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Organizacion de la Tesis

La presente tesis fue organizada en capitulos que analizan alternativas de
valorizacion de residuos organicos. Cuenta con una introduccion general,
hipotesis y objetivos del estudio y desarrolla diferentes enfoques relacionados,
los cuales se detallan a continuacion: caracterizar diferentes residuos
agroindustriales y determinar que propiedades tienen mayor relevancia para su
utilizacion como enmiendas organicas (Capitulo I); conocer la dinamica de
mineralizacion de diferentes residuos en suelos de diferentes caracteristicas
(Capitulo I1); evaluar diferentes transformaciones como formas de adecuacién
para utilizar residuos organicos como enmiendas (Capitulo IIl), evaluar la
obtencion de sustancias humicas de dichos residuos como una alternativa de
valorizacion de los mismos y su aplicacion al cultivo de trigo (Capitulo 1V)
Finalmente se presentan las principales contribuciones del estudio y las

consideraciones finales (Capitulo V).

Se comienza la tesis evaluando 17 residuos organicos, a partir de los cuales,
se van a ir seleccionando en funcion de la relevancia por su magnitud de
generacion en la region, volumen de generacion y de caracteristicas de interés
intrinsecas de los residuos. En el Anexo | (Tabla 23) se presenta un resumen

de los residuos estudiados en cada capitulo y en cada ensayo.
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RESUMEN

A nivel pais conviven diferentes sistemas productivos intensivos y extensivos
con actividades agroindustriales que generan gran cantidad de residuos
organicos (RO) de diferente origen, algunos de ellos de dificil manejo, los
cuales podrian utilizarse como enmiendas organicas (EO). La aplicacion
eficiente de los RO depende de muchos factores que estan interrelacionados,
como sus propiedades intrinsecas y las propiedades del suelo donde se aplica.
Por ello, la hipdtesis general fue: “la aplicacion eficiente y ambientalmente
segura de RO agroindustriales, requiere conocer las caracteristicas particulares
del producto a aplicar, las caracteristicas del suelo y la dindmica de los
cambios posteriores a la aplicacion, asi como los efectos sobre el desarrollo y
la nutricion del trigo”. El objetivo general fue estudiar diferentes RO
agroindustriales generados en el sudoeste bonaerense, su factibilidad de
reutilizacion y aplicacion al suelo, y su posterior efecto sobre el desarrollo y
nutricion del cultivo de trigo. Para ello, se caracterizaron 17 RO con diferente
grado de biotransformacion, para poder utilizarlos como EO. Se pudo
comprobar que la combinacion de analisis quimicos y espectrométricos otorgan
informacion relevante para entender el comportamiento de los RO al ser
aplicados al suelo. La dinamica de las transformaciones de las fracciones
organicas y la disponibilidad de macronutrientes depende de las caracteristicas
del RO, principalmente su relacion C:N y del tipo de suelo, mayormente dado
por su granulometria. Las biotransformaciones fueron uatiles para modificar a
nivel molecular la composicion del RO y asi aumentar su potencialidad de uso
como EO. Se observaron resultados positivos para el cultivo de trigo ante la
aplicacion de RO mas estables, identificados principalmente por una relacion
C:N menor a 38:1. Como otra alternativa de aprovechamiento, se posiciona la
extraccidon de sustancias humicas (SH) de los RO. Su aplicacion foliar en trigo
como bioestimulante mejor6 la produccion del cultivo en un afio con estrés
hidrico, donde la dosis tuvo mayor relevancia que la composicion de las SH

aplicadas.
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ABSTRACT

In the country, different intensive and extensive production systems coexist with
agro-industrial activities that generate a large amount of organic residues (OR)
of different origin, some of them difficult to manage, which could be used as
organic amendments (OA). The efficient application of OR depends on many
factors that are interrelated, such as its intrinsic properties and the properties of
the soil where it is applied. Therefore, the general hypothesis was: "the efficient
and environmentally safe application of agro-industrial OR requires knowing the
particular characteristics of the product to be applied, the characteristics of the
soil and the dynamics of the changes after the application, as well as the effects
on the development and nutrition of wheat. The general objective was to study
different agroindustrial OR generated in the southwestern of Buenos Aires, its
feasibility of reuse and application to the soil, and its subsequent effect on the
development and nutrition of the wheat crop. For this, 17 OR with different
degrees of biotransformations were characterized, in order to use them as OA.
It was possible to verify that the combination of chemical and spectrometric
analyzes provide relevant information to determine the behavior of OR when
applied to the soil. The dynamics of the transformations of the organic fractions
and the availability of macronutrients depend on the characteristics of the OR,
mainly its C:N ratio and the type of soil, mainly given by its granulometry.
Biotransformations were useful to modify the composition of OR at the
molecular level and thus increase its potential for use as OA. Positive results
were observed for the wheat crop when applying more stable OR, mainly
identified by a C:N ratio of less than 38:1. As another use alternative, the
extraction of humic substances (HS) from the OR is positioned. Its foliar
application in wheat as a biostimulant improved crop production in a year with
water stress, where the dose was more relevant than the composition of the HS

applied.
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Lista de abreviaturas

Al: alperujo

Bg: bagazo

Bo: borra

C: carbono

CA: cascarilla de arroz

CALen: cascarilla de arroz con Lentinula edodes
CAPle: cascarilla de arroz con Pleurotus ostreatus
CG: cascara de girasol

CGcm:  cascara de girasol compostada

CGGan: cascara de girasol con Ganoderma lucidum
CGPle: cascara de girasol con Pleurotus ostreatus
CGuUr: cascara de girasol ureolizada

CmEC: compost estiércol y cebolla

Co: carbono orgéanico

COM: carbono orgénico asociado a la fracciéon mineral
COPf: carbono organico particulado fino

COPg: carbono orgéanico particulado grueso

COT: carbono organico total
EPLC: lombricompuesto residuos sélidos urbanos
EO: enmiendas organicas

FT-IR: Espectroscopia Infrarrojo con Transformadas de Fourier

IC: indice de cosecha

IV: indice de verdor

k: tasa de mineralizacion

MO: materia organica

MOP: materia organica particulada

MS: materia seca

N: nitrégeno

No: nitrégeno potencialmente mineralizable

Ninorg.: nitrégeno inorgénico en forma de N-nitratos
Nma: mineralizacion aparente de N

Nmin: nitrdgeno mineralizado acumulado

N-NO;:  indice de mineralizacion N de nitrato

Nt: nitrégeno total

PA: paja de arroz
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INTRODUCCION GENERAL

Los suelos de los agroecosistemas deben ser considerados como el nucleo de
la sostenibilidad futura, de ahi el interés en mantener una buena salud y calidad
de los mismos. Las acciones antrépicas irracionales han promovido la pérdida
de materia organica (MO), reduciendo la fertilidad, alterando negativamente
diferentes propiedades del suelo, y también aumentando la erosion y el CO,
atmosférico. Es importante entender qué esta pasando con un recurso natural
como el suelo, como el manejo agricola impacta sobre sus procesos, y al
mismo tiempo, proponer alternativas de uso que mantengan tanto la calidad
ambiental, como su eficiencia productiva, es decir, alternativas sostenibles a
través de acciones viables y estrategias ambientalmente seguras (Reyes
Sanchez et al., 2022).

En Argentina la agricultura es de gran magnitud en términos econdémicos y
extension de areas cultivadas (Abril et al., 2005), concentrandose en la region
templada de la Pampa Humeda y extendiéndose hasta zonas mas fragiles
climaticamente, caracterizadas por precipitaciones escasas Yy una
estacionalidad marcada. La regidbn Pampeana es considerada una de las areas
de mejor aptitud en el mundo para la produccién agricola (Satorre & Slafer,
1999) y debido a esto, muchos de sus suelos fueron objeto del avance de la
agriculturizacién. Esta intensificacion ha ocasionado una disminucion del nivel
de MO del suelo, afectando tanto a la salud del suelo como a su biodiversidad
(Sainz Rozas et al., 2011; Duval et al., 2020).

Dentro de la regibn Pampeana, el sudoeste de la provincia de Buenos Aires
(SOB), comprende parte de las regiones semiarida y subhimeda seca, con
caracteristicas climaticas y edaficas que lo diferencian del resto de la Pampa
Humeda, siendo el cultivo de trigo (Triticum aestivum L.) la base de los
sistemas productivos en un amplio sector. Sus rendimientos estan
influenciados por las condiciones climaticas y las propiedades edéficas,
requiriendo un uso eficiente del agua y del nitrégeno (N) (Martinez, 2015;
Martinez et al., 2016). Esta regién se caracteriza por una gran variabilidad

climatica y escasez de precipitaciones factores que restringen la diversidad de
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cultivos y determinan un menor potencial de produccion, respecto a la region
pampeana central. La variabilidad climatica interanual, tipica del SOB, se debe
principalmente a la variacion de las precipitaciones, temperaturas, vientos y
humedad relativa (LOpez, 2017). Estas cualidades del SOB le confieren alta
fragilidad a sus agroecosistemas, con menor resiliencia y limitada sostenibilidad
de la agricultura (Schmidt y Amiotti, 2015). Bajo estas condiciones
edafocliméticas, los cambios de uso de la tierra y la aplicacién de practicas
tecnoldgicas inadecuadas, han repercutido negativamente sobre la calidad del
recurso suelo, agudizando los problemas derivados de las limitaciones
climaticas (Amiotti et al., 2012).

Las consecuencias ambientales y econdémicas de la degradacion del suelo
obligan a adoptar tecnologias y practicas de manejo para reducir o revertir
estos efectos nocivos. Una alternativa podria ser el uso de enmiendas
organicas (EO) y/o residuos en los agrosistemas, ya sea solos 0 en
combinacion con fertilizantes minerales (Mandal et al., 2007). Los suelos
degradados necesitan estrategias para reducir la erosion y remediar los efectos
de la degradacion. Suelos en zonas semiaridas tienen en general baja actividad
microbiana, bajos niveles de biomasa microbiana y bajo contenido de MO. Si
las caracteristicas de los suelos degradados se recuperan y mejoran con la
aplicacion de EO, el ciclo de nutrientes mejorara como asi también, su calidad
en general (Clark et al., 2007; Moisés et al., 2022b).

A su vez, las caracteristicas de esta region han llevado a que se desarrollen
sistemas intensivos y actividades que generan gran cantidad de residuos
organicos (RO), con la consecuente preocupacion por su destino final (Moisés
et. al., 2022b). Muchos de estos residuos son dificiles de descomponer, lo que
provoca contaminacion y problemas de salud. El manejo, tratamiento,
reutilizacion y/o disposicion final deberian ser parte del costo de produccion,
responsabilidad social y camino comun que se debe hacer para conservar el
ambiente (locoli, 2018). Es importante destacar que bajo condiciones
adecuadas de manejo, los RO constituyen un recurso agronémico de alto valor
como enmiendas y/o fertilizantes, ademas de reducir el riesgo de los efectos
ambientales negativos que produce su concentracion (Mazzarino, 1998). De

esta mandera convergen el aumento de la demanda de los consumidores por
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productos originados en sistemas de produccion sustentables, al mismo tiempo
gue se incrementa la necesidad de los productores y empresas por encontrar
soluciones técnicas y econdmicamente viables para el buen uso y/o
valorizacion de los residuos de sus sistemas productivos (Saval, 2012).

Entre los sistemas productivos del SOB existen mas de 12000 hectareas de
cultivo de cebolla (Allium cepa L.) con una produccién de 450000 Mg anuales,
dejando 70000 a 180000 Mg de descarte. La produccion pecuaria intensiva
aporta 190 Mg anuales de estiércol (Moisés et al., 2018). También se producen
54000 Mg anuales de cascara de girasol (Helianthus annuus L.) (Martinez et
al., 2020) y se estima una generacion de 3100 Mg de alperujo (Al) (Moisés et
al., 2018), residuo de la produccién olivicola, donde a través de la extraccion de
aceite de oliva por el método de dos fases, se genera alrededor de 850 kg de
Al por cada tonelada de aceituna procesada (Monetta, 2014). Dentro de estos
residuos, es importante destacar, que el uso inadecuado de estiércol animal,
puede generar un aumento de la salinidad, exceso de amoniaco (origen
avicola), presencia de metales pesados o contaminantes emergentes derivados
de antibidticos en cerdos y aumento en la presencia de patégenos (Reyes
Sanchez et al., 2022). Las cascaras de girasol (CG) de la industria del aceite
son dificiles de descomponer debido a su alto contenido y calidad de lignina
(alta relacion C:N= 72:1) (Curvetto et al., 2005). El Al es un producto semisolido
de textura pastosa y fuerte olor formado por restos de pulpa, piel, carozo
triturado y agua de los tejidos vegetales (Alurralde et al., 2021), que se
caracteriza por su elevado contenido de compuestos orgénicos (principalmente
compuestos fendlicos) que provocan fitotoxicidad (Morillo et al.,, 2009).
Ademas, presenta un contenido graso del 3 al 9%, niveles considerables de
MO, potasio y micronutrientes, bajo contenido de nitrégeno (N), elevada
relacion C:N y elevado contenido de lignina, acidos grasos y sustancias
fendlicas (Toscano & Montemurro, 2012; Alurralde et al., 2021).

