluar el proceso de DA de acuerdo a su balance de
masa y en la calidad microbiol6gica con el fin de asegurar un residuo inocuo con
caracteristicas tanto nutricionales como microbianas Optimas para su uso en suelos y
cultivos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar la calidad del biofertilizante
obtenido a partir de biodigestores anaerobios alimentados con estiércol bovino y porcino
para su uso en el mejoramiento del suelo y en la produccién agricola.

Pregunta de investigacion

¢ Los biofertilizantes a partir de residuos pecuarios obtenidos de digestores tipo Taiwan
con 30 dias de retencion celular son adecuados y seguros para su aplicacion en la
agricultura?



1.1 Objetivos

Objetivo general

Analizar la calidad del biofertilizante obtenido por sistemas rurales anaerobios a 30 dias
de retencidn celular, a partir de estiércol bovino y porcino para su uso en el mejoramiento

del suelo para la producciéonn agricola.

Objetivos especificos

a) Caracterizar el biofertilizante obtenido por cada tipo de sustrato para asegurar los
parametros nutricionales y microbiolégicos adecuados para su uso en el mejoramiento

del suelo.
b) Evaluar agronémicamente los biofertilizantes en el cultivo de frijol.

1.2 Planteamiento del problemay justificacion

En la region Frailesca se tiene una gran generacion de estiércol derivado de las
actividades ganaderas, ante el aumento en los precios de los fertilizantes quimicos el
uso del estiércol como abono empieza a ser atractivo para los productores agricolas, sin
embargo, la mayor parte aun esta sin utilizar causando dafios en el ambiente, sumado a
ello, el uso directo del estiércol como abono no considera los riesgos fitosanitarios
derivados a ello debido a que el estiércol sin tratar puede contener microorganismos
patdgenos asi como trazas de medicamentos de uso veterinario que se pueden encontrar
en el estiércol cuando no se le da un manejo adecuado.

Por tal motivo, se propone trabajar con los sistemas de digestion anaerobia para el
tratamiento del estiércol, este proceso como tal es aun incipiente en la region, aunque ya
existen algunos sistemas en funcionamiento (estiércol bovino e inicia el porcino), estos
se han limitado en la obtencion de gas metano, sin utilizar el biofertilizante generado de
manera segura y eficiente en los sistemas de cultivo locales. El uso del biofertilizante
contribuye a la nutricién de las plantas y a la regeneracion de los suelos, por tanto, es
importante conocer el balance de masas del sistema y su eficiencia en la eliminacién de
patdégenos, asi como de la materia organica.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Estiércol bovino

En Chiapas existen cerca de 2 611 000 cabezas de ganado bovino, de los cuales el
municipio de Villaflores y Villa Corzo contribuyen con el 23.7 % de la produccion estatal
(SIAP, 2021). Es asi, que la ganaderia bovina se convierte en la base del sector primario
en el Region Frailesca. El estiércol producido en el mismo sector es un subproducto que
produce CH4 al degradarse y su impacto ambiental es 25 veces mayor que el del didéxido
de carbono (CO2) (Hernandez y Corona, 2018), al degradarse aerébicamente el estiércol
libera los gases generados a la atmésfera, contribuyendo a la liberacion de gases de
efecto invernadero.

Ademas, el estiércol también tiene una cantidad considerable de sustancias organicas
disueltas y particuladas entre las que se encuentran polisacaridos, lipidos, proteinas y
acidos grasos volatiles (AGV) (Eastman y Ferguson, 1981). Este sustrato se considera
una base excelente para el desarrollo del proceso de digestién anaerébica, debido a que
tiene una alta capacidad amortiguadora y un alto contenido de nutrientes necesarios para
el desarrollo de las poblaciones microbianas (Cendales, 2011), también contiene entre
su microbiota, poblaciones de organismos metanogénicos que estan por naturaleza
presentes en los sistemas digestivos del ganado, estos son de los principales grupos
encargados de llevar a cabo la digestion anaerobia.

La composicion quimica del estiércol esta estrechamente relacionada principalmente por
factores como el tipo de racién alimenticia y su digestibilidad, asi como también la edad
del ganado y el estado general del animal (Pérez y Viniegra, 2007). Cabe sefialar que, el
estiércol estd compuesto principalmente por agua y por elementos no digeridos, ya sea
por fibra lignificada indigerible o por granos con cubierta muy firme, también por otras
fracciones alimenticias que podrian ser digeridas, pero por causa de un pasaje muy
rapido por el tracto intestinal no llegan a ser digeridas, entre los que se encuentran
alimentos en particulas muy finas, algunos restos de fibra del forraje, alimentos muy
digestibles, granos enteros, entre otros (Bavera y Peiafort, 2006). En este sentido,
cuanto mas refinadas sea la parte alimenticia en determinados elementos, mayor es la
cantidad que se va a hallar en los excrementos (Lopez y Antonio, 2003).

2.2 Estiércol porcino

El estado de Chiapas contribuye con cerca del 3.5 % a la produccién nacional porcina, a
pesar de que como estado su aportacion es pequefia, a nivel regional Villaflores ocupa
el primer lugar y Villa Corzo el quinto lugar en produccion (8.1 %y 5.9 % respectivamente,
contribucién estatal) (SIAP, 2021), lo que resulta interesante para su aprovechamiento
en la DA en la region. El estiércol porcino contiene nutrientes que pueden ser utilizados
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para la agricultura, pero también tienen elevadas concentraciones de coliformes fecales
gue representan un peligro para la salud humana (Soria et al., 2001).

A diferencia del ganado bovino, la explotacién porcina es completamente confinada, lo
gue facilita la recoleccién de las excretas y su aprovechamiento. Las excretas porcinas
contienen un alto porcentaje de agua y una alta capacidad amortiguadora (Campos,
2001), también contienen nutrientes como hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso
(Mn), asi como nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y sodio
(Na) (FAO, 2007), que son utilizados por los microorganismos anaerobios para su
reproduccion.

2.3 Problemas ambientales generados por la acumulacion de estiércol

Si no existe control en el almacenamiento, transporte o aplicacion, el estiércol producido
en los sistemas ganaderos puede emitir gases contaminantes a la atmdésfera, asi como
una acumulacion de nutrientes en el suelo, lo que puede provocar efectos adversos en el
ambiente, asi como en el suelo y aguas superficiales (Pinos et al., 2012).

Ademas del CHjs, el estiércol bovino es fuente de emision de CO2, N2O y amoniaco (NHzs),
porque contiene nitrogeno, carbono y agua, que es utilizado por los distintos grupos
microbianos como fuente de carbono y energia (Ospina et al., 2014).

La fermentacion entérica y las excretas representan el 80 % de las emisiones de CHs y
su importancia en el impacto ambiental ha sido reconocida durante mucho tiempo. Sin
embargo, aunque el valor absoluto de las emisiones de CH4 en los desechos bovinos es
mucho menor, sigue siendo considerable y esta creciendo rapidamente. En cuanto a las
emisiones de N20, uno de los gases mas potentes, es producido durante el manejo
aeroébico del estiércol. Asi mismo, la ganaderia aporta el 68 % de las emisiones por NHz
derivado del mal almacenaje del estiércol y su aplicacion en cultivos (Pérez, 2008).

De igual forma, la ganaderia porcina también es considerada una actividad con efectos
negativos significativos hacia el ambiente debido a las concentraciones de excretas, orina
y patdgenos. Dichos residuos ademas de tener altas cantidades de nutrientes y
organismos patdgenos, también contienen restos de medicamentos como antibioticos,
hormonas y desparasitantes (Fernandez, 2010). Alvarado et al. (2017), mencionan que
la produccién porcina contribuye a la contaminacion del suelo, agua y aire, debido a las
emisiones de gases en la degradacion aerobia y a la alta carga de agentes patdgenos
gue contiene. Ademas, se calcula que aporta 668 millones de toneladas de CO:
anualmente (McAuliffe et al., 2017).



2.4 Microorganismos presentes en el estiércol

La microbiota que habita en el rumen, se encuentra constituida por bacterias,
protozoarios y hongos que se encargan de transformar el material vegetal (Montalbetti,
2009; Jami y Mizrahi, 2012), dentro de esta cavidad se puede encontrar la presencia de
diferentes comunidades microbianas, bacterias, protozoarios y hongos pertenecientes a
los anaerobio facultativo y anaerobios estrictos (Ruiz, 2013), algunas especies de
espiroquetas , flavobacterias , esfingobacterias , actinobacterias , cloroflexi , firmicutes y
proteobacterias (Pandey et al., 2018) parte de esta microbiota es liberada junto con las
heces.

En este sentido, el estiércol bovino constituye un reservorio de poblaciones microbianas,
dentro de esta se encuentran microorganismos etiolégicos, estos son organismos
patdgenos o potencialmente patégenos que pueden causar contaminacion sanitaria y
afectar la salud publica y animal (Pandey et al., 2018). Algunos de estos organismos que
nos podemos encontrar en el estiércol son: Salmonella spp., Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium subsp., Mycobacterium paratuberculosis,
Cryptosporidium parvum y Giardia spp. (Ozbek, 2003).

Por otro lado, en estiércol porcino también se pueden encontrar una gran cantidad de
microorganismos; a los desechos porcinos se les considera como una fuente importante
en la transmision de organismos patégenos como virus, bacterias, levaduras, mohos y
parasitos (Betancur et al., 2016).

Cuando el estiércol generado en los sistemas pecuarios es suministrado en los campos
de cultivo como fertilizante sin un manejo previo, aumenta su potencial para aumentar la
carga de patogenos en el suelo, y posteriormente, estas poblaciones bacterianas pueden
llegar a las aguas superficiales y subterraneas por el efecto de la lluvia o escorrentia
(Mateu et al., 1992; McLaughlin et al., 2009), ademas facilita la transferencia de
patdégenos en los cultivos que son de consumo directo (Erickson et al., 2014; Klerks et al.,
2007)

Por el contrario, cuando el estiércol es tratado mediante procesos como la digestion
anaerobia, las bacterias patdogenas como E. coli, Salmonella y Listeria se reducen (Arikan
et al., 2015). Lo que evidencia que las comunidades bacterianas dominantes cambian
con la aplicacidon de los procesos de manejo del estiércol.