Segun Reyes Sanchez et al. (2022), una importante estrategia para suelos
agricolas degradados y con baja fertilidad, es el uso de EO, considerandolo un
factor clave dentro de un manejo adecuado para aumentar la productividad y
diversidad del suelo. Estas EO pueden considerarse fuentes alternativas de

MO para los suelos, sin embargo, el comportamiento de las fuentes organicas
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exdgena y su capacidad para influir en la generacion de MO estable en los
suelos dependera fundamentalmente de su calidad, el suelo receptor, el
manejo del cultivo y el clima (Reyes Sanchez et al., 2022).

La aplicacion de organicos al suelo puede tener dos finalidades, por un lado
aumentar los contenidos nutricionales del suelo (teniendo en cuenta que los
nutrientes se aportan gradualmente, dependiendo de la mineralizacion de la
MO) vy, por otro lado, mejorar la salud del suelo en general, aumentando el
contenido de carbono (C) y logrando mejoras consolidadas de manera mas
lenta, en las propiedades fisicas, quimicas y/o biolégicas (Hernandez et al.,
2018). Por lo tanto, es necesario que la MO exdgena que se aporta a los suelos
sea de calidad. Esto significa que el material que se aplique al suelo debe estar
higiénicamente sano (sin  microorganismos patdégenos), sin contenido
problematico de metales pesados, salinidad u otros contaminantes emergentes
de origen antropico y con una aceptable estabilidad. Se deben mantener
criterios de sostenibilidad, y para ello, la calidad de los materiales organicos
utilizados como enmiendas es fundamental (Reyes Sanchez et al., 2022).

La estabilidad y madurez de la EO son dos factores importantes a considerar
para el éxito en la recuperacion de suelos degradados. Para las EO, el término
estabilidad esta relacionado con la tasa de degradacion de su MO, mientras
que el término madurez se refiere a la descomposicion de compuestos

organicos potencialmente fitotoxicos (Larney & Angers, 2012).

Biotransformaciéon como adecuacion de residuos organicos para su uso
como enmiendas organicas

Una alternativa para aprovechar los RO es la biotransformaciéon (Rajkhowa et
al., 2019). Los métodos de biotransformacion evaluados en esta tesis fueron el

compostaje y el uso de hongos lignoceluliticos.

i Compostaje

Segun Roman et al. (2013) es posible interpretar el compostaje como la
sumatoria de procesos metabdlicos complejos realizados por diferentes
microorganismos que, en presencia de oxigeno, aprovechan el N y el C

presentes para producir su propia biomasa. En este proceso los
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microorganismos generan calor y un sustrato solido, con menos C y N, pero
mas estable, denominado compost. Al descomponer el C, el N y toda la MO
inicial, los microorganismos desprenden calor medible a través de las
variaciones de temperatura a lo largo del tiempo. Mazzarino & Satti (2012) por
su parte, definen el compostaje como un proceso bio-oxidativo controlado que
involucra un sustrato organico heterogéneo, una etapa termofilica de reduccion
de patogenos y semillas de malezas, y una etapa de maduracion de
degradacion de sustancias fitotoxicas, que finaliza en un producto inocuo,

estable y maduro.

ii. Hongos lignoceluliticos

El proceso bioldgico de cultivo de hongos en sustratos acondicionados se
conoce técnicamente como fermentacion en estado solido (FES). Este tipo de
hongos, a través de su sistema enzimatico compuesto principalmente por
celulasas, xilanasas, ligninasas, peroxidasa, lacasas y manganeso peroxidasa
(Atila, F., 2019), son capaces de degradar, hemicelulosa, celulosa y lignina, en
compuestos solubles de menor peso molecular, para ser absorbidos por las
hifas fuangicas (Lim et al., 2013). Es un metabolismo descomponedor de tipo
primario, donde el sustrato incial se descontamina (por pasteurizacion por
vapor de agua, inmersibn en agua caliente, alcalinizacibn o uso de
desinfectantes), de manera de favorecer el desarrollo del hongo que se inocula
(Ballardo Matos, 2016). Sin embargo, no se asegura la inocuidad del sustrato
residual, incluso, en este tipo de sustratos provenientes de residuos
agroindustriales hay que evaluar la posible persistencia de patdégenos
vegetales, como el hongo Sclerotinia sclerotiorum, presente en la cascara de
girasol (Escande et al., 2002; Lopez-Castro et al., 2008). La FES es eficiente
para el crecimiento de microorganismos cuando es necesario utilizar grandes
cantidades de biomasa, ya que tiene la particularidad de que el sustrato es
también la matriz donde crecen los microorganismos (Woiciechowski et al.,
2014). La calidad del sustrato inicial antes de la inoculaciéon con hongos difiere
completamente del sustrato después de la degradacion. Por lo tanto, la
implementacion de estos hongos es util para residuos lignoceluliticos, ya que la

produccion de FES y basidiomas juntos generan cambios importantes en el
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sustrato, como una reduccion en la densidad y los espacios intersticiales, una
reduccion en el contenido de lignina y carbohidratos, mientras que otros
procesos bioldégicos como la mineralizacion aumentan (Postemsky y Lopez
Castro, 2016).

Problematica planteada

La pérdida de MO y el deterioro de la salud de los suelos, producto de las
practicas llevadas a cabo en las ultimas décadas, sumado a la creciente
generacion de RO agroindustriales en la region, sin un plan de gestién acorde,
requieren de un nuevo enfoque integral en la forma de producir. Para esto, es
indispensable conocer la composicién elemental y estructural de los residuos,
asi como la dinAmica que establecen los mismos con la matriz de los diferentes
suelos caracteristicos del SOB al ser aplicados, y el efecto especifico sobre el
cultivo de trigo. De esta forma, la utilizacion de RO de manera eficiente,
ambientalmente segura, con dosis y momentos 6ptimos de aplicacién, permitira
cerrar los ciclos biogeoquimicos en los suelos, iniciando un camino de
recuperacion de la salud de los mismos, sosteniendo la capacidad del sistema

productivo.

Hipotesis general

La aplicacion eficiente y ambientalmente segura de RO agroindustriales,
requiere conocer las caracteristicas particulares del producto a aplicar, las
caracteristicas del suelo y la dinAmica de los cambios posteriores a la

aplicacioén, asi como los efectos sobre el desarrollo y la nutricion del trigo.

Objetivo general
El objetivo general fue estudiar diferentes RO agroindustriales generados en el
SOB, su factibilidad de reutilizacion y aplicacion al suelo, y su posterior efecto

sobre el desarrollo y nutricién del cultivo de trigo.



19

Objetivos especificos:

Caracterizar RO de diverso origen y bajo diferentes biotransformaciones
a través de metodologias quimicas y espectrométricas para verificar su
potencial uso como EO.

Evaluar la variacion de la dinamica del C, N y fésforo (P) en suelos
representativos del SOB debido a la aplicacion de diversos residuos con
diferente grado de biotransformacion.

Evaluar el efecto de diferentes biotransformaciones sobre las
caracteristicas de la CG y como repercuten esos cambios en la
produccion de trigo utilizando propiedades quimicas y espectrométricas.
Evaluar quimica y espectrométricamente sustancias hamicas extraidas
de diferentes residuos agroindustriales con diferentes extractantes y su

impacto sobre el cultivo de trigo luego de su aplicacion foliar.
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Capitulo |

Caracterizacion quimicay espectromeétrica
de residuos agroindustriales para su
potencial uso como enmiendas organicas

Parte de este capitulo fue publicado en la revista Ciencia del Suelo 40 (2022)
227-236. “Caracterizacion quimica y espectrométrica de residuos

agroindustriales para su potencial uso como enmiendas organicas”.
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INTRODUCCION

A nivel pais conviven diferentes sistemas productivos intensivos y extensivos
con actividades agroindustriales que generan gran cantidad de RO de diferente
origen (Moisés et al.,, 2022b), algunos de ellos de dificil manejo, los cuales
podrian utilizarse como enmiendas organica (EO), definiendo EO como
cualquier material de origen animal o vegetal que puede ser adicionado al suelo
para mejorar sus propiedades fisicas y/o quimicas (Abassi & Khizar, 2012). La
aplicacion de materiales organicos como enmienda a los suelos agricolas es
beneficioso para la produccion de cultivos y también para mantener y/o mejorar
la calidad del suelo (Van Heerden et al., 2002). Las caracteristicas quimicas de
las EO varian, principalmente por el material original, y también por el tipo y
tiempo de procesamiento (Campitelli & Ceppi, 2008) y por lo tanto, las EO
constituyen una combinacién de un sinnimero de compuestos con diferente
complejidad y grado de asociacion (locoli, 2018). Segun Urra et al. (2019), el
uso de EO en la agricultura constituye una practica comun y una estrategia util
para mejorar la fertilidad, sanidad y productividad edafica de los suelos, de
forma racional y de manera ambientalmente adecuada, como también
favorecer su biodiversidad. Ademas, la reutilizacion de RO supone un doble
efecto para el ambiente; ya que disminuye la presencia de éstos en el medio y
al mismo tiempo su aplicacién al suelo mejora las condiciones edaficas (Abassi
& Khizar, 2012), por ejemplo incrementando el nivel de MO del suelo (Brown &
Leonard, 2004; Tian et al., 2009). Sin embargo, es importante considerar que la
aplicacion de EO puede generar también algunos efectos negativos sobre el
ambiente, tales como inmovilizacion de N por parte de microorganismos
(Bernal et al., 1998), acumulacion de sustancias fitotoxicas para germinacion
de semillas (De Bertoldi & Zucconi, 1987), eutrofizacién de cursos de agua,
incrementos en la conductividad eléctrica (Clark et al., 2007), entre otros. La
gran variabilidad que presentan estos materiales, junto a la falta de informacion
sobre sus caracteristicas fisicoquimicas, plantea la necesidad de conocer en
detalle cada material antes de su aplicacion al suelo (Barbazan et al., 2011).
Caracterizar en profundidad los RO permitira definir la potencialidad de los

mismos como EO y ayudara a conseguir mayor entendimiento sobre sus
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efectos sobre la calidad edéfica y ambiental (Martinez, 1996; Barbazan et al.,
2011).

El reciclado de nutrientes en los agroecosistemas depende de la
biodegradabilidad de la MO que los conforma, siendo los carbohidratos simples
y los aminoacidos los que mas rapidamente se degradan, mientras que las
macromoléculas requieren largos periodos de descomposicién (Stevenson,
1986). Sin embargo, ninguna variable en forma aislada permite estimar la
biodegradabilidad, siendo necesario conocer varios parametros como
contenido de C, N, celulosa, hemicelulosa y lignina, aminoacidos, proteinas y
acidos fenolicos (Cheng et al., 2003; locoli, 2018). Por otro lado, varios autores
han demostrado que el estudio y comprensiébn de la estructura de las
sustancias humicas (SH) extraidas de estos residuos a través de técnicas
espectrales como la espectroscopia UV-vis (Burgess & Thomas, 2007; locoli et
al., 2017), permite entender mas profundamente su calidad y estabilidad,
parametros que resultan esenciales para conocer el efecto del residuo sobre el
suelo y la planta (Zambrano et al.,, 2011). Las relaciones de absorbancia a
ciertas longitudes de onda han sido consideradas como parametros
espectroscopicos de utilidad para la caracterizacién del material organico en
relacion al peso molecular, polaridad y grado de humificacion (Waldrip et al.,
2014). Por su parte, la espectroscopia infrarroja puede identificar grupos
funcionales, siendo una herramienta util para estudiar la naturaleza, la
reactividad y la disposicidon estructural de los componentes (Hou et al., 2018).
Se trata de una técnica muy eficaz, aunque su informaciéon es basicamente
cualitativa, y ha sido exitosa en el estudio de los procesos de degradacion de

material organico y mineralizacion (Chefetz et al., 1996).

Hipotesis
El conocimiento de las propiedades quimicas y espectrométricas de los
materiales organicos otorga informacion util para predecir su biodregradabilidad

y su efecto sobre la calidad del suelo, para ser utilizados como EO.
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Objetivos
)] Caracterizar RO de diverso origen y bajo diferentes
biotransformaciones a través de metodologias quimicas y
espectrométricas;
1)) Verificar si estos residuos, considerando su variabilidad y

diversidad de origen, pueden comportarse de forma similar en
base a sus propiedades para facilitar su potencial uso como
EO.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron de forma quimica y espectrométrica varios materiales organicos
provenientes de diversas actividades agropecuarias a nivel nacional de
diferentes origenes y grados de transformacion:

. Céscara Girasol (CG) cascara de girasol sin modificar, proveniente de la
industria aceitera de Bahia Blanca,;

. Céscara Girasol Compostada (CGCm) obtenida de un compost realizado
con CG y estiércol ovino durante 5 meses;

. Céscara Girasol con Pleurotus (CGPle) proveniente del sustrato residual
de la produccion del hongo comestible Pleurotus ostreatus;

. Céscara Girasol con Ganoderma (CGGan) proveniente del sustrato
residual de la produccion del hongo medicinal Ganoderma lucidum;

. Céscara Girasol Ureolizada (CGUr) corresponde a CG colocada en silo
bolsa con agregado de urea durante 3 meses segun la metodologia propuesta
por Postemsky et al. (2017a);

. Paja de Arroz (PA);

. Paja de Arroz con Pleurotus (PAPIe) proveniente del sustrato residual de
la produccién del hongo comestible P. ostreatus;

. Paja de Arroz con Ganoderma (PAGan) proveniente del sustrato residual
de la produccion del hongo medicinal G. lucidum;

. Paja de Arroz con Lentinula (PALen) proveniente del sustrato residual de
la produccién del hongo Lentinula edodes;

. Cascarilla de Arroz (CA);
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. Cascarilla de Arroz con Pleurotus (CAPle) proveniente del sustrato
residual de la produccion del hongo comestible P. ostreatus;

. Cascarilla de Arroz con Lentinula (CALen) proveniente del sustrato
residual de la produccion del hongo L. edodes;

. Bagazo (Bg) proveniente del residuo de la malta luego del proceso de

maceracion durante la elaboracion cerveza artesanal;

. Borra (Bo) derivada del proceso de filtracion de la obtencion de aceite de
soja;
. Alperujo (Al) estabilizado a campo, correspondiente al residuo de la

obtencion de aceite de oliva;

. Residuos sélidos urbanos (EPLC) biotransformados por la accion de
lombrices californianas y compostaje;

. Compost de estiercol bovino y residuos de la produccion de cebolla
(CmEC).

Caracterizacion quimica

Para su caracterizacion quimica, todos los residuos fueron secados en estufa a
60°C por 48 horas y molidos con malla de 1 mm de diametro. Se realizaron las
siguientes determinaciones quimicas: MO a través del método calcinacion en
mufla a 550° por 4 h (Martinez et al., 2017b), C orgéanico total (COT) por
analizador automatico Leco Truspec (Leco Corporation, St Joseph, MI), N total
(Nt) mediante el método semi-micro Kjeldahl (Bremner, 1996), pH vy
conductividad eléctrica (CE) por método 1+5 v/v (Béarbaro et al., 2011), fésforo
(P) total, mediante digestion humeda (acido nitrico y perclérico 2:1) con

posterior determinacién por espectrometria de emision por plasma.

Caracterizacion espectromeétrica

Se extrajeron las SH de cada residuo mediante la metodologia establecida por
la Sociedad Internacional de Sustancias Humicas (IHSS) utilizando KOH 0,1M
como extractante. Las SH extraidas de los materiales organicos se sometieron
a un barrido espectroscopico a 18 longitudes de onda entre 190 y 665 nm con
un espectrofotometro UV-Visible T60 PG instruments. Las muestras se

diluyeron en agua destilada desde 1:20 hasta 1:100 de acuerdo a la
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concentracion del tratamiento, para obtener un barrido espectroscopico
completo, sin saturacion de la sefial. Se calcularon los coeficientes de
absorcion E2/E4 (Shirshova et al., 2006), E2/E6 (Ukalska Jaruga et al., 2021) y
E4/E6 (Chen et al., 1977; Albrecht et al., 2011), considerando una relacion de
absorbancia de 254 a 465 nm, 254 a 665 nm y 465 a 665 nm, respectivamente.
Finalmente, se seleccionaron tres residuos para evaluar las posibles
diferencias estructurales/funcionales mediante la técnica de Espectroscopia
Infrarrojo con Transformadas de Fourier (FT-IR). Se realizaron espectros dentro
del rango infrarrojo medio (4000 — 400 cm™) con 64 escanes de barridoy 8 cm™
con un espectrometro Nicolet iS50 FT-IR Thermo Scientific. Las muestras
sélidas se prepararon como pastillas de bromuro de potasio Merck Uvasol al

1% (1,8 mg de muestra seca en 180 mg de KBr).

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de conglomerados para agrupar los residuos semejantes
en funcion de sus propiedades quimicas (pH, CE, MO, C:N, COT, N, P) y
espectrométricas (E2/E6, E4/6, E2/E4) mas relevantes para su potencial uso
como enmiendas organicas, teniendo en cuenta la distancia de Ward. EIl corte
del grado de agrupamiento de los sitios de realiz6 en el 50% de la distancia
total (Balzarini et al., 2008). Para determinar que variables tuvieron mas
relevancia en los resultados de conglomerados, se llevé a cabo un analisis
multivariado de componentes principales (ACP) para agrupar las variables
evaluadas en CP. En este analisis se utilizé a los diferentes residuos como
variable de clasificacion. Fueron retenidos todos los CP con autovalores >1,
debido a que permiten explicar la varianza de manera correcta. Luego, se
analizaron las variables mas importantes que afectaron los CP por el analisis
de la varianza (ANAVA) para cada grupo de residuos. Los analisis estadisticos

se realizaron con el software informatico Infostat (Di Rienzo et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se detallan los resultados del analisis quimico y espectrométrico
de los RO evaluados.
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Tabla 1. Caracterizacion quimica y espectrométrica de los materiales estudiados.

CE MO COT Nt P
RESIDUO H ) - C:N ) E2/E6 E4/E6 E2/E4
P (dS m™) (g kg (g kg™
CG 5,6+0,23 1,6+0,18 9579 617 7,83x1,2 78,8 0,6 30,7 3,5 8,8

CGCm 7,6+£0,22 2,8+0,25 775,7 522 22,3t25 234 5,6 136,6 7,8 17,5

CG Ple 5,3+t0,3 4,8+0,15 878,6 569 11,0+2,3 51,7 0,7 3176 86 36,9

CG Gan 4,5+0,38 1,9+0,05 7335 434 12,816 33,9 0,6 463,0 11,5 40,3

CG Ur 5,2£0,53 1,4+0,27 959,1 637 20,4+2,7 31,3 0,4 33,2 4,2 7,9

CA 5,9+0,75 1,3x0,35 8134 449 12,4453 36,2 1,4 48,2 4,6 10,5

CA Ple 54+0,3 3,0x0,25 6124 367 11,72 31,4 1,3 818,0 12,5 654

CA Len 5,4+0,28 6,7¢0,6 734,8 390 12,7+10,1 30,7 4,5 150,6 5,3 284

PA 8,6+0,44 0,8+0,03 7119 381 10,8+1 35,3 0,2 65,2 5,2 12,6

PA Ple 5,7£0,27 3,6+0,38 845,6 504 12,7+#3,3 39,8 3,7 5449 8,0 68,1

PA Gan 5,2+0,45 1,7+0,23 736,1 443 11,5£1,7 38,5 1,2 2546 74 34,3

PA Len 5,0+0,25 3,5#0,12 740,12 410 18,8+4,8 21,8 1,2 2400 8,7 27,5

Al 5,4+0,25 8,7+0,2 947,3 756 11,1+£2 68,4 19 11,5 1,8 6,3

CmEC 8,6+0,44 45+0,17 3189 177 15,8+1,4 11,2 6,1 150,6 9,8 15,4

EPLC 7,9+0,35 3,4+0,27 268,55 186 18,1+0,9 10,2 4,7 69,8 7,4 9,4

Bg 5,1+0,2 8,1+0,45 961,7 450 28,2+15 16,0 3,5 27,0 3,0 9,1

Bo 6,9+0,45 2,4+40,3 946,8 526 25+1,7 21,0 10,0 168,7 3,3 51,3
Cascara girasol (CG); cascara girasol compostada (CGCm); cascara girasol con Pleurotus (CGPle); cascara girasol con Ganoderma (CGGan);
cascara girasol ureolizada (CGUr); cascarilla arroz (CA); cascarilla arroz con Pleurotus (CAPle); cascarilla arroz con Lentinula (CALen); paja
arroz (PA); paja arroz con Pleurotus (PA Ple); paja arroz con Ganoderma (PAGan); paja arroz con Lentinula (PALen); alperujo (Al); compost
estiércol bovino con residuo de produccion de cebolla (CmEC); lombricompost RSU (EPLC); bagazo (Bg); borra (Bo). Conductividad eléctrica
(CE); materia organica (MO); carbono organico total (COT); nitrogeno total (Nt); fésforo total (P); E2/E6 relacién entre los valores de
absorbancia a 254 y 665 nm; E4/E6 relacién entre los valores de absorbancia a 465 y 665 nm; E2/E4 relacion entre los valores de absorbancia
a 254 y 465 nm.
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En la actualidad existen criterios estandarizados utilizados por la Unién
Europea (UE) (Decision 2001/688/EC) en los cuales se estipulan los requisitos
que deben reunir los residuos o materiales organicos utilizados como EO, con
criterio precautorio en materia ambiental. En Argentina, la Resolucion 264/2011
de SENASA es la que regula las propiedades de los fertilizantes, compost y
enmiendas para su registro. Sin embargo, al hablar de EO, resulta mas
adecuado el empleo de criterios agronémicos (Ansorena et al., 2015).

La CE es uno de los parametros quimicos mas importantes como indicador de
calidad de EO. Segun Lasaridi (2006), el nivel considerado tolerable por plantas
de sensibilidad media es de 2,5 dS m™. Segun la normativa de SENASA, el
valor critico de CE como producto es 4 dS m™. Los residuos CGGan, CAPle,
PAPle, PALen, EPLC mostraron valores entre 2,5 y 4 dS m™ (Tabla 1). Por
fuera de los rangos de SENASA, quedaron CGPle, CALen, Al, CmEC y Bg,
mientras que el resto de los materiales no tendrian limitaciones. Por su parte,
los valores de pH fueron en su mayoria levemente acidos, halldndose por
debajo del rango de 6,0-8,5 recomendado para el crecimiento de las plantas
(Hogg et al., 2002). Solo los residuos CG, EPLC y Bo estuvieron dentro del
rango 6ptimo, mientras que los valores de PA y CmEC fueron levemente
superiores (pH=8,6). Si tomamos la normativa del SENASA, que presenta
como limite inferior 5, solo la CGGan quedaria por debajo del valor de
referencia. En cuanto al nivel de MO, todos los residuos analizados quedan
dentro de los parametros recomendados por la UE (mayor a 25%). Se
observaron contenidos elevados de COT (entre 177 g kg™ y 756 g kg™),
conforme el criterio utilizado por la UE, segun el cual los residuos utilizados
deberian tener valores mayores a 200 g COT kg™, todos presentaron valores
superiores, salvo por el CmEC (177 g kg) y EPLC (186 g kg™). Por su parte, el
Nt presentd gran variabilidad, con valores situados dentro del rango de
referencia (10-20 g kg™) sugerido por Alexander (1994), salvo por la CG (7,8 g
kg™) que fue inferior al rango, y por encima del limite superior, Bg (28,2 g kg™),
Bo (25 g kg™), CGUr (20,4 g kg?) y CGCm (22,3 g kg™). La relacién C:N,
vinculada con la tasa de descomposicion de los RO (Heal et al., 1997) también

presento gran variabilidad, encontrandose valores entre 10 y 79 de acuerdo al
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tipo de residuo y principalmente de transformacion, donde los valores mas altos
corresponden a residuos sin modificar y los mas bajos, a los compost.