2.5 El suelo

El suelo es uno de los ecosistemas mas complejos y diversos que existe en la naturaleza;
es uno de los recursos naturales mas importante que proporciona el sustento para la
poblacién humana al permitirnos la generacién de alimentos.



Actualmente, el uso indiscriminado de fertilizantes sintéticos, asi como el mal manejo de
los residuos derivados de la actividad agropecuaria han venido amenazando la calidad
del suelo. Segun datos estimados por la SEMARNAT? en el 2016, menciona que a nivel
nacional los suelos agricolas presentaban erosion, perdida de nutrientes, salinidad y
compactacion, derivado de las practicas de cultivo.

La region Frailesca ubicada en el estado de Chiapas, es una zona eminentemente
agropecuaria y una de las mas perturbadas en gran medida por la ganaderia y la
agricultura de ladera, presenta gran alteraciéon ambiental en sus bosques y por lo mismo
sus suelos estan erosionados con acentuada pérdida de fertilidad (Vazquez et al., 2009).
En ese sentido, Chiapas presenta un 79 % vy la region Frailesca 89 % de suelos
degradados por acciones naturales y antropicas (Ortiz, 2019). Esto ha ocasionado la
disminucién de los rendimientos de los cultivos de la region, lo que exige cada vez mas
una mayor demanda de insumos externos para incrementar la producciéon (Martinez-
Aguilar et al., 2020).

Estudios realizados en diferentes municipios de la region Frailesca, demuestran que
existe una degradacion generalizada del suelo por las diferentes préacticas
antropogénicas poco sostenibles relacionadas principalmente por el cultivo de maiz
(Martinez-Aguilar et al., 2020), ya que los suelos cultivados con esta graminea evidencian
una baja fertilidad derivado de la acidez y el bajo contenido de materia organica (Lopez,
2018), con alto contenido de plomo (por arriba de 100 mg kg?) y aluminio (superior al 20
%). Ademas, existe un problema de compactacion superficial y de subsuelo, derivado del
laboreo intensivo y el bajo contenido de materia organica (Tasistro, 2012; Lépez et al.,
2018; Martinez-Aguilar et al., 2020).

En zonas de ladera, la erosion de suelo es un factor para la perdida de minerales como
el fosforo, por lo que la implementacion de practicas de conservacion de suelos (Camas
et., al 2012) y la adopcion de alternativas que brinden soluciones a esta problematica,
representan una necesidad en la actualidad.

2.6 Digestion anaerobia

La DA es un proceso biolégico en ausencia de oxigeno que consiste en tres etapas
principalmente, hidrdlisis, fermentacion y metanogénesis, en las cuales intervienen
diferentes poblaciones microbianas que digieren la materia organica para alimentarse y
reproducirse (Ferrer y Seco, 2007).

Como resultado del proceso, se tiene una mezcla de gases (CHs y CO: principalmente)
llamado “biogas”, y un biofertilizante rico en minerales conocido como “biol” que puede
ser utilizado en las plantas (Alburquerque et al., 2012).
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El proceso de DA se lleva a cabo dentro de biorreactores, en el cual se introduce materia
organica (sustrato) como estiércol animal, residuos industriales, restos vegetales, etc.
gue son diluidos en agua, para que se lleve a cabo su fermentacion. Como sustrato para
la DA, el estiércol bovino tiene un efecto positivo en la estabilidad del proceso debido a
su capacidad amortiguadora y alto contenido de oligoelementos (Weiland, 2006).

Para que la implementaciéon de la DA tenga éxito, se debe seguir una serie de pasos,
principalmente en la eleccién del biorreactor donde se llevara a cabo el proceso prestando
atencion en sus diferentes aspectos (Jarauta, 2005). Cuando los reactores no cumplen
con el volumen adecuado y los tiempos de retencion hidraulico (TRH) adecuados a las
caracteristicas del residuo, los productos generados no pueden ser aprovechados en la
agricultura (Jiménez-Pefa et al., 2014). Por otro lado, se debe considerar el tiempo de
retencion celular (THC), este es un parametro fundamental en el disefio y operacion de
los biodigestores (Ferrer y Seco, 2007), se recomienda tiempo entre 25-35 dias para
procesos mesofilos (25-45° C).

2.7 Tipos de digestores

La implementacion de la DA ha permitido la existencia de diferentes tipos de rectores
para que se lleve a cabo este proceso, estos reactores conocidos como biodigestores se
clasifican seguin su modo de operacion y la forma de alimentacion o carga, la FAO* (2011)
clasifica a los biodigestores de la siguiente forma:

Continuos: estos son alimentados sin interrupcion, se caracterizan porque el efluente
(descarga) es igual al afluente (alimentacién del digestor). Se utilizan principalmente para
el tratamiento de aguas negras. Su uso es industrial y se requiere de equipos eléctricos,
y/o electromecanicos para alimentarlos e incluso para mantener temperatura y agitacion.

Semicontinuos: la primera carga que se introduce en el reactor es una gran cantidad de
materias primas. Después, se agregan volimenes de nuevas cargas de afluente que se
calculan en funcién del tiempo de retencion hidraulico (TRH) y del volumen total del
digestor. El efluente se descarga en la misma cantidad del afluente que se incorpora.
Este proceso es usado en el medio rural, cuando se trata de sistemas pequefos para uso
domeéstico. Los disefios mas populares son el indiano y el chino, pero también los hay
verticales.

Discontinuos o estacionario: Los digestores se cargan con las materias primas en una
sola carga. Después de un cierto periodo de fermentacion, cuando el contenido de
materias primas disminuye y el rendimiento de biogas decae a un bajo nivel, se vacian,
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los digestores por completo y se alimentan de nuevo dando inicio a un nuevo proceso de
fermentacion. Esto se conoce también como digestores batch o en lote.

2.7.1 Disefios de biodigestores
Biodigestor chino

Su disefio es de forma de forma cilindrica con el techo en forma de domo y se construyen
totalmente enterrados. Al no contar con un gasOmetro, el biogas que se genera es
almacenado dentro del reactor a medida que el volumen de biogds aumenta se
incrementa la presion dentro del reactor, forzando a los liquidos a salir. Una a dos veces
al afio el reactor debe de ser vaciado y limpiado. Los tiempos de retencion de retencion
de operacion de este modelo son de 30 a 60 dias.

Biodigestor indiano

Este modelo de biodigestor suele ser enterrado de forma vertical. Se carga una vez al dia
por gravedad y su volumen de muestra depende del tiempo de retencion. Este sistema
integra un gasémetro, en la parte superior del pozo se encuentra una campana donde se
almacena el gas. Por lo que la presion del gas sobre la superficie de la mezcla es baja.
La campana logra, ademas, una presion constante, que permite una operacion eficiente
de los equipos a los que alimenta.

Biodigestor horizontal

El biodigestor por lo general se construye enterrado, son poco profundos y alargados. Se
operan a régimen semicontinuo, entrando la carga por un extremo y saliendo los efluentes
por el extremo opuesto del biodigestor. La cupula puede ser rigida o de algin material
flexible que no presente fugas y que sea resistente a las condiciones del ambiente.

Biodigestores familiares de bajo costo

En los sistemas de produccion rural en México, se usa un tipo de biodigestor conocido
como biodigestor tubular de tipo Taiwan o biodigestores tubulares de polietileno. Estos
han sido eficientes en la generacion de biogés en sistemas de traspatio (Galindo-Barboza
et al., 2020). Este disefio de biodigestores familiares es construido con mangas de
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polietileno tubular, se caracteriza porque su costo es bajo ya que para su construccion se
utilizan materiales locales. Ademas, son de fécil instalacién y mantenimiento (Marti,
2007).

El film de polietileno tubular se amarra por los extremos a tuberias de conducciéon de
aproximadamente seis pulgadas de diametro, para el amarre, se utilizan ligas recicladas
de las ruedas de los carros. Como el polietileno tubular es flexible, se requiere de una
cuna o tanque que lo albergue. De esta forma y con la inclinacion adecuada de las
tuberias, se tendra un sistema hermético (Marti, 2007).

Conduccion de
&—> biogis hacia la
Vélvula de cocina
seguridad t

Entrada para la

carga de mezcla Salida de biogas

darte - Salida del
Volumen gaseoso: campana fertilizante
T T de biogas /\ -

Volumen liquido: mezcla
de estiérco| y agua

Figura 1. Esquema basico de un biodigestor tubular (Marti, 2007).

2.8 Biofertilizante

Los productos generados por el proceso de la DA son aprovechables, pues generan
energia (calorica o eléctrica) a través del biogas y también producen fertilizantes
organicos que se pueden utilizar en los cultivos. Dicho biofertilizante, inicialmente se ha
considerado un producto secundario, pero actualmente se le trata con la misma
importancia o0 mayor que el biogéas, esto es resultado de las mejoras en el rendimiento de
las cosechas (Marti, 2008).

El biofertilizante es una fuente de fitorreguladores que se obtiene como producto del
proceso de DA de los desechos organicos (Medina, 1990); contiene una gran cantidad
de microorganismos, por lo que se le considera un tipo de vida altamente fértil, sus
pueden ser en el ambiente, tanto ecolégicos como econdmicos (SisteBio, 2009). Este
producto es utilizado como estimulante biol6gico, puede promover el crecimiento,
desarrollo y enraizamiento de las plantas, actia sobre las hojas, mejora la floracién, activa
el vigor y la germinacion de las semillas, lo que se traduce en un aumento significativo de
las cosechas (Gomero, 2005; Suquilanda, 2006). Otra caracteristica de los biofertilizantes
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es que tienen el potencial de mejorar el intercambio de cationes en el suelo, aumenta asi
la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Cano et al., 2016) y por ende contribuye al
crecimiento de la flora microbiana del suelo.

2.9 Caracteristicas fisicoquimicas del biofertilizante

Para evaluar la calidad del biofertilizante se deben realizar analisis del pH, sdlidos totales
y volatiles, nitrdgeno organico y amoniacal, potasio, calcio, magnesio, manganeso, hierro,
entre otros componentes (Palacios, 2005); asi como la presencia y abundancia de los
coliformes fecales como minimo.

La literatura reporta diferentes estudios realizados utilizando estiércol bovino o porcino
como sustrato en procesos de DA en los cuales se evidencia la variacién de las
caracteristicas nutricionales de los biofertilizantes de acuerdo al tipo de sustrato y el
contenido de las excretas. En la tabla 1, se presentan los resultados de los principales
elementos contenidos en los biofertilizantes obtenidos por los distintos autores
consultados.
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Tabla 1. Caracteristicas de biofertilizantes a partir de estiércol bovino y porcino.

eficientes (5%)

Referencia Tipo de Tipo de reactor TRH T°C pH MO N P K Mg Na
estiércol (dias) Mg L? Mg L? MgL! | MglL!? Mg | MglL!?
Ll
Biodigestor
Durazno, . cilindrico de
(2018) Bovino produccion por 50 14.27 7 - 598 310 1023 - -
etapas
Biodigestor de
Cabos et al., . Geomembrana de
(2019) Bovino policloruro de 30 - - - 2100 202.8 741 - -
vinilo
Torres (2016) . Biodigestor tipo 30
Bovino Chino 23 7.96 | 4180 520 430 1050 190 400
Soria et al.,
(2001) : Biodigestor tipo 50 i Fe
porcino FAO i 7.05 0.058 17.2 363.8 | 59.3 1159
. - Porcino +
Lopez-Davilaet | . . o 0.03 0.83
al. 2017 microorganismos - - - 7.1 0.11% N-NH4 PO4 0.80 4.86 4.40

TRH= tiempo de retencion hidraulica, pH= potencial de hidrogeno, N= nitrégeno, P= fésforo, K= potasio, Mg= magnesio, Na= sodio.
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De acuerdo con Ferrer y Seco (2007), las caracteristicas y la calidad de los biofertilizantes
dependen de diferentes factores como los ambientales, de disefio del reactor, TRH, asi
como el tiempo de retencién celular (TRC), este Ultimo parametro se considera uno de
los mas importantes en los procesos bioldgicos, pues representa el tiempo que los
microorganismos permanecen dentro del proceso. Cabe sefialar que el TRC coincide con
el TRH para los biodigestores disefiados sin recirculacion y de tipo batch.

2.10 Implementacién de los biofertilizantes productos de la digestion anaerobia

Las investigaciones sobre la aplicacion de los biofertilizantes en los suelos y cultivos
agricolas son muy amplias y sus resultados dependen de la forma de su aplicacion, del
tipo de suelo donde se aplica y del cultivo establecido.

En una investigacion realizada por Chauca (2010), se destaca que la aplicacién de los
biofertilizantes a base de estiércol bovino en el cultivo de alfalfa, aumento la produccién
en base a materia seca. En el cultivo de tomate Solanum lycopersicum var. cerasiforme,
la aplicacion del biofertilizante favorecié el desarrollo foliar de las plantas (Martinez,
2016). Santin (2017) aplico el biofertilizante a base de estiércol bovino en cultivos de frijol,
demostré que una dosis de 250 mL/planta se logra un efecto positivo en el rendimiento
del cultivo. Cuando el biofertilizante es aplicado a los pastos (Setaria sphacelata),
favorece el crecimiento de los tallos y la produccién en peso fresco y seco de los mismos
(Barrena et al., 2019).

Los biofertilizantes suelen contener microorganismos como Pseudomonas, Klebsiella,
Samonella, Penicillium, Shigella, Bacteriodes, Aspergillus y Bacillus que potencian sus
propiedades agronomicas. Klebsiella y Clostridium spp., son liberadores vy fijadores de
nitrégeno, mientras Bacillus y Pseudomonas spp., son solubilizadores de fosfato (Alfa et
al., 2014). Estos microorganismos aceleran los procesos microbianos en el suelo y
aumentan la disponibilidad de nutrientes asimilables por las plantas (Johansen et al.,
2013) En cuanto a su composicion nutricional, los biofertilizantes contienen cantidades
sustanciales de nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K) que son esenciales para el
crecimiento de las plantas (Seleiman et al., 2017).

2.11 El cultivo de frijol

El frijol es uno de los cultivos mas importantes en México, sus funciones alimenticias y
socioecondmicas han permitido su permanencia en la actualidad. Esta planta crece casi
en todos los estados de la republica, debido a su alta capacidad de adaptacién a los
diferentes climas (Ayala, 2016). El frijol es una fuente de proteinas y de hidratos de
carbono natural, contiene vitaminas y proporciona algunos nutrientes como el hierro,
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cobre, zinc, fosforo, entre otros. De las 70 especies que se considera existen, México
cuenta con 50 de estas, de las cuales destacan cinco especies que se han domesticado
Phaseolus vulgaris L. (frijol comin), Phaseolus coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus
lunatus L. (frijol comba), Phaseolus dumosus (frijol gordo) y Phaseolus acutifolius A. Gray
(frijol tepari) (Sangerman et al., 2010).

El frijol es el segundo grano de importancia agricola después del maiz en México (Prieto-
Cornejo et al., 2019), el consumo per cépita a nivel nacional es de 9 Kg (SIAP, 2021). De
los estados productores de frijol, Chiapas ocupa el cuarto lugar en volumen de
produccion, con una aportacion nacional de 67 600 t (SIAP, 2020) y representa un cultivo
basico para la alimentacién en el estado.

Actualmente en la regién Frailesca del estado de Chiapas, el cultivo de frijol es de baja
rentabilidad debido a que los suelos en esta region tienen baja fertilidad, sumado a que
sus suelos son acidos (pH 5.6-6.3) y de textura areno arcillosa. Aunado a esto, en la
produccion de este grano basico, se utilizan herbicidas, plaguicidas y fertilizantes
sintéticos que incrementan los costos de produccion (Arias et al., 2007) y acrecientan la
pérdida de la fertilidad. Por lo que se deben buscar estrategias que aumenten el
rendimiento del cultivo de frijol de una manera sustentable, que cubran las necesidades
de los productores al cultivar este grano.

Hipotesis

1. Los biofertilizantes obtenidos a 30 dias de retencion celular en los digestores tipo
Taiwan obtenidos de excretas pecuarias contribuyen a mejorar las caracteristicas
nutricionales e incrementan las abundancias microbianas del suelo.

2. El uso de los biofertilizantes a partir de excretas pecuarias y obtenidos bajo digestiéon
anaerobia mejoran las caracteristicas agronémicas del cultivo de frijol.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

El presente estudid se llevdé a cabo en dos sistemas productivos localizados en el
municipio de Villaflores Chiapas, entre los paralelos 16° 14' 07" N y 93° 16’ 03" W, con
una altitud de 561 msnm. El lugar presenta una precipitacién promedio anual de 1 200
mm y una temperatura promedio anual de 23.8 °C, la cual oscila entre 21 y 25° C.
Predomina el clima célido sub-himedo con lluvias en verano, correspondiendo al clima
tipo (AW1) (W) (i’) g, segun datos del INEGI (2017).

IS
#/

Figura 2. Ubicacion del area de estudio

3.2 Obtencion de biofertilizante (biol)

Se utilizaron dos biodigestores adaptados tipo Taiwan de reciente instalacion en la zona
de estudio, con capacidad de 10 m?® (sustrato bovino) que se encuentra instalado en el
rancho el “Saucedal” en el centro de la ciudad de Villaflores y un biodigestor de 6 m? que
corresponde al sistema de produccién porcino que se encuentra instalado en el rancho
“El Recreo II” ubicado a las afueras de la ciudad de Villaflores, los cuales fueron
alimentados diariamente con una mezcla de agua y estiércol en una proporcion 1:3 para
ambos sustratos, es de recalcar que el sustrato porcino pasa por un filtro antes de
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introducirse al biodigestor esto con la finalidad de retener las particulas de mayor tamafio
gue no fueron digeridas durante el proceso de digestion del animal.

Las razas de ganado presentes en el sistema de produccién bovina pertenecen al ganado
Cebu (Brahman con Nelore), la alimentacion que reciben los animales es una dieta a
base de pollinaza, maiz, harina de palmaste, gabazo de cafia y sal mineral. En el sistema
de produccion porcino los animales son alimentados con una dieta a base de maiz, soya
y mezcla mineral. Se establecié un tiempo de retencién celular de 30 dias para ambos
sustratos, a partir de este dato y el volumen total, se estimé la alimentacién del proceso,
guedando un TRH de 24h (salida fase liquida). Se realizaron muestreos al interior del
digestor cada 30 dias (3 muestreos) para la realizacién de los andlisis correspondientes
para su evaluacion.

3.3 Etapas del proyecto

El estudio se realiz6 en dos etapas, de acuerdo a los objetivos establecidos
anteriormente.

3.3.1 Caracterizacion Fisicoquimica y microbioldgica del sustrato y biofertilizante

Etapa 1. Caracterizacidon de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos del estiércol
bovino y porcino (sustrato) del proceso de DA.

Se realizaron todos los analisis de la mezcla de agua y estiércol (porcino y bovino)
(relacidon 3:1) antes de la entrada al proceso de la DA. Este paso es importante para
conocer la carga tanto microbiana como su composicidon quimica, asi como conocer el
rendimiento del proceso.

De igual forma, con la finalidad de obtener los rendimientos del proceso, asi como la
composicién quimica y carga microbiana que permitan evaluar la calidad de los
biofertilizantes, se analizaron los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de los
biofertilizantes obtenidos al final del proceso de DA.

La realizacion de los andlisis correspondientes de la etapa 1, se realizaron en el

Laboratorio de Nutricion Animal y Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad Autbnoma de Chiapas.

16



Variables evaluadas

Temperatura (T°), potencial de hidrogeno (pH), conductividad eléctrica (CE),
solidos disueltos totales (TDS)

Se midié con un potenciémetro combinado de (T°, CE, TDS) de la marca HANNA modelo
(H19914059) calibrado con sustancias tampén para pH y soluciébn de calibracion
apropiado para CE. Las lecturas fueron registradas en una tabla.

Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno se realizd por duplicado y mediante kits de
espectrofotometria y el equipo Spectroquant move 100 de la marca Merck.

Nitratos, nitritos, amonio, fosfatos, magnesio, calcio y hierro

Se determinaron mediante kits de Reflectometria y el equipo RQflex20 de la marca Merck,
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se realizaron dos repeticiones para cada
parametro y para cada muestra.