Por otra parte, la relacion E2/E4 evidencia la interaccion entre la estructura
hidrocarbonada de dobles enlaces conjugados y los grupos auxocromos (locoli
et al., 2017). Si se halla en el rango de 2,1 y 14,5, indica que hay una alta
densidad de CO con alto grado de conjugacion, y un menor contenido en
oxigeno y N (Chen et al., 2002). Los residuos que se encontraron dentro de ese
rango fueron CG, CGUr, CA, PA, AL, EPLC y Bg, el resto todos por encima del
limite superior. La relacion E4/E6 indica la presencia de estructuras altamente
conjugadas, capaces de absorcidon incluso en la region visible del espectro
electromagnético (He et al.,, 2009). Los valores mas altos de esta relacion
podrian atribuirse a una disminucién en la absorcion dentro del rango de
frecuencia entre 500 y 800 nm de longitud de onda. Esto se produce por la
presencia de moléculas en las que no existe una conjugacion extensa (locoli et
al., 2017). Valores menores en la relacion E4/E6 infieren un aumento del
tamafio molecular y una disminucién en la proporcion de acidos carboxilicos
(Heymann et al., 2005). En los residuos estudiados, los menores valores se
observaron en los que no han sido sometidos a un proceso de
biotransformacion que modifique sus estructuras moleculares, a moléculas de
mayor peso molecular o a mayor presencia de moléculas aromaticas (Waldrip
et al., 2014; Tan, 2003), como son CG, CGUr, CA, Al, Bg, Bo. Por su parte,
valores altos de la relacion E2/E6 podrian indicar la presencia de una alta
proporcién de estructuras de lignina sin transformacién y probablemente
compuestos aromaticos del micelio de hongos, como ergoesteroles, donde los
mayores indices se encontraron en los residuos biotransformados por hongos,
CAPle (818), CGPle (317), CGGan (463), PAPle (545), PAGan (255) y PALen
(240); mientras que valores menores podrian indicar un mayor grado de
sustitucion de enlaces multiples (Ukalska Jaruga et al., 2021).

La alta variabilidad entre los materiales (Tabla 1) hace necesario determinar la
forma mas eficiente de realizar una caracterizacion del material a utilizar previo
a su aplicacion, de manera de poder estimar el comportamiento del mismo en
el suelo y su efecto sobre el cultivo. El analisis de conglomerados mediante las

propiedades evaluadas permitié identificar cuatro grupos de residuos (Figura
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1). El grupo A, o no transformados, conformado por CG y Al, dos materiales
que no han tenido un proceso de biotransformacion, donde se destaca en
ambos la elevada relacion C:N (>68). El grupo B o semitransformados,
conformado por cuatro materiales que han sido sometidos a procesos de
transformaciéon incompletos, tales como Bo y Bg, ambos con modificaciones
producto del proceso industrializado del cual provienen, pero sin cambios en
sus propiedades originales. El caso particular de CGUr, su caracterizacion
espectrométrica permite inferir que no sucedieron transformaciones
importantes en su composicion molecular durante la uredlisis, siendo la
modificacién en la relacion C:N netamente efecto del agregado de N del
fertilizante de sintesis industrial (urea). Por su parte, la caracterizacion de la
CGCm, habla de un proceso de compostaje que no fue completo, es decir, de
un compost inmaduro. El grupo C o biotransformados por hongos, reune la
mayor cantidad de materiales (9) donde se encuentran todos los que tuvieron
biotransformaciones mediadas por hongos, ademas de la PA y CA, ambos sin
transformar, vinculadas a dicho grupo por sus relaciones C:N (35,3 y 36,2
respectivamente). Por dltimo, el grupo D o maduros, donde se encuentran
CmEC y EPLC que por sus caracteristicas, principalmente su relacién C:N,

COT y los indices espectrométricos, se consideran maduros o estabilizados.
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Figura 1. Dendograma de similaridad de los residuos segun propiedades
guimicas y espectrométricas evaluadas mediante distancia de Ward. Cascara
girasol (CG); cascara girasol compostada (CGCm); cascara girasol con
Pleurotus (CGPIle); cascara girasol con Ganoderma (CGGan); cascara girasol
ureolizada (CGUr); cascarilla arroz (CA); cascarilla arroz con Pleurotus
(CAPIe); cascarilla arroz con Lentinula (CALen); paja arroz (PA); paja arroz con
Pleurotus (PA Ple); paja arroz con Ganoderma (PAGan); paja arroz con
Lentinula (PALen); alperujo (Al); compost estiércol bovino con residuo de
produccion de cebolla (CmEC); lombricompost RSU (EPLC); bagazo (Bg);
borra (Bo).

Para conocer en detalle qué propiedades tuvieron mayor relevancia en el
agrupamiento, se realiz6 un ACP, donde se determind que las variables mas
relevantes fueron COT, MO, C:N, Nt, E2/E6 y E2/E4 (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis componentes principales.

CP1 CP2 CP3
Autovalores 3,46 2,80 1,63
Proporcion de Varianza 0,35 0,28 0,16
Varianza acumulada 0,35 0,63 0,79
Variables Autovectores
CE (mS cm™) 0,10 -0,17 0,32
MO (%) 0,46 0,01 0,30
COT (g kg 0,49 0,03 0,17
Nt (g kg™) -0,12 -0,39 0,46
C:N 0,44 0,21 -0,21
pH -0,30 -0,29 -0,30
E2/E6 -0,19 0,51 0,27
E4/E6 -0,36 0,40 -0,04
E2/E4 -0,15 0,41 0,44
P (g kg™ -0,24 -0,31 0,39

Conductividad eléctrica (CE); materia organica (MO); carbono organico total (COT);
nitrogeno total (Nt); fésforo (P); E2/E6 relacion entre los valores de absorbancia a 254
y 665 nm; E4/E6 relacion entre los valores de absorbancia a 465 y 665 nm; E2/E4
relacién entre los valores de absorbancia a 254 y 465 nm. Remarcadas se encuentran
las propiedades mas correlacionadas al CP construido.

Al analizar las variables quimicas y espectrométricas, tal como se vio en el
ACP, entre los grupos de residuos se observé que el COT fue la variable con
mayor peso (Tabla 2) y la Unica que presentd diferencias significativas entre
todos los grupos de residuos (valores medios por grupo A= 687; B= 534; C=
439 y D= 181 g kg) (Figura 2a). En el caso de la MO, los grupos de los no
transformados (grupo A, 953 g kg™) y semitransformados (grupo B, 911 g kg™),
fueron los grupos que presentaron valores de MO significativamente superiores
al resto de los grupos, sin diferencias entre ellos. Los materiales maduros
(grupo D) presentaron valores significativamente inferiores al resto de los
grupos (valor medio 294 g kg™), mientras que el grupo de los hongos (grupo C)
presenté valores intermedios (valor medio 756 g kg™) (Figura 2b). La relacién

C:N presenté valores significativamente mayores en los residuos sin
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transformar (grupo A C:N= 74), seguido por el grupo de los hongos (C:N= 36),
mientras que los grupos de los semitransformados (C:N=23) y los maduros
(C:N=11) presentaron valores significativamente menores sin diferencias entre
ellos (Figura 2c). En cuanto al contenido de Nt, se observaron valores
significativamente superiores en el grupo de los materiales semitransformados
(24 g kg™l). Luego, se encontraron los materiales maduros (17 g kg™?), sin
diferenciarse estadisticamente del grupo de los hongos (13 g kg™), mientras
que los menores valores se encontraron en el grupo de los residuos sin
transformar (9,5 g kg?) (Figura 2d). En el caso de las variables
espectrométricas, tal como se observa en el ACP (Tabla 2), aporta informacion
atil como andlisis complementario, colaborando al entendimiento en el grado de
transformacién y complejidad estructural de los materiales organicos (Waldrip
et al., 2014). Sin embargo, si bien pueden apreciarse diferencias visuales entre
los valores, siendo el grupo de los hongos el que presenta los valores mas
altos en ambos indices, dado el alto coeficiente de variacion, no fue posible

encontrar diferencias significativas entre los grupos (Figura 2e y 2f).
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Figura 2. Comparacion entre los grupos, de las propiedades mas relevantes

de los materiales. a) Carbono orgéanico total (COT); b) materia organica (MO);
c) relaciébn C:N; d) nitrégeno total (Nt); e) relaciébn entre los valores de
absorbancia a 254 y 665 nm (E2/E6); f) relacibn entre los valores de
absorbancia a 254 y 465 nm (E2/E4). Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05). Ver abreviaturas de las propiedades en Tabla 2.
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El andlisis combinado de propiedades quimicas y espectrométricas podria
colaborar a un mejor entendimiento del nivel de complejidad estructural de los
materiales, otorgando informacion relevante al momento de definir sus
aptitudes de uso como EO (Barbazéan et al., 2011). En ese sentido, se procedid
a comparar tres de estos residuos, mediante la técnica FT-IR. Para la
seleccion, se consider6 que sean de grupos diferentes del dendograma
obtenido, siendo Al (grupo A), CGPle (grupo C) y EPLC (grupo D).

Los espectros IR de los tres residuos muestran zonas de absorcion similar
(Tabla 3) pero con diferentes intensidades (Figura 3). Las bandas observadas
alrededor de 2920-2850 cm™ podrian asignarse al grupo alifatico C-H (Kapoor
& Viraraghavan, 1997; Uddin et al., 2009). En la longitud de onda 1733 cm™ se
observa un hombro que puede deberse al estiramiento del carbonilo del
carboxilo. La intensidad de la banda a 1648 cm™ (C=C; C=0) junto con la
banda pequefia en 1515 cm™ (lignina) nos permite inferir una alta proporcion de
compuestos aromaticos y también, que probablemente parte de la lignina se
fragmentd en compuestos aromaticos de menor peso molecular. En el caso de
la CGPle se observé un pico cercano a 1315 cm™, asociado con carbonatos,
posiblemente debido a que cantidades importantes de sulfato de calcio
(CasS0,) y/o carbonato de calcio (CaCO3) se incorporan con fines nutricionales,
amortiguacién de pH, floculacion coloidal e induccion de frutos durante la
preparacion del sustrato para el cultivo de cualquier especie de hongo
(Postemsky y LOpez Castro, 2016). La gran intensidad de las bandas entre
1250 y 1000 cm™ (C-O-C; C-O), junto con la banda entre 3600 y 3100 cm™
(OH), sugieren la presencia de polisacaridos, probablemente asociados al
contenido de celulosa, hemicelulosa y cadenas alifaticas, derivadas de la
degradacion parcial de la lignina. En el espectro correspondiente al Al, la
presencia e intensidad de la banda de 3006 cm™, correspondiente al
estiramiento del enlace C-H en compuestos no saturados (=CH-); la banda de
2930 y 2857 cm™ correspondiente a las vibraciones simétricas y asimétricas del
enlace C-H de metilo y metileno; la banda de 1745 cm™ , correspondiente a la
vibracion asimétrica del doble enlace C=0O del carbonilo grupo de ésteres; la
banda de 1465 cm™, debido a la flexién del enlace C-H de los grupos metileno:;

la pequefia banda a 1412 cm™, asociado con el estiramiento C-H en &cidos
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grasos insaturados; y la banda de 1238 cm™ asociada con el alargamiento del
enlace C-O, permiten inferir un alto contenido de acidos grasos remanentes del
proceso de extraccion del aceite de oliva. Las bandas superpuestas entre 1650
y 1600 cm™ (C=C), junto con el 1515 banda cm™, asociada a la presencia de
orto y para anillos aromaticos sustituidos, confirman la presencia de lignina
(Niemeyer et al., 1992; Zambrano et al., 2011). La banda a 1745 cm™, junto con
las bandas entre 1650 y 1600 cm™ (C=0), las bandas en 1238 y 1165 cm™ (C-
OH), y la baja intensidad de la banda entre 3100 -3600 cm™ (OH), permiten
inferir la presencia de compuestos fenodlicos de alto peso molecular
condensados (polifenoles y taninos). Esto es probablemente debido al hecho
de que la mayoria de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular se
extraen con el aceite (Servili & Montedoro, 2002). Ademas, los polifenoles se
pueden asociar con la estructura de la lignina (Panettieri et al., 2022).