Poblacion microbiana total de aerofilos, E. coliy otros coliformes

Se determinardn mediante el método almohadilla nutriente (MC-Pad Merck Millipore) por
triplicado. Para ello las muestras fueron inoculadas en la almohadilla de prueba recubierta
con un medio selectivo y sustrato cromogénico para su deteccion especifica.
Posteriormente las almohadillas se incubaron a 35° C durante 24-48 horas.

Solidos totales, voléatiles y fijos

Solidos totales, volatiles y fijos se determind siguiendo la metodologia de la NMX-AA-
034-SCFI-2015 por triplicado.

Secuenciacion masiva de nueva generacion del gen 16S ARNr

El método utilizado para la extraccién del ADN fue el descrito en Rojas et al., (2008). La
extraccion del ADN fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y
determinada su calidad y cantidad con un fluorometro (QuantusTM Promega) y NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific). La amplificacion por PCR del gen 16S ARNr se realizd
utilizando los cebadores y las condiciones sugeridas por Klindworth et al., (2013)
siguiendo el protocolo de preparacion de la biblioteca de secuenciacion metagendémica
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16S de lllumina. La secuenciaciéon fue realizada en el CINVESTAV®-Mérida con la
plataforma Illlumina-Miseq (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.), y el kit de reactivos MiSeq
V2 nano (2 x 250) segun las recomendaciones del fabricante. El andlisis bioinformético
se realiz6 en la plataforma ONE CODEX y el MG-RAST, se removieron las secuencias
de baja calidad para obtener un 99 % de precision en la identificacion.

3.3.2 Evaluacién agrondémica del biofertilizante

Etapa 2. Se realiz6 la evaluacion agrondémica de los biofertilizantes seleccionados en el
cultivo de frijol, cultivo de importancia econémica y gastronémica para la region de
estudio, ademas que su ciclo de cultivo (40 dias) se acopla a los tiempos establecidos
para esta investigacion.

La semilla de frijol utilizada fue adquirida de un agricultor del municipio de Villa Corzo,
Chiapas, siendo una semilla de variedad criolla.

Tratamientos

Los tratamientos fueron: T1:. biofertilizante bovino, T2: biofertilizante porcino, T3:
fertilizaciébn convencional (urea) y T4: testigo, todos los tratamientos tuvieron cinco
repeticiones (macetas).

Unidad experimental

El experimento se realizO mediante pruebas en macetas y el disefio experimental fue
completamente al azar. Cada unidad experimental consistio en una maceta con cuatro
kg de suelo. En cada maceta se colocaron tres semillas de frijol y se cubrié con suelo.
Una vez emergidas se seleccionaron las mas vigorosas y las restantes fueron retiradas,
guedando dos plantas por maceta.

El suelo utilizado para este experimento se recolecté de una parcela ubicada en el
municipio de Villaflores, el cual recibe un manejo agroecoldgico.

Aplicacion de los tratamientos

La aplicacion de los tratamientos se realizé al momento de la siembra. T1: se aplic6 250
mL de biofertilizante bovino por maceta que corresponde a una unidad experimental, por
aplicacion (Santin, 2017). T2: se aplicé 250 mL de biofertilizante porcino por maceta que
corresponde a una unidad experimental, por aplicaciéon (Santin, 2017). T3: se emple6 un
fertilizante quimico comercial (urea), se aplico al suelo 10 g de urea por punto de siembra
(UE), esto de acuerdo con la dosis que los productores usan en el cultivo de frijol. T4:

> Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
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para el tratamiento cuatro que corresponde al testigo no se realizaron ningun tipo de
fertilizacion, solo se le dio los mismos manejos al igual que los otros tratamientos.

Variables evaluadas

Se realiz6 seguimiento semanalmente después de la siembra a variables de la planta
para observar el comportamiento de los tratamientos aplicados.

Dias a emergencia: Esta variable se consider6 a partir del nimero de dias transcurridos
desde la siembra hasta que se observo el 50 % de las plantas emergidas sobre la
superficie del suelo.

Altura promedio de plantas: Para evaluar la variable altura de planta, se tomaron datos
de altura de planta durante el desarrollo del cultivo para evaluar el desarrollo del cultivo
con los diferentes tratamientos. Se utilizd6 una cinta métrica, el promedio se consider6
como altura promedio de planta.

Diametro promedio del tallo: Se tomaron datos del diametro del tallo de las plantas
durante el desarrollo del cultivo para evaluar el desarrollo del cultivo con los diferentes
tratamientos. Se utilizé un vernier y el promedio se consider6 como diametro promedio
del tallo de planta.

Vainas por planta: se contaron las vainas presentes en cada planta, el promedio se
considerd como vainas por planta.

Clorofila total: se midié con el equipo MC-100 de la marca Apogee Instruments.

Fotosintesis: se midié con un Fluorimetro OS30p+.

Analisis fisicoquimico del suelo

Adicionalmente de las variables agrondmicas, se realizé el analisis fisicoquimico del suelo
utilizado en el experimento con macetas. El andlisis se llevé a cabo antes y después de
la aplicacion de los tratamientos para conocer el impacto de su aplicacién en el suelo.
Las muestras fueron enviadas al laboratorio de Fertilab ®, para su determinacion.

Andlisis del potencial regenerativo del suelo

La evaluacion del uso potencial de los biofertilizantes para regeneracion de los suelos de
la regidon se realizd recolectando muestras de dos suelos con diferente manejo
(agricultura agroecoldgica y agricultura convencional). La toma de las muestras de suelo
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se realiz6 en una parcela ubicada en el municipio de Villaflores con manejo agroecolégico
gue consiste en movimiento minimo de suelo, retencion de residuos de cultivos previos,
rotacion y diversificacion de cultivos, curvas a nivel y barreras vivas, una segunda parcela
en el municipio de Villa Corzo con manejo convencional que consiste en la aplicacion de
fertilizantes quimicos en cada ciclo de cultivo. La toma del suelo consistio en una muestra
compuesta de 20 puntos aleatorios (0-30 cm de profundidad) en cada parcela, colectando
100 kg de tierra fresca por parcela.

Posteriormente de las muestras de los suelos colectadas, se sacaron cuatro submuestras
de 25 kg, esto fue para ambos tipos de suelo. Cada submuestra consistio en un
tratamiento de la siguiente manera: T1 tierra mas biofertilizante bovino (1250 mL); T2
tierra mas biofertilizante porcino (1250 mL); T3 tierra mas 10 g de urea; T4 testigo. La
cantidad de biofertilizante utilizado fue en base a lo sugerido en bibliografia (Santin,
2017), la cantidad de urea utilizada fue en base a la cantidad cominmente utilizada por
los agricultores de la region para cultivo de frijol.

Cada submuestra se homogeniz6 para distribuir correctamente los biofertilizantes y la
urea, seguido de un proceso de secado al sol por 48 horas. Posteriormente se tomé6 dos
muestras por cada tratamiento y por cada tipo de suelo, una muestra fue enviada a un
laboratorio certificado (Fertilab ®) para su analisis quimico que consisti en materia
organica (MO), fosforo (P-Bray), potasio (K), calcio, (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na),
hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn), Cobre (Cu), boro (B), aluminio (Al), azufre (S) y
nitrito (N-NO3); una muestra se llevd al Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agronomicas de la Universidad Autonoma de Chiapas para su analisis
microbioldgico por triplicado con la misa metodologia utilizada con los biofertilizantes.
Los suelos utilizados presentan caracteristicas franco-arcillo-arenoso, en el caso del
suelo agroecolégico presenté un pH de 6.85 y salinidad (CE) de 0.35 mS/cm, el suelo
con manejo convencional presenta un pH de 6.42 y salinidad (CE) de 0.73 mS/cm™. De
acuerdo a sus caracteristicas los suelos utilizados se clasifican como suelos acidos segun
los resultados del andlisis quimico realizado Fertilab ®).

3.4 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en todas las etapas de la investigacion fueron almacenados en
una base de datos de excel para ordenarlos y evaluarlos mediante estadistica descriptiva
como media, desviacion estandar, frecuencia, asi como intervalos de confianza. Los
resultados se sometieron a un analisis de varianza mediante el Modelo Lineal
Generalizado (GLM) (SAS, 2008). Las medias se compararon a traves de la prueba de
Tukey (p<0.05). La realizacion de los andlisis multivariantes se realizé con el paquete
ecologico estadistico PRIMER-e v7 (Plymouth Routines in Multivariate Ecological
Research version 7). Los datos fueron transformados con raiz cuadrada para los analisis
de los pardametros fisicoquimicos y (logx+1) para los microbioldgicos y secuencias de
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ADN. Los analisis realizados son analisis de coordenadas principales (PCO por sus
siglas en inglés), analisis jerarquico Cluster, SIMPROF-test (perfil de similaridad) y el

analisis no métrico de escalamiento multidimensional (nMDS) (Anderson et al 2008;
Clarke, et al., 2014).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisicoquimica del estiércol y biofertilizante bovino y porcino.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicas del estiércol y
biofertilizante bovino obtenidos a 30 dias de TRC, se presentan en la tabla 1 y 2. Se
puede observar que existe diferencia significativa entre los valores de algunos
parametros.

Tabla 1. Composicion nutricional del estiércol y biofertilizante bovino

mg L
NO3 NO2 Ca Mg NH4* PO.> Fe
EB 715a 15.1a 153.1a 67.0a 47.6 a 58.8 b 5.7a
SB 6.8a 11b 105.5a 59.6 a 144.3 a 105.1a 53a

EB= entrada bovino, SB= salida bovino, NO3™ = nitrato, NO2" = nitrito, Ca= calcio, Mg = magnesio, NH4* =
amonio, PO4® = fosfato, Fe = hierro. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del estiércol y biofertilizante bovino

mg L-1
T°C Ph CEms  TDSppt ST STF STV DQO
EB 245b 6.7a 34a 16 a 32a 10a 22a 212 a
SB 3l2a 6.8 a 3.1la 15 a 1.0b 04b 06b 8.6b

EB= entrada bovino, SB= salida bovino, T= temperatura, pH= potencial hidrogeno, CE= conductividad
eléctrica, TDS= sodlidos disueltos totales, ST= solidos totales, STF= solidos fijos totales, STV= solidos
volatiles totales. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente (p<0.05).