En el espectro EPLC, la mayor intensidad relativa de la banda centrada en
1642 cm™, y las bandas de menor intensidad en 1550 y 1515 cm™, nos llevan a
suponer una alta proporcidon de compuestos aromaticos condensados. Las
bandas a 870, 800 y 782 cm™ pueden indicar sustituciones en los compuestos
aromaticos. La banda entre 1250 y 900 cm™, con picos en 1088 y 1041 cm™,
pueden corresponder a los C-O-C y C-O enlaces de polisacéaridos, ésteres y
compuestos hidroxilados, que pueden constituir cadenas alifaticas de
compuestos aromaticos. En esta misma region, se observa estiramiento del
enlace C-H en los aroméaticos y superposicion de bandas de los sustituyentes
aromaticos que, aunque suelen ser de baja intensidad, se ven incrementadas
por la presencia de grupos polares. Ademas, las bandas entre 3600 y 3100 cm”
! la zona de 1600 cm™ superpuesta por la banda a 1642 cm™, la banda a 1550
cm™ correspondiente al estiramiento del enlace N-H, la banda en 1384 cm™ (N-
0), y la banda a 800 cm™ (N-O y NH,) indican una mayor proporcién de
compuestos de nitrogeno, que en Al y CGPle. Estas observaciones podrian ser
evidencia del proceso de transformacion y humificacion del EPLC (Moisés et
al., 2022c).
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Tabla 3. Ubicacién de las principales bandas y asignacion a grupos

funcionales.
Ndmero de Vibracion Grupo Funcional
Onda (cm™)
Grupos hidroxilo enlazados y no enlazados.
3100 - 3600 estiramiento O-H Fenoles, alcoholes y acidos carboxilicos
estiramiento N-H Amidas y aminas primarias y secundarias
Estructuras de hidrocarburos alifaticos y grupos
2920, 2850 estiramiento C-H sustitutos de alquilo
1740-1720 Cc=0 Aldehido, cetona, acidos carboxilicos y ésteres
1640 Cc=0 Amida |, carboxilatos
c=C Esqueleto aromético
1600 N-H en plano Aminas
1600-1590 c=C Esqueleto aromético
1570-1540 N-H en plano Amidas Il
Compuestos aromaticos y olefinicos de mayor
1515-1505 peso e hidréfobos; Lignina
1460 C-H en plano Grupos alifaticos
1425 estiramiento COO” Acidos carboxilicos
estiramiento N-O Nitratos y nitritos
1400-1384 NH,4 Amonio libre
C-H en plano Metilos y metilenos
1270-1220 estiramiento C-O Acidos carboxilicos, esteres, fenoles y alcoholes
estiramiento C-N Amidas IlI
Polisacéaridos, fenoles, esteres y compuestos
1250-900 C-0-C; C-O hidroxi
C-O-P Fosfodiesterasas
C-H en plano Aromaticos y alquenos
875 C-O fuera de plano Carbonatos
NH, fuera de plano Grupo amino primario
850-750 estiramiento N-O Nitratos y nitritos
C-H fuera de plano Sistemas aromaticos sustituidos y condensados
750-700 N-H Grupos amino secundarios
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Figura 3. Espectros IR residuos soélidos CG Ple (cascara de girasol
biotransformada por hongo P. ostreatus), Al (alperujo sin biotransformar) y

EPLC (lombricompuesto residuos sélidos urbanos).

CONCLUSIONES

Las normativas existentes otorgan un marco de referencia necesario para la
gestion de los residuos agroindustriales. Sin embargo, es importante
profundizar en el estudio de estos materiales, para lograr asi su mejor
aprovechamiento posible.

A partir del conocimiento de los materiales, el andlisis de conglomerado permite
agrupar por propiedades relevantes afines residuos de diferente origen, con
diferentes tipos y grados de biotransformacion.

Los residuos evaluados cumplen mayormente con los requisitos minimos para
su utilizacion como EO. En el caso de la relacion C:N, solo Bg, CmEC y EPLC
cumplen con lo recomendado. Por su parte, el Bg y el Al, no cumplen por su
elevada CE y el CmEC por su elevado pH, CE y bajo COT.
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Los espectros IR de Al, CGPle y EPLC evidenciaron las diferencias
estructurales entre los residuos, asociadas principalmente a su origen y a la

biotransformacién sometida como tratamiento.

El analisis combinado de propiedades quimicas y espectrométricas colabora a
un mejor entendimiento del nivel de complejidad estructural de los materiales,
otorgando informacién relevante al momento de definir sus aptitudes de uso
como EO. La importancia de este mayor conocimiento radica en darle el mejor
uso posible con el fin de mejorar la calidad del suelo considerando sus

propiedades especificas.
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Capitulo I

Dinamica de las fracciones organicas y
disponibilidad de macronutrientes en el
suelo con la aplicacion de residuos
organicos



40

INTRODUCCION

La aplicacion de materiales organicos influye directamente sobre la calidad del
suelo y el desarrollo vegetal, tanto en forma directa por accién de los nutrientes
contenidos (efecto fertilizante), como en forma indirecta (efecto enmienda)
mejorando las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Abassi &
Khizar, 2012). Ademés, puede generar cambios en el ciclado de la MO del
suelo (Blagodatsky et al., 2010), lo que esté ligado a la productividad por influir
en la disponibilidad de nutrientes para los cultivos (Galantini & Sufier, 2008). En
general, la mayor parte del contenido de N y de nutrientes de los residuos se
encuentra en forma organica (Thomas et al., 2015), por lo cual debe
mineralizarse a formas inorganicas para poder ser utilizado por las plantas. La
capacidad de mineralizacién de un material hace referencia a la potencialidad
para descomponer compuestos organicos de C en CO,, de transformar el N
organico en NH," y luego en convertirlo en NOz', o de transformar P organico
en inorganico (He & Zhang, 2014). Por lo tanto, cuando se desean aplicar RO
como enmiendas, es importante conocer tanto la dinamica del C como asi
también la de los principales nutrientes (N y P), ya que pueden contribuir como
gases de efecto invernadero y/o como potenciales contaminantes al suelo y
cursos de agua si la aplicacion no se ajusta a una correcta dindmica en el
suelo. En este sentido, los ensayos de mineralizacion son una herramienta
indispensable para entender los cambios en la disponibilidad de nutrientes
asociados al uso enmiendas (Honeycutt et al., 2005, Mubarak et al., 2010).
Ademas, como se evidencié en el Capitulo 1, las caracteristicas quimicas de
las enmiendas varian en funcién del material inicial y del tipo y duracion del
proceso de biotransformacion (Laos et al., 2000; Campitelli & Ceppi, 2008)
repercutiendo sobre los procesos de mineralizacion de los nutrientes cuando se
aplican en el suelo (Zhang et al., 2013). El carbono organico del suelo (COS)
juega un papel clave en los procesos del suelo, ya que esta estrechamente
asociado con una amplia variedad de propiedades quimicas, fisicas y
biolégicas (Smith et al., 1992). El CO se compone de varias fracciones, las
cuales presentan diferente labilidad (Mandal et al., 2007, Duval et al., 2013) e
incluyen una gran cantidad de compuestos organicos que pueden agruparse

segun su labilidad. La fraccion labil comprende principalmente el C de la
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biomasa microbiana, mientras que la fraccion intermedia incluye restos de
plantas y animales en diversas etapas de descomposicion y humificacion. La
fraccion estable es un material complejo resistente a la descomposicion, a
menudo llamado humus, y esta asociado con la arcilla en el suelo. Muchas de
estas fracciones, principalmente las labiles, han sido utilizadas en lugar del CO
como indicadores sensibles de los cambios en la calidad del suelo (Bayer et al.,
2002; Eiza et al., 2005; Duval et al., 2020).

En las Ultimas décadas, varias técnicas se han refinado para separar las
diferentes fracciones, tratando de identificar las fracciones labiles y estables, y
su ubicacion en la estructura del suelo (Galantini & Sufier, 2008). El
fraccionamiento fisico por tamafio de particula, permite la separacion de
fracciones organicas labiles, que se caracterizan por ser un material facilmente
disponible para la descomposicion microbiana (Duxbury et al., 1989), de
aquellas asociadas a la fraccion mineral del suelo (estable) (Cambardella &
Elliott, 1992). La fraccién organica de mayor tamafio (>53 ym) esta constituida
principalmente por restos organicos que aun no han sido totalmente
procesados por los microorganismos. Esta es la fraccibn que se denomina
carbono orgénico particulado (COP), y es la que se ve mas afectada ante
cambios en el manejo de los suelos (Fabrizzi et al., 2003; Ciarlo et al., 2004;
Romaniuk & Guifreé, 2008; Duval et al., 2020). Para una mejor comprension de
los flujos de C, Galantini & Rosell (1997) han propuesto un fraccionamiento
mas intensivo, incorporando un tamiz de 105 ym. De esta manera el COP pude
ser dividido en el COP grueso (COPg) (105 y 2000 um) y el COP fino (COPf)
(53 y 105 um). ElI COPg representa la fraccion mas activa del COT (Duval et
al., 2014) y consiste en la biomasa microbiana y materiales organicos
parcialmente humificados con una tasa de retorno de uno a cinco afos
(Anderson & Ingram, 1989). EI COPf corresponde a la fraccion mas estable
dentro del COP, con una vida media de 10 a 20 afios (Galantini & Sufier, 2008).
Numerosos investigadores han propuesto al COP como un indicador del estado
o calidad del suelo y de su capacidad para proveer nutrientes (Murage et al.,
2007; Beltran et al., 2016).

Entender los patrones de liberacion de N y la descomposicion de los RO,

permite optimizar la eficiencia en sistemas de producciéon agricola (Zarabi &
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Jalai, 2012). ElI buen manejo del N debe estar basado en las tasas de
mineralizacion y en la correcta sincronizacion entre la aplicacion y las
necesidades del cultivo (Preusch et al., 2002; Cardoso Prieto, 2016). Los
procesos de mineralizacion-inmovilizaciéon del material organico agregado al
suelo contribuyen fuertemente a la disponibilidad de N para el cultivo y su
crecimiento (Abassi & Khizar, 2012). La inmovilizacion microbiana es una forma
de retener nutrientes y disminuir pérdidas si las plantas no los requieren en ese
momento (Satti, 2007) pero, si el cultivo los estd demandando, puede resultar
en un periodo de carencia (Cardoso Prieto, 2016). En ese sentido, es necesario
mejorar la comprension de los procesos involucrados en la transformacion de N
luego de la aplicacion de RO, con el fin de lograr una mejor sincronia entre la
liberacion de N y la absorcion por parte de las plantas. Ademas, la cantidad de
N mineralizada a partir de materiales organicos es una variable importante a
considerar al recomendar la dosis adecuada para satisfacer las necesidades de
N para una produccion optima de cultivos sin riesgos para el ambiente (Abbasi
et al.,, 2007). La mayoria de las estimaciones de la contribucion de N
proveniente de la mineralizacion del suelo se basan en incubaciones aerdbicas
de largo plazo (Stanford & Smith, 1972), que determinan la fraccion de N del
suelo que se puede convertir en formas minerales (N potencialmente
mineralizable, No).

El criterio de dosificacion de los abonos organicos comunmente se realiza
basado en las necesidades de N de los cultivos ya que se trata del principal
nutriente limitante de la produccion vegetal (Moore et al., 2010). Sin embargo,
esto puede resultar en desequilibrios de otros nutrientes como el P (Pierzynski,
1994), lo que constituye un riesgo de contaminacion por pérdida de posibles
excesos de P y puede generar la eutrofizacién de aguas superficiales y sub-
superficiales (Sharpley et al., 2003). Por su parte, la mineralizacién del pool
organico de P, tiene un comportamiento similar a lo expuesto para el N
organico, porque los procesos involucrados en su mineralizacion son similares
a los que afectan al N (Hirzel et al., 2010). Sin embargo, el P esta también
fuertemente influenciado por factores como la adsorcion y la disolucion, que
pueden controlar la transferencia de P entre las reservas minerales y las

formas solubles (Siddiqgue & Robinson, 2003). Los fosfatos liberados por la
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mineralizacion de P organico o por la disolucion de minerales primarios y
secundarios, interactian rapidamente con la fase sélida y son retenidos tanto
en coloides minerales como en la MO (Leconte, 2010). La absorcién
microbiana de P y su posterior liberacion vy redistribucion afectan
significativamente la disponibilidad de P a las plantas, especialmente después
de la adicion de EO (Oberson & Joner, 2005).

Por todo lo expuesto, es necesario conocer la dinamica de las fracciones
organicas del suelo junto a la variacion en la disponibilidad de los principales
nutrientes en las condiciones locales y de diferentes RO utilizados como
enmiendas, para establecer estrategias de manejo que maximicen el

aprovechamiento y minimicen el impacto ambiental.

Hipotesis
La dinamica de las transformaciones de las fracciones organicas y la
disponibilidad de N y P sera dependiente de las caracteristicas del residuo

aplicado y del tipo de suelo.

Objetivo general
Evaluar la variaciéon de las fracciones de C, mineralizacion de Ny P de RO con

diferente grado de biotransformacion en suelos representativos del SOB.

Objetivos especificos

)] Evaluar la degradabilidad de diferentes RO biotransformados
asociado a diferentes suelos a partir del desprendimiento de C.

1)) Evaluar el uso de propiedades quimicas y espectrométricas para
predecir la degradabilidad de diferentes RO biotransformados.

i) Evaluar el impacto del uso de RO sobre las fracciones organicas y

disponibilidad de nutrientes (N y P) en diferentes suelos.

MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo dos ensayos de incubacion, con el objetivo de: evaluar la

dindmica del C de los RO aplicados al suelo, a través del desprendimiento de C
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por la actividad biologica y los cambios en las fracciones organicos del suelo y

evaluar la dinamica de la mineralizacion de N y disponibilidad de P.

Suelo y residuos utilizados

Para ambos ensayos se seleccionaron tres suelos representativos del SOB,
donde predominan las texturas medias a gruesas (Schmidt y Amiotti, 2015;
Lopez et al.,, 2016) (Tabla 4). En muestras compuestas de 0-20 cm de
profundidad, secas al aire y tamizadas por 2 mm se determinaron las siguientes
propiedades quimicas: MO total a través del método de calcinacion en mufla
(Martinez et al., 2017a), textura por el método de la pipeta (Gee & Bauder,
1986). Ademas, con el contenido de MO vy la textura se determiné el indice de
materia organica (IMO, MO/A+L). Segun Quiroga et al., (2006), en suelos de la
region semiarida pampeana, se considera un umbral de 5 de IMO, donde
valores inferiores pueden condicionar el rendimiento de los -cultivos, la
respuesta a la fertilizacién y la eficiencia de uso del agua. Los datos analiticos

de los suelos se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los suelos (0-20 cm) utilizados en las incubaciones.

Suelo MO Arcila Limo  Arena Textura IMO
g kg™

S1 26,1 170,7 320,2 509,1 Franco 5,30

S2 31,4 201,3 4478 3509 Franco 4,78

S3 13,2 66,1 107,2 826,7 Arenoso-franco 7,51

MO: materia organica; IMO: indice de materia organica.

De los RO presentados en el Capitulo 1, se seleccionaron los que tienen mayor
predominancia para la zona del SOB, principalmente por su volumen de
generacion y potencialidad de impacto ambiental. En funcién de esto, para los
ensayos se evalu6 la cascara de girasol (CG) sin modificar y bajo diferentes
biotransformaciones, compostada (CGcm) y por el hongo Pleurotus ostratus,
(CGPIle), y para el caso del segundo ensayo, ademas se utiliz6 CG modificada
por el hongo Ganoderma lucidum (CGGan); alperujo (Al) y compost de estiércol
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bovino junto a restos de la produccidon de cebolla (CmEC). La caracterizacion

de los RO utilizados se detallé en el Capitulo 1.

Ensayo I: Evaluaciéon del desprendimiento de C de los residuos aplicados,
através de la respiracion del suelo

El desprendimiento de C de los residuos se evalud a través de la respiracion
del suelo por el método de absorcion estatica (Zibilske, 1994; locoli, 2018). El
CO, producido por la actividad biologica del suelo es capturado en una solucién
de hidréxido de sodio formando Na,COs. En cada tiempo, se precipitan los
carbonatos incorporando BaCl, (precipitan como BaCOs) y los OH- no
consumidos son titulados con HCI utilizando solucion de fenolftaleina como
indicador. Se utilizaron frascos de 750 mL y viales de plastico de 30 mL.
Muestras de 100 g de suelo se distribuyeron en los frascos, se humedecieron
hasta el 50% del porcentaje de saturacion (PS) y se pre incubaron una semana
en estufa a 25 °C. Teniendo en cuenta que el rendimiento objetivo del SOB es
de 2800 a 3000 kg ha™ (Dillchneider et al., 2019; Kriiger et al., 2021) se
aplicaron los tratamientos a razoén de 150 kg ha™ de N equivalente y se
humedecieron con agua destilada hasta alcanzar una humedad del 60% del
PS; se coloco un vial plastico por frasco con 30 mL de NaOH (0,5 N) y se
incubaron en estufa a 25° C. En los dias 1, 2, 3, 4, 7, 11, 14, 21, 28, 42, 54 y 60
se tomaron muestras y se determind el CO, desprendido por titulacion. Los
tratamientos fueron CG, CGPle, CGGan, CGcm, Al y CmEC. Se agregaron
ademas tres blancos sin suelo, y tres testigos por suelo, sin residuos.

Como se menciond, la dosis de aplicaciéon fue definida en funcién de su
contenido de N total, por lo que los aportes de C son diferentes entre los RO.
Se propuso entonces evaluar la relacion entre el C-CO, respirado y el C
aportado por los RO como una forma de estimar su degradabilidad (coeficiente
de degradabilidad):

o . C Respirado
Coeficiente de degradabilidad = ——— —x 100
C Aportado
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Ensayo Il: Incubacion aerdbica de largo plazo

Se realizé una incubacion aerdbica de largo plazo siguiendo el protocolo de
Honeycutt et al., (2005). El procedimiento consistio en pesar 400 g de masa de
suelo seco al aire, que fueron colocados en frascos de vidrio de 1 L. A su vez, a
cada frasco se le agrego la dosis de RO equivalente a 0 (suelo sin aplicacion),
100 (D1), 200 (D2) y 400 (D3) kg N ha™, con base en su composicién de N
organico (Tabla 1). Se utilizaron tres RO seleccionados en funcion de los
mayores volumenes producidos en la region y al impacto potencial que pueden
generar sobre el ambiente si no son manejados adecuadamente: alperujo
crudo (Al) y dos alternativas de cascara de girasol contrastantes en cuanto a su
biotransformacion (CG cruda y CG compostada). Inicialmente, se estimé la
porosidad total (PT) de los suelos muestreados secos al aire con el objetivo de
ajustar la humedad de los suelos en los frascos al 60% de la PT y luego
incubar durante cinco ciclos de humedecimiento y secado a una temperatura
de 25°C. Para ello, se realiz6 diariamente el pesaje de las muestras hasta el
momento en que la humedad llegaba al 30% de la PT, estimada por diferencias
de masa. Luego se rehidrataban las muestras distribuyendo el riego en forma
homogénea hasta 60% calculado por masa de suelo, se dejaba estabilizar unas
horas y luego se procedia a muestrear una alicuota para la determinacion de N
inorganico (N-NOs~ +N-NH;"). Ademas, al final de la incubacion, se tomaron
alicuotas para determinar: Pe, P organico y P inorganico; pH y fracciones
organicas del suelo.

La duracion aproximada de la incubacion superé ampliamente la propuesta por
Wang et al., (2003), quienes concluyeron que ésta debia de ser de por lo
menos de 24 semanas para obtener datos fiables en ensayos para evaluar el
potencial de mineralizacion. En este estudio, el periodo de incubacion aerdbica
fue de 259 dias (37 semanas).

Variacion de las fracciones organicas de C

De cada muestra, luego de 5 ciclos de humedecimiento y secado (259 dias), se
tomaron 50 g de suelo para determinar diferentes fracciones organicas labiles
del suelo a través del fraccionamiento fisico por tamafio de particulas (Duval et

al., 2013). El tamizado se realiz6 mediante dos tamices de 53 um y 105 pum
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obteniéndose tres fracciones: fraccion gruesa (FG, 105-2000 um) en la que se
encuentra MO particulada gruesa y las arenas medias y gruesas; fraccion
media (FM, 53-105 um) constituida por MO particulada mas transformada y las
arenas muy finas, y la fraccion fina (FF, < 53 um) la cual contiene la MO
asociada a la fraccion mineral mas limo y arcilla. Al final de la incubacién, el C
en el suelo entero (COT) y en las diferentes fracciones (FG y FM) fueron
determinados por combustion seca (LECO, St. Joseph, MI):

COPg (%)= (%C fraccion gruesa* %fraccion gruesa)/100,
COPf (%)= (%C fraccion fina* %fraccion media)/100

Por ualtimo, por diferencia entre las tres determinaciones, se calculé el C

organico asociado a la fraccion mineral (COM).

Dindmica de la mineralizacion y disponibilidad del N

La determinacion de N inorganico (N-NOs  + N-NH;") se realiz6 mediante
destilacién por arrastre de vapor (Mulvaney, 1996). Para el calculo del N
inorganico acumulado no se tuvo en cuenta el valor de N inorganico obtenido
luego del rehidratado a los 10 dias (Martinez, 2015).

Luego de finalizado el periodo de incubacién se determind el N potencialmente
mineralizable (No) (mg kg') y la tasa de mineralizacién (k) (semana™),
utilizando regresiones no lineales por el método iterativo a través del modelo

(Ecuacién 1) propuesto por Stanford & Smith (1972):
Nmin= N (1-e™" [Ecuacion 1]

Nmin es el N mineralizado acumulado en el tiempo t, Ny es el N potencialmente
mineralizable, k es la tasa constante de mineralizacion y t son ciclos de

humedecimiento y secado.

Disponibilidad de fosforo y efecto sobre el pH
La determinacion del pH y del P, se realiz6 para la dosis mas alta de residuos
aplicada (400 kg N ha™) al final de la incubacién (261 dias). Sobre las muestras

secas al aire y tamizada por 2 mm se determindé el pH por el método
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potenciométrico (relacion suelo agua 1:2,5) y diferentes formas de P: extraible
(Pe) (Bray & Kurtz, 1954), orgénico (Po) e inorganico (Pi) (Saunders & Willians,
1955).

Analisis estadistico
1) Ensayo I:

Para comparar las tasas de desprendimiento de C, se realizo el analisis de la
varianza (ANAVA) en cada fecha de muestreo por separado, para comparar las
tasas de desprendimiento de C en diferentes momentos y el C total emitido de
los diferentes RO en los tres suelos. La comparacion de medias se realizé por
el test de diferencias minimas significativas de Fisher (p<0,05). Se realizaron
correlaciones de Pearson para evaluar la relacion entre el desprendimiento de
C y las propiedades quimicas y espectrométricas de los RO y las propiedades
de los suelos. Ademas, se realizaron regresiones lineales simples para evaluar
la asociacion entre el coeficiente de degradabilidad y desprendimiento de C y
diferentes caracteristicas de los RO y suelos. Con estas mismas propiedades y
con el objetivo de explicar la degradabilidad de los RO mediante la integracion
de diversas variables, se realizd un andlisis de regresion multiple mediante el
modelo Stepwise con p de entrada y salida de 0,05. Para todos los andlisis
estadisticos se utilizé el software estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2018).

i) Ensayo Il
La variacion de las fracciones organicas se evalué mediante ANAVA doble
comparando el efecto del residuo y la dosis como factores fijos sobre las
fracciones organicas. Se realizaron correlaciones simples para evaluar el efecto
de la calidad y cantidad de los diferentes residuos sobre las fracciones
organicas analizadas. Para evaluar la mineralizaciéon de N, se utilizo el modelo
de Stanford & Smith mencionado y se realiz6 el ANAVA comparando el Ng y k
para los suelos contrastantes. Luego, se realizé el ANAVA doble comparando
el efecto de los suelos (factor principal) y aportes de RO (factor secundario)
sobre el Ng y k. Para evaluar la disponibilidad de P, se realizd6 el ANAVA
comparando disponibilidad de las diferentes formas de P segun los residuos

aplicados, para cada suelo. Se realiz6 una correlacién simple entre las formas
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de Pe y Pi. La comparacion de medias de todos los ANAVA se realizaron por el

método de diferencias minimas significativas de Fisher (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo I: Evaluaciéon del desprendimiento de C a través de la respiracion
del suelo

La respiracion basal de los suelos evaluados mostrd diferencias significativas
(p<0,05) entre el suelo arenoso (S3) y los de textura mas fina (S1 y S2), con
menor valor en S3. Los microorganismos viven principalmente sobre la
superficie de las particulas del suelo, fundamentalmente arcilla y del humus,
por lo que suelos de texturas finas (arcillosos) soportan mayor cantidad de
biomasa microbiana (Lacasta et al., 2006).