La medicion de la temperatura del biofertilizante registro un valor de 31.2 °C lo que
significa un incremento en comparacion a la temperatura inicial del estiércol antes de la
DA, esto ocurre debido a los mecanismos de reaccion y a la cinética del sistema.

Los resultados del analisis del sustrato bovino muestran una disminucion en el contenido
de algunos nutrientes y fracciones de estos: NOs™ (90 %), NO2 (92 %), Ca (31 %), Mg (11
%) y Fe (7 %), mientras que el contendido de PO43 registré un aumento significativo (44
% p<0.05), en el caso del NH4" el incremento (67 %) no tuvo diferencia significativa
(p<0.05). En un estudio realizado por Torres (2016), al evaluar un biofertilizante a base
de estiércol bovino con un TRC de 30 dias, reporté un valor de 190 mg L*de Mgy un pH
de 7.9. Por su parte Durazno (2018) y Cabos et al. (2019) encontraron valores de
nitrégeno y fosforo total de 598 310 mg Lty 2 100 202.8 mg L™ respectivamente. Estos
resultados difieren con los obtenidos en este trabajo (tabla 1 y 2), esto se debe a que las

22



caracteristicas y la calidad del biofertilizante dependen de diferentes factores, como los
ambientales, disefio y tipo de reactor, TRH, TRC y de la calidad del sustrato (Ferrer y
Seco, 2007), Asi como del Tiempo de Retencion Hidraulico (TRH) y temperatura (Marti-
Herrero, 2019).

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del estiércol y biofertilizante porcino
se presentan en la tabla 3 y 4.

Tabla 3. Composicion nutricional del estiércol y biofertilizante porcino

mg L
NO3 NOy Ca Mg NH/* PO.> Fe
EP 57 a 4.7 a 167.8 a 125.3a 418.2b 60.5 a 20a
SP 83 a 1.3b 166.7 a 73.7 a 1308.3 a 83.2a 7.8 a

EP= entrada porcino, SP= salida porcino, NOz" = nitrato, NO>~ = nitrito, Ca= calcio, Mg = magnesio, NH4" =
amonio, PO4® = fosfato, Fe = hierro. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del estiércol y biofertilizante porcino

mg L-1
T°C pH CEms  TDS ppt ST STE STV DQO
EP 249D 6.7b 89b 4.4b 25a 09a 15a 53.4a
SP 26.6 a 76a 16.2 a 8.1la 22a 1.1a 1.3a 30.4a

EP= entrada porcino, SP= salida porcino, T= temperatura, pH= potencial hidrogeno, CE= conductividad
eléctrica, TDS= sdlidos disueltos totales, ST= solidos totales, STF= solidos fijos totales, STV= solidos
voléatiles totales. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente (p<0.05).

Se puede notar un aumento significativo en la temperatura y el valor del pH (6.3 y 11.8 %
respectivamente), este aumento es un indicador de que el proceso de DA esta ocurriendo
dentro del sistema. El biofertilizante porcino presenta un aumento significativo (68 %) en
la concentracion de NH4*, de igual forma presenta un aumento en el contenido de NOz-
y PO4%, sin embargo, los incrementos no son significativos. Por otro lado, se observa una
disminucién en los parametros NO2- (72 %), Ca (0.6 %), Mg (41 %) y Fe (61 %). Lo que
deja en evidencia que el tipo de animal, su alimentacioén, las condiciones locales de cada
region de estudio y los TRC influyen en la calidad de los biofertilizantes.

El aumento en ambos biofertilizantes del contenido de NH4* puede deberse en gran parte
en el contenido de bacterias desnitrificantes en el proceso (Reyes et al., 2015). En este
sentido, la tecnologia de la DA tiene como ventaja la mineralizacién, aumentando la
concentracion de iones NH4*y PO4* (Foged et al., 2012).

En la figura 3, se puede apreciar el analisis de coordenadas principales (por sus siglas
en ingles PCO) con una explicacion del 74 % de la varianza multiparamétrica entre los
promedios de cada muestreo de los biofertilizantes bovino y porcino. El resultado de la
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PCO en conjunto con el Andlisis Jerarquico Cluster (matriz basada en la distancia
euclidiana), muestra la formacion de 2 grupos (distancia 3.5) entre cada uno de los tipos
de sustrato (estiércoles empleados). Después del proceso de la DA, los sustratos de
salida (biofertilizante) presentan cierta similaridad observada con la formacion de un
grupo a la distancia de 3.5 (para ambos estiércoles), a excepcion del muestreo 1 bovino.
A una menor distancia (distancia euclidiana de 2) se puede observar agrupaciones entre
las muestras de biofertilizantes de excretas porcinas, lo que indica en un analisis mas
detallado existen diferencias entre biofertilizantes.

Fosfato + Distancia
& 48 35
| .72 Estiércol
—. ® Bovino
). @ Porcino
; 25
il
. : S
l 120 5
4 Q
m
- b —
9
=0
1]
o
R
&
(o}
0
O
o
2]
-4

4 . 0 2 4
PCO1 (45.4% de la variacion total)

Figura 3. Andlisis de Coordenadas Principales (PCO) de los resultados de la
caracterizacion fisico-quimica de los sustratos y biofertilizantes producidos en Villaflores,
Chiapas. Las muestras estan estandarizadas, transformadas (raiz cuadrada) y
analizadas con una matriz de Distancia Euclidiana. El tamafio de los circulos rojos y
azules, representa el contenido de fosfatos en mg L.

La conformacién de dos grupos diferentes entre los tipos de estiércol puede deberse a
las diferencias entre los tipos de animal. En el caso del bovino, son animales rumiantes
cuyo sistema digestivo contiene organismos metanogénicos, por lo que la DA inicia
dentro del animal, lo que da como resultado un estiércol mucho mas digerido en
comparacion al porcino.
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Lo anterior se podia observar incluso fisicamente, el estiércol porcino contenia mas
sélidos sin digerir. Otra diferencia entre los estiércoles se debe al tipo de alimento de
cada animal, mientras el bovino consume una dieta a base de forrajes y concentrados, el
porcino fue alimentado en base a concentrados como el maiz y la soya, por lo tanto, las
caracteristicas quimicas del estiércol de los animales son diferentes y por consiguiente
la composicion del perfil quimico de los biofertilizantes también lo sera. Todo lo anterior
coincide con Pérez y Viniegra (2007), quienes mencionan que la composicion quimica
del estiércol esta relacionada con el tipo de racion alimenticia y su digestibilidad, pero
también depende del estado general y la edad de los animales. En este sentido, la calidad
de los biofertilizantes depende no solo de las condiciones ambientales y de operacion,
sino también en el tipo y alimentacién de los animales.

En general, en la figura 3 se resalta el aumento de los fosfatos en los biofertilizantes en
comparacion a los estiércoles. Este aumento probablemente se deba entre otros factores
al incremento del pH durante el proceso de la DA, en rangos de pH de 7 el equilibrio
guimico se mueve hacia la formacion de fosfato (Hjorth et al., 2010; Nelson et al., 2003).
El fésforo es un importante macronutriente vegetal, ya que participa como componente
de los arenalitos, acidos nucleicos y fosfolipidos (Méller y Muller, 2012). El contenido de
los fosfatos es de importancia ya que la mayoria de los suelos de la region tienen
deficiencia en este nutriente (Lopez-Béez et al., 2018).

Uno de los pardmetros importantes para el éxito del proceso de la DA es el pH, ya que
este parametro interviene en el comportamiento de la actividad microbiana, en la
concentracion de H+ y en los procesos quimicos, bioquimicos y biolégicos que tiene lugar
dentro del sistema (Acosta y Abreu 2005). Durante todo el estudio, el pH se mantuvo
entre 6 y 8 en ambos digestores (tabla 6), esos valores se encuentran dentro de los
rangos deseables para el proceso de la DA (Ferrer y Seco, 2007).

En la tabla 5y 6 se presenta los resultados de la comparacion entre los biofertilizantes
bovino y porcino. En ellas se observa que existe diferencia significativa entre algunos
parametros de ambos biofertilizantes, principalmente en el contenido de NHs*, pH vy
temperatura. A pesar de que no hay diferencia significativa en el resto de los parametros,
se aprecian diferencias numéricas, ello, puede influir en la calidad de los efluentes al
analizarlos de forma global, considerando todos los pardmetros en conjunto.
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Tabla 5. Composicién nutricional de los biofertilizantes bovino y porcino.

mg L?
NO3z NO, Ca Mg NH4* PO* Fe
SB 6.8 a 1l1la 105.5a 59.6 a 1443 b 105.1a 53a
SP 83a 1.3a 166.7 a 73.7 a 1308.3 a 83.2a 7.8a

SB= salida bovino, SB= salida bovino, NO3" = nitrato, NO2™ = nitrito, Ca= calcio, Mg = magnesio, NH4s" =
amonio, PO4® = fosfato, Fe = hierro. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de los biofertilizantes bovino y porcino.

mg L-1
T°C pH CE ms TDS ppt ST STF STV DQO
SB 3l2a 6.8b 3.1b 15 b 1.0b 04b 06b 8.6a
SP 266 Db 7.6 a 16.2 a 81 a 22a 1l1a 1.3a 304 a

SB= salida bovino, SB= salida bovino, T= temperatura, pH= potencial hidrogeno, CE= conductividad
eléctrica, TDS= solidos disueltos totales, ST= solidos totales, STF= solidos fijos totales, STV= solidos
volatiles totales. Medias con letra distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente (p<0.05).

Como puede observarse, el contenido de ST fue menor estadisticamente en el
biofertilizante bovino que en el biofertilizante porcino. Los STF fueron mas altos
estadisticamente en el biofertilizante porcino que en el bovino, por lo tanto, el
biofertilizante porcino tuvo estadisticamente un mayor contenido de STV que el
biofertilizante bovino. Esto probablemente se deba a que el estiércol porcino contiene
mayor cantidad de elementos no digeridos por el animal, resaltando en este punto la
diferencia entre los rumiantes y los monogastricos.

La CE en los biofertilizantes oscil6 entre 3.1y 16.2 mS/cm; fue mayor en el biofertilizante
porcino. Para el caso del biofertilizante bovino, el valor de la CE se encuentra dentro del
rango tipico para los digestatos anaerébicos (Kataki et al., 2017), que es de 5 mS cm,
este criterio indica el limite permisible para el uso de una enmienda sin dilucion antes de
la aplicacion en el suelo (Fleming et al., 2006). Cabe sefialar, que el biofertilizante porcino
registro un aumento (79 %) con respecto al estiércol (tablal), lo que pudo deberse al bajo
consumo de los compuestos solubles del sustrato por los microorganismos, llegandose
almacenar dentro del biodigestor. Los resultados de la CE de los biofertilizantes difieren
al reportado por Cano et al. (2016) en la biodigestion de excretas bovinas y porcinas en
un periodo de dos meses, al final del proceso obtuvieron 8.94+2.8 y 8.4+2.71 mS cm™
para biofertlizante bovino y porcino respectivamente, estos mismos autores mencionan
gue la CE en suelos considerados muy salinos oscila entre 8 y 16 mS cm%, por lo que
recomiendan que biofertilizantes con CE altas solo podran ser aplicados en suelos
acidos, lo cual coincide con los suelos de la region.
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En la figura 4 se puede observar la conformacion de cuatro grupos estadisticamente
significativos (SIMPROF), asi como también los pardmetros que correlacionan con
algunos de estos grupos (correlacion Pearson 0.7).
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Figura 4. Analisis de los perfiles de similaridad (SIMPROF) de los sustratos bovinos y
porcinos representados con los circulos verdes. Los vectores corresponden a la
correlacion de Pearson 0.7.

El NH4*, Ca y Mg tienen una correlacién positiva con el grupo de biofertilizante porcino,
mientras que el NOs y NOz2 tienen una correlacion positiva con la entrada del bovino.

Estas diferencias observadas tanto en la tabla 5 y figura 4, pueden deberse a que el
biofertilizante bovino presentdé una temperatura mas elevada 14.7 % superior al porcino,
en contraste el valor del pH del biofertilizante porcino fue por arriba del 10.3 % en
comparacioén con el bovino. Ademas, el biofertilizante bovino contiene mas PO4* que el
porcino, aunque este valor no es significativo estadisticamente. El biofertilizante porcino
contiene mas NHs* (88.9 %) en comparacion con el bovino, en este sentido (Morazan-
Nufiez, 2014) indican que cuando el valor del pH es acido la accion de la encima ureasa
es inhibida y por lo tanto no se forman compuestos como el amoniaco (precursor del
amonio). En este estudio el valor del pH en el biofertilizante porcino fue de 7.6, lo que
pudo favorecer que la concentracibn de amonio aumentara debido a que la encima
ureasa trabaja en condiciones de pH de 7-10. Contrario al biofertilizante bovino, su pH
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fue de 6.8, coincidiendo con una menor concentracion de NH4*. Por otro lado, Gutser et
al. (2005) mencionan que el contenido de amonio en los efluentes de la DA esta
relacionado con el contenido de nitrogeno (N) total de los estiércoles. En este sentido, los
biofertilizantes de materias primas con alta degradabilidad como los estiércoles de cerdo
gue son alimentados con una dieta alta en concentrados, se caracterizan por una alta
proporcion de NH4*: N total (Asmus et al., 1998 ; Pdtsch, 2005; Emmerling y Barton, 2007;
Fouda, 2011), en contraste, el estiércol de ganado bovino por su contenido de materias
primas fibrosas (pastos) dan lugar a una proporcion baja de NH4*: N total (Mdller y Muller,
2012).

El porcentaje de remocion de DQO en el proceso de la DA es muy importante, este
pardmetro indica la eficiencia en la transformacion de la materia organica durante el
proceso (Shirakawa, 2016). El porcentaje de eliminacién de la DQO en el sustrato bovino
fue de 59.2 % y en el porcino fue de 43.1 % (tabla 7), la eliminacién de la DQO depende
de la parte soluble de la materia organica que entra al proceso (Ferrer y Seco 2007). En
este sentido CONAGUA® (2016), menciona que la tecnologia de la DA es cominmente
utilizada para la remocion de la materia organica, con eficiencias de remociéon que van
del 40-90 % de la DQO y la cual dependera del tipo de reactor y del agua residual a tratar,
en este estudio los porcentajes de remocion de la DQO caen dentro de los rangos
descritos anteriormente. A pesar de que el proceso puede mejorarse para obtener una
mayor eliminacion de la DQO los resultados obtenidos cumplen con los limites maximos
permisibles segun la NOM-001-SEMARNAT-2017 para ser aplicados a los suelos.

Tabla 7. Porcentaje de eliminacién DQO de los sustratos bovino y porcino

Bovino Porcino
Entrada Salida Entrada Salida
DQO 21.2 a 86b 534 a 304 a

% ELIMINACION 59.2 43.1
DQO= demanda quimica de oxigeno

4.2 Caracteristicas microbioldgicas del estiércol y biofertilizante bovino y porcino.

En la tabla 8 y 9, se describen las UFC presentes en el sustrato bovino y porcino antes y
después de la DA. Se puede notar diferencia significativa (p<0.05) entre los resultados.

6 Comision Nacional del Agua
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Tabla 8. Parametros microbiolégicos del sustrato bovino antes y después de la DA

E. coli UFC mL™! O.CUFC mL1? Aerdéfilos UFC mL™1
EB 3688889 a 1466667 a 134801223 a
SB 11326 b 33390 b 1374161 a

O.C= otros coliformes. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente
(p<0.05).

Tabla 9. Pardmetros microbioldgicos del sustrato porcino antes y después de la DA

E.coli UFCmL1 O.CUFC mL1? Aeroéfilos UFC mL1
EP 6155556 a 3900000 a 59867611 a
SP 79209 b 107 b 5681469 a

O.C= otros coliformes. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes estadisticamente
(p<0.05).

Como puede apreciarse en las tablas anteriores existe una disminucion significativa de
las UFC de E.coli y O.C después del proceso de DA en los sustratos bovino y porcino.
No hubo diferencia significativa en las UFC aerdfilos de ambos sustratos, pero si se nota
una disminucién de estas bacterias después del proceso. En la figura 5 se observa la
formacion estadistica de cinco grupos, dos corresponden a los biofertilizantes (salidas) y
tres a las entradas (estiércol) de acuerdo a los resultados de la UFC.
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Figura 5. Andlisis de los resultados microbiano de los sustratos bovino y porcino.: EB=
entrada bovino, SB= salida bovino, EP= entrada porcino, SP= salida porcino, O.C= otros
coliformes, Aero= aerdfilos. Los circulos en color rosa representan los perfiles de
similaridad (SIMPROF basado en 999 permutaciones a un 95 % de confianza). Los
vectores corresponden a la correlacion de Pearson 0.7.

El porcentaje de eliminacion de las UFC de E.coli, O.C y aerofilos del sustrato bovino
después del proceso de DA fue de 99.8 %, 97.6 % y 98.9 % respectivamente. Y para el
sustrato porcino fue de 99 % (E. coli), 99.9 % (0.C) y 90.6 % (aerdfilos). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Coté et al. (2006) quienes mencionan que en los sistemas
mesofilos se obtiene una eliminacion eficiente entre los 25 y 35 dias. Los diferentes
estudios enfocados a patégenos microbianos indican que el estiércol de los animales
actian como reservorios de patégenos humanos, con potencial para contaminar los
recursos hidricos y representar un riesgo para la salud publica y animal (Pandey et al.,
2018), es por ello que la disminucion de los organismos patdgenos es importante, y como
se ha demostrado en este estudio, la aplicacion de la digestion anaerobia logra reducir
un gran numero de unidades formadoras de colonias de organismos patdgenos por lo
cual su implementacién como fertilizante puede no representar un riesgo sanitario, sin
embargo se recomienda la realizacion de un estudio mas detallado.
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4.3 Secuenciacion masiva de nueva generacion del gen 16S ARNr

Los resultados obtenidos de la secuenciacion masiva de las muestras de sustrato bovino
arrojaron un total de 34 654 lecturas en la muestra de entrada y 26 772 lecturas en la
muestra de salida, con lo cual se puede ver una disminucion de la poblacion microbiana
después del proceso. Las muestras correspondientes al estiércol porcino presentaron
inhibidores en la amplificacién de las secuencias, por lo cual hasta el momento no se ha
podido realizar su secuenciacion.

Se logro la identificacion a nivel de genero del 59.2 % del total de las lecturas de entrada
y un 66.3 % del total de las lecturas de salida. En la tabla 10 se presenta el porcentaje de
bacterias identificadas segun bibliografia como patégenas (etiol6gicas) y de bacterias con
potencial interés agricola. En dicha tabla se observa tanto el porcentaje correspondiente
a estas clasificaciones del total de las lecturas y el porcentaje total correspondiente a los
géneros identificados.

Tabla 10. Porcentaje de Bacterias patdgenas y de interés agricola presentes en el
estiércol y el biofertilizante bovino.

Total de lecturas* Géneros**
Bacterias Entrada Salida Entrada Salida
Patégenas 21.5 % 2.8 % 36.4 % 4.3 %
De interés agricola 1.28 % 1.0% 2.2 % 1.5%

* Con respecto al total de lectura
** Con respecto al total de géneros identificados

Después del proceso de la DA los organismos patégenos se reducen en un 86.8 %, en
cambio, los organismos de interés agricola solo se reducen en un 22 % lo que indica que
la mayor parte de estos se quedan en el biofertilizante. Esto sugiere que su aplicacion en
el suelo podria tener un impacto potencial en la microbiota de los suelos de cultivo en los
cuales se aplique el biofertilizante.

En la figura 6, se observan las bacterias presentes en el biofertilizante bovino, descritas
como benéficas en bibliografia, asi como el beneficio agronémico que se les atribuye.
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Figura 6. Bacterias de interés agricola. A Bacterias identificadas segun bibliografia de
interés agricola presentes en el biofertilizante a partir de excretas bovinas. B Funciones
benéficas que se les atribuye a las bacterias identificadas segun bibliografia.