El desprendimiento de C de los RO al final de la incubacion presento
interaccion significativa (p=0,03) entre el tipo de suelo y el residuo evaluado, lo
gue coincide con Helgason et al.,, (2005), que encontraron una interaccion
significativa en la mineralizacién del C entre los compost utilizados y el tipo de
suelo y sefialaron que la textura del suelo y el grado de estabilidad del compost
afectaron la mineralizacion del C. En la Figura 4, se puede observar que la
mayor acumulacion de C-CO, de cada residuo, respecto a su propio contenido
inicial de C, se da en residuos con menor grado de transformacién. Antil et al.
(2011) consideraron los RO como materiales heterogéneos formados por dos o
tres componentes descomponiéndose a diferentes velocidades: un grupo
soluble, que se descompone muy rapidamente, y uno o dos grupos insolubles
qgue lo hace lentamente, asociados a la celulosa y la lignina. En el caso de los
RO compostados (CGCm y CmEC), se observaron las menores acumulaciones
de C-CO,, mostrando una mayor estabilidad, dado que el grupo mas
rapidamente degradable, fue mineralizado durante el mismo proceso de

compostaje.
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Figura 4. Desprendimiento de C acumulado, en relacion al aporte de C de cada
residuo, para el suelo 1 (S1), suelo 2 (S2) y suelo 3 (S3). Alperujo (Al), Cascara
de girasol sin modificar (CG), cascara de girasol biotransformada con hongo P.
ostreatus (CGPle), con hongo G. lucidum (CGGan) y compostada junto a
estiércol ovino (CGCm), y compost de estiércol bovino y residuos de la
produccion de cebolla (CmEC). Para cada suelo, letras diferentes indican
diferencias significativas entre el C-CO, acumulado de cada tratamiento (barra
naranja) (p <0,05).
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El coeficiente de degradabilidad fue independiente del suelo considerado. En la
Figura 5 se detalla el valor promedio de cada residuo para todos los suelos,
debido a la interaccion no significativa (p=0,37). El CGGan fue el que presentd
el mayor desprendimiento de C diferenciandose significativamente del resto de
los RO. Esta mayor degradabilidad estaria asociada a una mayor proporcion de
compuestos organicos labiles y una relacion C:N cercana al valor de 35, que
favorece la actividad de microorganismos (Tabla 1).
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Figura 5 Coeficiente de degradabilidad (%) de cada residuo. Alperujo (Al),
Cascara de girasol sin modificar (CG), cascara de girasol biotransformada con
hongo P. ostreatus (CGPle), con hongo G. lucidum (CGGan) y compostada
junto a estiércol ovino (CGCm), y compost de estiércol bovino y residuos de la
produccion de cebolla (CmEC). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre residuos (p <0,05). Barras verticales indican desvio

estandar.

Al evaluar la tasa diara de desprendimiento de C de los RO en los diferentes
suelos, se observo interaccion significativa entre suelo y residuo (p<0,05). Sin
embargo, en la Figura 6 se puede observar que el comportamiento de los
residuos mantiene una tendencia similar en todos los suelos. Ademas, se
observé que la maxima tasa de desprendimiento de C para todos los suelos
ocurre durante los primeros dias de la incubacion, encontrdndose diferencias

significativas entre los tratamientos hasta el dia 11 (Figura 7). A partir del dia
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12, los valores de desprendimiento de C se estabilizaron y no presentaron
diferencias significativas hasta que finaliz6 la incubacion. Esto coincide con los
resultados presentados por Guerrero-Ortiz et al., (2012), quienes identificaron
la mayor tasa de desprendimiento de C en los primeros 10 dias luego de la
incorporacion de abonos organicos. Esto podria estar relacionado a la
degradacion inmediata de las fracciones organicas labiles de los materiales,
con la consecuente produccién de energia para el crecimiento de los
microorganismos (Rivero & Hernandez, 2001). A medida que transcurre la
incubacion, los sistemas comienzan a entrar en la etapa de estabilidad donde
el material de facil degradacién comienza a agotarse y, por lo tanto, el nUmero
de microorganismos disminuye al igual que el desprendimiento de CO,
(Guerrero-Ortiz et al., 2012).

El pico que se observa al comienzo de la incubacion, entre los dias 1y 4,
podria responder al reservorio de C mas labil, cuya tasa depende
principalmente de la concentracion del residuo, y de la biomasa microbiana del
suelo que estd en un estado de metabolismo basal, para rapidamente
responder a sustratos labiles (De Nobili et al.,, 2001). De esta forma se
observan dos fracciones de C orgénico con distinto grado de estabilidad para la
evolucion del C-CO, en los materiales organicos utilizados, una primera de
transformacién biolégica mas rapida de C organico labil, seguida por una
segunda fase mas lenta de C organico mas resistente (Antil et al., 2011; Orden,
2018).
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Figura 6. Tasa de desprendimiento de C de los RO por dia de incubacién en 60
dias, para el suelo 1 (S1), suelo 2 (S2) y suelo 3 (S3). Alperujo (Al), cascara de
girasol sin modificar (CG), cascara de girasol biotransformada con hongo P.
ostreatus (CGPle), con hongo G. lucidum (CGGan) y compostada junto a
estiércol ovino (CGCm) y compost de estiércol bovino y residuos de la
produccion de cebolla (CmEC).



54

11

—=—Al ——CG —+—CGPle ——CGGan ——CGCm ——CmEC Sl
10
a
9
a
8
7
b a
6
b a
5 a a
—~~
A\ & a
4 b
\Q ab
© 3 )
@) b N
2 d
(@) . . 3
E b c c c b
N— o b c c b
O 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
S u
c S2
QO 10 a
é \ a
© ;
C a
(D) b
—
o
(%) ; al E a
b » b a
a i
b
© ,
(qv] c b a
l_ ; b b
c
! c
d c ¢ c d e
) n .
(0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
11
a a S3
10
9
ab
8
bc
7 a
C,
6 b 2
5 a
4 b . a
b
3 ab
b bc
2 d abc
c
d b
1 (o3
S d c
) s c o] C.
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
,
Dias

Figura 7. Tasa de desprendimiento de C de los residuos por dia de incubacion,
para el suelo 1 (S1), suelo 2 (S2) y suelo 3 (S3) en los primeros 11 dias. Ver
abreviaturas en Figura 6. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre residuos en cada fecha para cada suelo (p <0,05).
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El pico de desprendimiento de C del dia 1 observado en todos los suelos,
podria explicarse por la relacién C:N de los RO (p<0,05), con valores de R?
para S1=0,88, para S2= 0,64 y S3= 0,80 (Figura 8).

~

y=0,088x-0,6468 2 . y=0,1281x - 0,0264
R2=0,6369 . ¢ R2=0,7956

T T T ] —¢ T T ) T T T )
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y = 0,1285% - 1,0422
R=0,8785

¢ *

Tasa Desprendimiento C
(mg C dia?)

Figura 8. Tasa de desprendimiento de C (mg C dia™) en funcién de la relacion
C:N de los residuos, para el dia 1, para a) suelo 1 (S1); b) suelo 2 (S2); c¢) suelo
3 (S3).

Segun Antil et al., (2011) la diferencia en la tasa de liberacion de C-CO;
responde a la diferencia en la estabilidad de los RO incubados. De igual forma
que lo observado para el C acumulado a los 60 dias de incubacion, las
diferencias observadas en las tasas de desprendimiento de C, se explican por
el grado de transformacion o estabilidad de los RO, asociado a su relacion C:N
(). Ayuso et al., (1996), también indicaron que mientras mas estable es la MO,
la emisién de CO, y la actividad microbiana son menores ya que existe menos
material de facil descomposicion disminuyendo la degradacion por parte de los

microorganismos.

Se evalud si es posible predecir la degradabilidad de los RO a partir de las
propiedades detallas en el Capitulo 1, para lo que se realiz6 un andlisis de
correlacion entre las diferentes variables edaficas y las propiedades de los RO

y el desprendimiento de C (% respirado) (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis de correlacion entre las diferentes variables evaluadas y la
actividad de los microorganismos.

Variable r (Pearson) p-valor
pH residuo -0,84 <0,0001
Arcilla -0,05 0,8345
Limo -0,07 0,7839
Arena 0,06 0,798
MOS 0,07 0,7828
IMO 0,09 0,7159
Pe 0,11 0,6689
CE -0,23 0,3503
COoT 0,28 0,254
Nt -0,62 0,0061
P -0,8 0,0001
E2/E6 0,4 0,0968
E4/E6 -2,20E-03 0,9931
E2/E4 0,34 0,1668
MO 0,4 0,0988
C:N 0,46 0,0571

En negrita se indican las correlaciones significativas (p<0,05). r: coeficiente de
correlacion de Pearson. *** ** y * jndican asociaciones significativas al 0,001;
0,01y 0,05, respectivamente.

La relacién altamente significativa entre pH del RO y la degradabilidad del
mismo, probablemente se asocie a que aquellos RO con menor degradabilidad
presentaban los mayores valores de pH y P (residuos compostados, mas
estables).

Dada la estrecha relacién entre C:N y desprendimiento de C para el dia 1 de
incubacion (Figura 7) y con la degradabilidad de los RO (Tabla 5), se procedi6
al analisis de regresion lineal simple entre C:N y coeficiente de degradabilidad
(Figura 9). La relacién C:N explicé gran parte del C del % del residuo que se
desprendié por la accién de microorganismos (R?= 0,87, p<0,05). Sin embargo,
hay casos donde la biotransformacion de los RO provoca cambios que
favorecen a un mayor desprendimiento de C del RO como el caso del CGGan
(Figura 5). En estos casos, la biotransformacion no solo modifica las
propiedades del RO (e.g. relacion C:N), sino que ademas, podria aumentar su
degradabilidad (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de regresion lineal entre la relacion C:N del residuo y el
coeficiente de degradabilidad. CGGan: cascara de girasol biotransformada por

el hongo Ganoderma lucidum.

Como se mencioné anteriormente, esta mayor degradabilidad del CGGan
podria deberse a la presencia de compuestos facilmente degradables producto
de la biotransformacion y a una relacion C:N favorable para los
microorganismos del suelo, como se observa en la Figura 9, donde este
residuo se comporta de manera diferente.

Finalmente, considerando que siendo la CGGan el RO de mayor
degradabilidad y que muestra un comportamiento diferente en base a la
relacion C:N, se procedié a la evaluacién de que parametros del suelo y del RO
podrian permitir explicar la degradabilidad de los RO mediante la integracion de
diversas variables por el analisis de regresion multiple con todas las
propiedades de la Tabla 5. En los RO evaluados en este estudio, la
degradabilidad estaria explicada en un 96% (R? ajus= 0,96) por el pH del RO y

las variables espectrométricas E2/E4 y E4/E6 (Ecuacion 2):

Degradabilidad= 47,3- 6,9(pH residuo)-0,74(E2/E4)+2,72(E4/E6) [Ecuacion 2]
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A partir del modelo generado, se puede ver que los parametros seleccionados
que explicaron la variacion en la degradabilidad de los RO estarian mas
asociados con la estabilidad y el grado de modificacion de sus moléculas.
Como se menciono anteriormente, se observé que valores mas altos de pH se
relacionan a residuos compostados y a su vez, que las relaciones de
absorbancia permiten inferir el grado de modificacion y el tamafio molecular,
siendo la CGGan el residuo que mayores indices present6 para E2/E4 y E4/ES,

dentro de los estudiados en este ensayo.