Alfa et al. (2014) mencionan que los biofertilizantes suelen contener microorganismos
como Pseudomonas y Bacillus que son solubilizadores de fosfato y potencian sus
propiedades agronémicas. Lo que coincide con lo reportado en este estudio (figura 2),
ademas se encontraron bacterias del genero Azospirillum, Paenibacillus Rhizobium
Pantoea, Bacillus, Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Pandoraea, Pseudomonas, Serratia,
Stenotrophomonas, Beijerinckia, que se les atribuye la funcion de fitorregulacion, fijar
nitrégeno, controlar patdégenos y promover el crecimiento vegetal (Mehnaz y Lazarovits,
2006; Hipdlito-Romero et al., 2017; Creus, 2017). Estos microorganismos aceleran los
procesos microbianos en el suelo y aumentan la disponibilidad de nutrientes asimilables
por las plantas (Johansen et al., 2013).

4.4. Evaluacion agrondémica de los biofertilizantes en el cultivo de frijol

Loa resultados de la evaluacion agronomica de los biofertilizantes seleccionados en el
cultivo de frijol se presentan a continuacion.

Altura de la planta

En la tabla 11, se puede observar el comportamiento de la altura de la planta del frijol
durante el ciclo del cultivo. Existe diferencia significativa a los 19 y 26 dias DDS, pero
no hubo diferencia significativa a los 12 DDS vy al final del ciclo del cultivo.
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Tabla 11. Altura promedio de las plantas (cm) de frijol

12 DDS 19 DDS 26 DDS 34 DDS
T1 20.8 a 36.2 ab 50.9 ab 82.1a
T2 19.4 a 48.4 a 739 a 103.2 a
T3 18.7 a 34.4Db 57.1 ab 915a
T4 22.2a 31.2b 47.1b 87.3a

DDS= dias después de la siembra. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

En la primera medicion el promedio de la altura de las plantas de frijol en el T4 fue la mas
alta, aunque este valor no fue significativo, a partir de la segunda medicion se aprecia
qgue el T2 fue el que presentdé mayor altura promedio siendo significativa a los 19 y 26
DDS. En este sentido, Alfa et al. (2014) mencionan que los efluentes resultantes de la DA
contienen una gran diversidad de microorganismos que potencian sus propiedades
agronomicas, dentro de ese grupo se pueden encontrar bacterias fijadoras de nitrégeno
y solubilizadoras de fosforo. Como se puede observar en la figura 6, los microorganismos
benéficos encontrados en este estudio pudieron haber favorecido el crecimiento de las
plantas de frijol en el T2. EI T2 también contenia mayor cantidad de NH4*, que es la forma
en que las plantas toman el nitrdgeno (N) a través de las raices para ser usado en la
sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Jarauta, 2005) por lo que también pudo haber
contribuido a que las plantas de frijol fueran mas altas en comparacién a los otros
tratamientos.

Didmetro del tallo

En la tabla 12, se observan los valores promedio del diametro del tallo de las plantas de
frijol, no se observa diferencias significativas en las primeras tres mediciones, pero si a
los 34 DDS entre el testigo y los biofertilizantes.

Tabla 12. Diametro promedio del tallo (cm) de las plantas de frijol

12 DDS 19 DDS 26 DDS 34 DDS
T1 29a 35a 3.6a 3.8a
T2 3.1la 3.4a 3.6a 39a
T3 29a 34a 34a 3.6ab
T4 25a 34a 3.3a 3.3b

DDS= dias después de la siembra. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).
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Se puede observar que en la ultima medicion los biofertilizantes (T1 y T2) y el T4
presentan diferencias significativas, mientras que al compararlos con el T3 no
presentaron diferencia significativa, lo que infiere que el diametro del tallo con la
aplicacion de los biofertilizantes y el T3 se comportan de la misma manera, sin embargo
a pesar de no tener diferencia estadistica, se puede notar que este valor siempre es
mayor en aquellas plantas en donde se aplicaron los biofertilizantes, pudiéndose resaltar
Su impacto positivo como fertilizante para las plantas.

En la tabla 13, se presentan las variables correspondientes a la germinacion, floracion,

namero de vainas y numero de granos por vainas que presentaron las plantas con los
diferentes tratamientos.

Tabla 13. Variables de crecimiento vegetal

DDS
Germinacioén Floracién NVP NGV
T1 5 27 11 6
T2 6 30 12 6
T3 8 30 11 5
T4 8 30 8 6

DDS= dias después de siembra, NVP= nimero de vainas por planta, NGV= nimero de granos por vaina.

Se puede observar que las plantas que se encontraban en los tratamientos 1 y 2 fueron
las primeras en emerger, posteriormente emergieron las plantas del tratamiento 3 vy 4,
algo interesante que se observo es que a pesar de que el T2 germiné un dia después
gue el T1, las plantas del T2 tenian las hojas mas anchas, ademas las plantas con ambos
tratamientos se mantuvieron con mayor follaje en comparacion con las plantas del
tratamiento 3 Y 4. En cuanto a la floracién, se observé que las plantas con el T1
florecieron antes que los demas tratamientos. En cuanto al nUmero de vainas por plantas
el testigo fue quien presentd menor cantidad en esta variable, mientras que en el nimero
promedio de granos por vaina el T3 fue el de menor cantidad, mientras que el T4 el
tamafio de los granos fue menor en comparacién con los otros tratamientos, con estos
resultados podemos ver que la aplicacion de los biofertilizantes en el suelo favorece la
germinacion de las plantas de frijol y un mayor desarrollo foliar. Por lo que ambos
biofertilizantes demuestran que pueden tener potencial como fertilizante en los cultivos
agricolas. En este sentido Yu et al. (2010) afirman que los efluentes de la DA contienen
sustancias como fitohormonas, acidos nucleicos, vitaminas, etc., con el potencial de
promover el crecimiento de las plantas y aumentar la tolerancia al estrés bidtico y abiotico.
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En la tabla 14, se presentan los promedios de la tasa fotosintética y el contenido de
clorofila total del cultivo de frijol, los cuales fueron medidos a los 19, 29 y 41 dias después
de la siembra (DDS).

Tabla 14. Promedio de la tasa fotosintética y clorofila total de las plantas de frijol

Fotosintesis Fv/IFm Clorofila total
19 DDS 29 DDS 41 DDS 19 DDS 29 DDS 41 DDS
T1 0.799 a 0.823 a 0.795 b 216.09 a 266.06 a 206.44 b
T2 0.796 a 0.822 a 0.810 ab 22793 a 286.33 a 225.08 ab
T3 0.808 a 0.820 a 0.834 a 247.31 a 267.46 a 271.22 a
T4 0.795a 0.816 a 0.835a 237.77 a 274.07 a 280.09 a

DDS= dias después de la siembra. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

La relacion FV/Fm (fluorescencia variable y maxima) es utilizada como indicador de la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PS 1) de plantas expuestas a diferentes tipos de
estrés (Brestic y Ziv cak, 2013), en plantas sanas, los valores son cercanos a 0.750-0.850
(valores 6ptimos) una disminucion en este valor indica perdida de funcion fotosintética
(Salazar et al., 2016). En este estudio, el indice Fv/Fm estuvo entre 0.795-0.835, y se
encuentran dentro del intervalo tipico de las plantas desarrolladas en condiciones
naturales o sanas.

Se puede observar que no hubo diferencia en la tasa fotosintética a los 19 y 29 DDS entre
los tratamientos, sin embargo, se observa que a los 41 DDS el T1 presenta diferencia
significativa con los tratamientos 3 y 4. Este mismo comportamiento se puede observar
en el contenido total de clorofila. La variacion en la tasa fotosintética y el contenido de
clorofila total a los 41 DDS entre los tratamientos puede deberse a que las plantas con el
T1 se encontraba en la Ultima etapa de su ciclo vegetativo por haber emergido antes
(tablal3) que las demas plantas sometidas a los otros tratamientos, esto se relaciona con
la edad que presentan los tejidos de las hojas ya que el envejecimiento de estos hacen
gue las hojas cambien de color, lo que induce que este parametro sea mas bajo en
comparacion con las hojas mas jovenes que mantiene una pigmentacion uniforme. La
emergencia temprana de las plantas sometidas con el Tl pudo deberse a las
caracteristicas microbianas (figura 6) y contenido de nutrientes (tabla 1) que presenta el
biofertilizante bovino, ya que al contener bacterias promotoras del crecimiento vegetal y
solubilizadoras de fésforo asi como el aumento en el contenido de amonio y fosfatos
favorecié la disponibilidad de estos nutrientes para la planta en comparacién con los
tratamientos T3 Y T4 con los que tuvo diferencia significativa. Como puede observarse
en la tabla 15, todas las plantas crecieron en condicione homogéneas (pH y T°) por lo
cual nuevamente se resalta el papel importante que tienen los biofertilizantes al ser
aplicados a los cultivos.
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Tabla 15. Temperatura y pH del suelo durante el ciclo del cultivo

12 DDS 19 DDS 26 DDS 34 DDS

T pH T pH T pH T pH
T1 29a 5.3a 282a 49a 312a 45a 276a 5.1a
T2 29.6a 49a 276a 49a 30.6a 4.7a 28 a 6.1a
T3 288a 55a 276a 49a 316a 49a 278a 52a
T4 29a 48a 28.4a 49a 316a 52a 27a 4.8a

DDS= dias después de la siembra. Medias con literal distinta en la misma columna son diferentes
estadisticamente (p<0.05).

4.5. Analisis del potencial regenerativo del suelo

Los resultados del analisis de suelo tratado con los biofertilizantes y urea se presentan
en la figura 7. En ella se puede observar las diferencias por tipo de suelo (manejo
agroecologico y convencional)
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Figura 7. Analisis de Coordenadas Principales (PCO) segun manejo de suelo y
fertilizante. Las muestras estan estandarizadas, transformadas (raiz cuadrada) y
analizadas con una matriz de distancia euclidiana. Los circulos verdes representan los
perfiles de similaridad (SIMPROF basado en 999 permutaciones a un 95 % de confianza).
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Con el analisis de coordenadas principales representado de forma gréafica en la figura 7,
se explica el 85 % de la varianza con los dos primeros ejes. Con este gréfico, se puede
observar la separacién de dos grupos segun el tipo de suelo (manejo de suelo) y que no
hay diferencia significativa entre tratamientos eso se puede observar por los grupos
formados por el SIMPROF (circulos verdes). Estos resultados se pueden deber que la
aplicacion ha sido puntual y los incrementos que se obtuvieron en algunos nutrientes no
son estadisticamente diferentes, sin embargo, estos incrementos representan una
posible mejora a mediano o largo plazo. El analisis PCO de la tasa de cambio de los
tratamientos con respecto al testigo se observa en la figura 8. En ella, los resultados del
SIMPROF (test) indican que los cambios en los nutrientes del suelo (independiente del
tipo de manejo) de cada tratamiento es estadisticamente similar. Esto indica que los
biofertilizantes probados tienen la misma mejora que la urea en cuanto a enriquecimiento
del suelo para uso agricola. Esto resulta interesante considerando que en el tipo de suelo
convencional se suele usar la urea en todos los ciclos de cultivo; el productor es
dependiente de la adquisicion de este fertilizante sin representar una mejora en el suelo
a largo plazo. Estos resultados refuerzan la idea de un estudio a largo plazo con el uso
de los biofertilizantes y el impacto en los nutrientes en el suelo.
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Figura 8. Analisis de Coordenadas Principales (PCO) de la tasa de cambio de los
tratamientos con respecto al testigo. Las muestras estan estandarizadas, transformadas
(raiz cuadrada) y analizadas con una matriz de distancia euclidiana. El circulo en verde
representa el perfil de similaridad (SIMPROF basado en 999 permutaciones a un 95 %
de confianza).
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Los resultados obtenidos en los andlisis microbioldgicos se detallan en la figura 9. En ella
se puede apreciar que con el uso del biofertilizante bovino hay una disminucion
importante de los patdgenos, resaltando una eliminaciébn completa de E. coli en las
muestras. También hay un aumento de la poblacion microbiana de aerofilos, este
aumento tiende a igualar el total de bacterias analizadas con las presentes en el testigo.
Esto indica que el nUmero de bacterias en el suelo conservaron la abundancia total. Con
respecto al biofertilizante porcino, se presentaron menores cambios que en los otros
tratamientos, su disminucion fue 38 % de los coliformes totales, cuando los otros
tratamientos tienen una eliminacion de 71 % (biofertilizante bovino) y 100 % (urea); por
tanto, el cambio en los nutrientes y en los microorganismos analizados hacen que el T2
tenga una mayor distancia (euclideana) que el resto de los tratamientos. La urea presentd
una disminucién total de patdégenos, pero también una disminucién importante de
aerodfilos 45 %, frente al aumento de los microorganismos aerdfilos de los otros
tratamientos, 15 % (biofertilizante porcino) y 87 % (biofertilizante bovino), esto indica que
el tratamiento con urea no es la mejor opcion para promover un enriguecimiento
microbiano en el suelo. También se observa una correlacion directa entre el contenido de
K y biofertilizante porcino mientras es inversamente proporcional al tratamiento que
contiene urea. El Fe tiene correlacion directamente con el biofertilizante Porcino, mientras
gue el contenido de N-NO3 correlaciona inversamente al testigo y al biofertilizante bovino.
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Standardise Samples by Total
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 9. Analisis de Coordenadas Principales (PCO) del andlisis microbiolégico segun
tratamiento. Las muestras estdn estandarizadas, transformadas (raiz cuadrada) y
analizadas con una matriz de distancia euclidiana. Los circulos de colores representan
las abundancias relativas de las bacterias analizadas presentes; azul presencia de E.coli,
morado presencia de O.C y naranja poblacion aerdfila. Los vectores representan la
correlacion (0.7 mdltiple) con los nutrientes.

En la figura 10. Se observa los resultados del MDS con respecto a los analisis quimicos
del suelo antes y después del cultivo segun el tratamiento aplicado. Esos resultados
forman dos grupos estadisticamente diferenciados, uno conformado por el grupo antes
de siembra y el otro después de siembra. El andlisis de cada una de las variables
guimicas se pueden observar en las figuras, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20y 21.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise

Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 10. Resultados del estadistico nMDS de los andlisis de suelo antes de siembra y
después de cosecha del cultivo de frijol.

Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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OR. cultivo

Figura 11. Andlisis estadistico nMDS vy grafico de burbujas del contenido de fosforo (P-
Bray) en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de
cosecha del cultivo de frijol.
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Las burbujas de los gréficos de los analisis que representan valores negativos, se deben
a que los datos fueron estandarizados y normalizados por lo que el programa realiza
ajustes para su representacion.

En la figura 11, se puede observar que una disminucion del fosforo después de la
cosecha ya que el fosforo disponible fue aprovechado por la planta. En el suelo después
de la cosecha se mantiene una buena concentracion del fosforo con los tratamientos con
biofertilizante bovino y porcino.

Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

2D Stress: 0.06

TESTIGO. de cultivo

UREAIDe’ de cultivo
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B. PORCINO/Oigpuies de cultivo

TESTIGO/Despies de cul
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B. BOV\NOIE.es de cultivo

Figura 12. Andlisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de nitrégeno
(N-NO3) en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de
cosecha del cultivo de frijol.

En la figura 12 a diferencia de lo que se observé en la figura anterior vemos bastante
reduccion del contenido de nitrdgeno después de la cosecha; el testigo notoriamente fue
el que termino con menos concentracion de este elemento.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

2D Stress: 0.06
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Figura 13. Andlisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de potasio (K)
en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha del
cultivo de frijol.

En la figura 13 se observa que para el caso del potasio, hay disminucion de este nutriente
después de la cosecha. En el suelo después de la cosecha tratados con los
biofertilizantes, se observa una concentracién de potasio similar al testigo antes de
siembra.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 14. Andlisis estadistico nMDS vy grafico de burbujas del contenido de calcio (Ca)
en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha del
cultivo de frijol.

Para el analisis del contenido de calcio en los suelos antes de siembre y después de la
cosecha, se observa una disminucion en todos los tratamientos, esto puede deberse a
gue los suelos de la regidon son deficientes en este elemento.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

M

g

-1.6

-0.4
0.8
2

OR e cultivo
UR ultivo

2D Stress: 0.06

TESTlc. cultivo
B. EOV. cultivo

UREND.e cultivo

B. PORCINC‘S de cultivo
TESTIGO’[.S de cul

B. BOVINO.S de cultivo

Figura 15. Analisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de magnesio
(Mg) en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha

del cultivo de frijol.
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Normalise
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Figura 16. Analisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de manganeso
(Mn) en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha

del cultivo de frijol.
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Contrario a los resultados anteriores, en la figura 16 con respecto al Mn, se puede
observar que después de la cosecha el contenido de este nutriente aumenta en el suelo
tratado con biofertilizante porcino y con urea, mientras que para el tratamiento con

biofertilizante bovino y el tratamiento testigo disminuyo.

Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

Na 2D Stress: 0.06
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Figura 17. Andlisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de sodio (Na)
en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha del

cultivo de frijol.

En el caso del Na, lo éptimo es tener una concentracién baja, en el resultado del
analisis de este nutriente, existe una disminucion de este después de la cosecha en

todos los tratamientos.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 18. Analisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de azufre (S)
en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha del
cultivo de frijol.

En el tratamiento con biofertilizante bovino y el testigo, se observa que hubo un aumento
en la concentracion de S después de la cosecha, mientras que para el tratamiento con
biofertilizante porcino y urea disminuyo.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 19. Andlisis estadistico nMDS vy grafico de burbujas del contenido de boro (B) en
las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha del

cultivo de frijol.

Con respecto al contenido de B en los suelos analizados, se observa que este nutriente
fue consumido en gran medida, por ello después de la cosecha se observan

concentraciones minimas.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 20. Analisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de zinc (Zn)

en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después de cosecha

del cultivo de frijol.
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Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
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Figura 21. Analisis estadistico nMDS y grafico de burbujas del contenido de materia
organica (MO) en las muestras de suelo segun tratamiento antes de siembra y después

de cosecha del cultivo de frijol.

El contenido de materia organica presento un aumento en el suelo tratado con
biofertilizante porcino, mientras que existi6 una disminucion de este en los demas
tratamientos, como puede observarse en la figura.
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5. CONCLUSION

Se concluye que la implementacion de la digestion anaerobio para el tratamiento de las
excretas pecuarias es una adecuada opcién para la mitigacion de la liberacion del metano
entérico a la atmésfera. El tiempo de retenciéon celular de 30 dias establecido para los
biodigestores tipo Taiwan implementados en la Regién Frailesca, resulta adecuado para
la eliminacién eficiente (95 %) de agentes patdgenas presentes en las excretas
pecuarias. La caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de las excretas y
biofertilizantes bovino y porcino, resaltan que la implementacion de la tecnologia de
digestién anaerobia como tratamiento de las excretas bovina y porcina permite obtener
un biofertilizante con altas concentraciones de nutrientes como el el fosforo y amonio
facilmente asimilable para las plantas.

En base a los resultados de la secuenciacion del 16S ARNr en el estiércol bovino, el
proceso de digestion anaerobia tiene una eliminacion del 88.2 % de los patégenos que
entran con el sustrato, ademéas se encontraron bacterias benéficas que podrian ayudar
en el enriquecimiento de la diversidad microbiana del suelo y con ello una mejora de la
calidad a mediano y largo plazo.

De acuerdo al experimento en macetas, la respuesta del cultivo de frijol se vio favorecida
con la aplicacion de los biofertilizantes bovino y porcino, ya que las variables agronémicas
como germinacion, altura de planta, floracion, y numero de vainas en las plantas de frijol
cuarentano se vieron afectadas positivamente.

La cantidad de nutrientes, asi como el contenido de poblaciones de bacterias aerofilas y
de interés agricola presente en los biofertilizantes puede representar su uso potencial
como estrategia para los procesos de regeneracion de los suelos impactados por las
actividades agropecuarias. Ademas, el uso de los biofertilizantes a partir de excretas
pecuarios podria ser una opcién viable para sustituir fertilizantes de uso local que
beneficie a los productores rurales, y al mismo tiempo representa una estrategia potencial
en la regeneracion de los suelos impactados por las actividades agricolas.
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