Ensayo II: Incubacién aerdbica de largo plazo

Variacién de las fracciones orgénicas de C

En la Tabla 6 se presenta la variacion porcentual de las diferentes fracciones
organicas analizadas al final de la incubacion (259 dias), respecto al comienzo
(100%), para los suelos sin aplicacion de RO (testigos). Para el COT se
observaron diferencias significativas (p<0,01) entre los suelos, 1 y 2, con
pérdidas de 11,7% y 14,9% en relacién al S3, el cual presentd las mayores
pérdidas (35%). Las disminuciones de COT estarian asociadas principalmente
a las pérdidas ocurridas en la fraccion COM, donde nuevamente los suelos 1y
2 se diferenciaron del S3, con pérdidas del 13,7%, 20,7% y 40,2%
respectivamente. Estas diferencias, responden principalmente a las
caracteristicas edéficas de los suelos asociadas a la proteccion fisica de dichas
fracciones organicas (Six et al., 2002). Para las fracciones COPg y COPf no se
encontraron diferencias significativas entre suelos, dichas fracciones
presentaron valores similares a los medidos al comienzo del periodo de
incubacion, segun Bayer et al., (2004), estas fracciones presentan mayor

sensibilidad ante cambios de manejo.
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Tabla 6. Variacion relativa de las fracciones organicas luego del periodo de

incubacion.
COoT COPg COPf COM
Suelos
%
s1 Media 88,3 a 117,7 108,9 86,3 a
DE 7,04 10,4 11,9 12,4
S0 Media 85,07 a 133,5 130,0 79,3 a
DE 2,34 24,2 22,5 4,14
s3 Media 65,0 b 102,8 96,4 59,8 b
DE 1,96 16,9 40,4 0,79

COT: Carbono orgéanico total; COPg: Carbono orgénico particulado grueso (105-2000
um); COPf: Carbono orgéanico particulado fino (53-105 pum); COM: Carbono organico
asociado a la fraccién mineral. Para cada fraccién organica, letras diferentes indican
diferencias significativas entre suelos (p<0,05).

Al evaluar los efectos del agregado de los RO en los diferentes suelos, se
encontré interaccion significativa (p<0,01), por lo que se procedi6 a evaluar el
efecto de aplicacion de RO en cada suelo individualmente. En los tres suelos,
las fracciones mas labiles (COPg y COPf) evidenciaron efectos significativos
asociados a la cantidad de residuo aplicado (dosis), mientras que el efecto
residuo, asociado a su calidad, presentd efectos significativos solamente en S1
(COPg y COPf) y S2 (COPf) (Tabla 7). En S3, no se observaron efectos
significativos del tipo de residuo aplicado en ninguna de las fracciones

analizadas, contrario a lo que sucede con la dosis aplicada.



60

Tabla 7. Analisis de la varianza doble de las fracciones organicas considerando

al residuo y dosis como factores fijos al final de la incubacién (259 dias).

Suelo Factor CoT COPg COPf COM
Residuo (R) ns *k *k *
Suelo 1 Dosis (D) Hoxx Hokk ok *
RxD ns ns ns ns
Residuo (R) il ns ** ns
Suelo 2 Dosis (D) il ok * ns
RxD ns ns ns ns
Residuo (R) ns ns ns ns
Suelo 3 Dosis (D) ok Hoxx ** Hokk
RxD ns ns ns ns

COT: Carbono orgénico total; COPg: Carbono organico particulado grueso (105-2000
um); COPf: Carbono organico particulado fino (53-105 um); COM carbono organico
asociado a la fraccion mineral; *** ** * y ns indican efectos significativos al 0,001,
0,01; 0,05; no significativo, respectivamente.

Luego de los 259 dias de incubacion, los RO aumentaron los niveles de COT y
sus respectivas fracciones (Figura 10). Los mayores niveles de COT se
observaron cuando los suelos fueron tratados con la dosis mas alta (D3), a su
vez, el efecto fue mas evidente en el suelo mas arenoso (S3), donde para los
tres residuos, todas las dosis evidenciaron diferencias significativas (p<0,001)
respecto al testigo. Para D3, los residuos CG, CGcm y Al aumentaron los
niveles de COT en un 64,6 %, 61,6%, y 53,1%, respectivamente. Al igual que
para el COT, los niveles de COPg aumentaron significativamente (p<0,05) en
todos los suelos con la dosis més alta para todos los RO. Mientras que, D1 y
D2 no evidenciaron un aumento sobre el COPg. Ghosh et al. (2010) atribuyeron
el aumento inconsistente de las fracciones de CO labil a bajas dosis de EO.
Para la dosis mas alta, los aumentos en el COPg fueron del 69,4%, 48,9 y
70,0% para CG, CGcm y Al, respectivamente.
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62

El COP es un indicador del componente labil de la MO, donde aumentos de
dicha fraccidbn mejora la calidad general del suelo (Herrick & Wander 1997;
Duval et al., 2020).

En el caso del COPf, los suelos tratados con la dosis méas alta de CGcm y Al
aumentaron significativamente dicha fraccién en S1 y S3 (Figura 10). En CGcm
se registraron aumentos entre 34,2% y 81,5%, mientras que, en Al, los
aumentos fueron entre 16,3% y 55,6%, en S1 y S3, respectivamente. En S2, el
anico residuo donde se observaron diferencias significativas fue para CG, con
valores menores al testigo para las dosis mas bajas (D1 y D2). Por ultimo, en
general, el COM presentd cambios similares al COPf donde los suelos tratados
con CGecm y Al aumentaron significativamente el COM con la dosis mayor,
mientras que la CG solo lo hizo en el S3 (Figura 10).

Para evaluar el efecto de la aplicacion de los RO sobre las diferentes
fracciones organicas al final de la incubacién, se analizé su correlacion con el

aporte de C y la relacion C:N de los RO (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de correlacion entre las fracciones organicas y aporte de C y

relacion C:N de los residuos.

Aporte C C:Nresiduo

Suelos Fracciones R2 p-valor R2 p-valor
S1 COoT 0,32 0,0022 0,24 0,009
COPg 0,50 <0,001 0,1734

COPf 0,59 <0,001 0,0838

COM 0,8442 0,38 <0,001

S2 COoT 0,20 0,0189 0,1026
COPg 0,21 0,0151 0,5703

COPf 0,6342 0,34 0,0015

COM 0,4914 0,2209

S3 COT 0,57 <0,001 0,3714
COPg 0,49 <0,001 0,8814

COPf 0,0584 0,2368

COM 0,34 0,0015 0,3654

Suelos 1, 2 y 3 (S1; S2; S3); carbono organico total (COT), carbono orgénico
particulado grueso (COPg), carbono organico particulado fino (COPf) y carbono

organico mineral (COM).
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Para todos los suelos evaluados, se observd una correlacion significativa
(p<0,05) entre el COT y el aporte de C por la aplicacion de los RO, con mayor
porcentaje de explicacion para el suelo con mayor contenido de arena (S3:
R?=0,57), que en los suelos de textura mas fina R?=0,32 (S1) y R*=0,20 (S2).
El aumento relativo en los contenidos de COT depende de la entrada de C
mediada por el cultivo, el aporte exégeno de MO y el contenido inicial de C
organico del suelo (Manna et al., 2005; Nieder & Benbi 2008; Malhi et al.,
2011). Los RO vy los residuos de cultivos proporcionan una fuente de MO v,
cuando se devuelven al suelo, aumentan el C orgénico en el suelo (Banger et
al., 2010; Benbi & Senapati, 2010). EI COPg también present6 una correlacién
significativa (p<0,05) para todos los suelos evaluados. EI COP, tal como se
mide en este ensayo, corresponde a RO de reciente incorporacion o
semitranformados que no se encuentran asociados a la fraccion mineral del
suelo (Quiroga et al., 1996). Mientras que el COPf solo se correlacion6
significativamente (p<0,001) en el S1, segun Duval (2015), el COPf, es una
fraccion mas sensible que el C organico asociado a la fraccion mineral y menos
variable a los cambios de manejo que el COPg. Esto puede explicarse por el
hecho que aplicaciones de estos tipos de residuos aumentan en gran medida la
cantidad de sustratos para los microorganismos del suelo y también alteran la
actividad microbiana del suelo, acelerando posteriormente la descomposicion
del C organico del suelo (Cheng et al., 2003). Por lo tanto, las pérdidas de
COPf asociado al aumento de las emisiones de CO, de los tratamientos con
residuos en este estudio puede atribuirse en parte al efecto de cebado positivo
(priming effect) de las entradas de sustrato en comparacion con el testigo. Por
altimo, el COM solo se correlacioné significativamente (p<0,05) en el S3,
segun Quiroga et al. (1996), en texturas mas gruesas, el aporte de C tiene
mayor influencia sobre los contenidos de C del suelo.

En cuanto a la relacion C:N de los residuos, solo se correlaciono
significativamente (p<0,01) para COT y COM del S1 y con COPf del S2
(R?=0,34; p=0,0015). Segin Duval et al., (2022), cambios en la fraccién COPf
se atribuyen mas a la calidad del residuo que a la cantidad de residuo
aportada, con aumentos de dicha fraccion cuando se utilizan residuos de

menor relacion C:N.
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Dindamica de mineralizacion de N

Potencial de mineralizacion de los suelos

En la evaluacion de los suelos, se hallaron diferencias significativas (p=0,0015)
en Np, con valores que siguieron el orden S1>S2>S3 (Figura 11). Ademas, se
hallaron diferencias significativas (p=0,01) en la tasa de mineralizacion (k) entre
S1 y S3 con S2, con mayor k para este Ultimo. Para S1 y S3, la tasa k
promedio arrojé un valor de 0,0036 semana™, mientras que para S2, el k fue de
0,0056 semana™*, siendo similar al valor propuesto por Stanford & Smith (1972)
de 0,0054 semana™. Otros autores (Ros et al., 2011; Martinez et al., 2017a;
2018b) han hallado una relacion estrecha del Ny con las fracciones organicas.
Segun Martinez et al., (2018b), las diferencias en las fracciones
granulométricas de los suelos podrian desencadenar variabilidad en la tasa de
mineralizacion, siendo superior en suelos con mayor contenido de arenas por la
menor proteccion fisica de la MO por parte de las arcillas. Sin embargo, en este
estudio se hall6 la mayor tasa en S2, el cual tiene el mayor contenido de arcilla
(Tabla 4).

100 - ON, ok - 0,1

90 -

80 - A B - 0,08
~ 70 _ a
2 60 - ila © - 0,06 %
g 50 - GE)
= 40 A $|b - 0,04 &
Z 39 b =
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0 ; ; 0
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Figura 11. Nitrégeno potencialmente mineralizable (No) y tasa de mineralizacion
(k) para cada suelo -sin agregado de residuos- al final de la incubacion. Letras
diferentes mayusculas y minasculas indican diferencias significativas (p<0,05)
entre suelos para Np y Kk, respectivamente. Barras verticales indican el desvio

estandar.
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Potencial de mineralizacion de los suelos con aplicacion de RO

El ANOVA doble demostré una interaccion significativa (p<0,0001) entre los
suelos y aportes de los RO con respecto al Ng y k, y entre los tratamientos y las
dosis de los RO (Tabla 9), por lo que se procedi6é a analizar cada tratamiento,

para cada suelo.

Tabla 9. Analisis de la varianza de la tasa mineralizacion y del nitrégeno
potencialmente mineralizable e interacciones entre los factores al final de la

incubacion (261 dias).

No k sem *
Suelo Factor

CG CGcm Al CG CGcm Al
Residuo (R) ** ns ns ns Kk Kok
S1 Dosis (D) *k ns ns ns *% kK
RxD k% *kk *kk *kk *kk *kk
Residuo (R) ns ko ok ok o ns
S2 Dosis (D) ns kK kK *k *kk ns
RxD *kk *xk *xk Hokk Kkk *kk
Residuo (R)  *** * ook ok ok —
S3 Dosis (D) ok * ook ok ook —
RxD *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Nitrégeno potencialmente mineralizable (No) y tasa de mineralizacién (k). Alperujo (Al),
Céscara de girasol sin modificar (CG), cascara de girasol compostada junto a estiércol
ovino (CGcp). ***, ** * y ns indican efectos significativos al 0,001; 0,01; 0,05 y no
significativo, respectivamente.

Cuando se evaluo el aporte de diferentes niveles de CG a los suelos (Tabla 10)
para Ny, se observé una respuesta positiva sobre S3 con D1 y D2, con D3 no
hubo diferencias respecto al testigo. Contrariamente, para S1 y S2, la
aplicacion de CG no aumenté el No, y solo lo disminuy6 con respecto al suelo
sin aplicacion para la D2 del S1, lo que podria explicarse considerando que CG
es un residuo con elevada relacion C:N (Curvetto et al., 2005). Varios autores
(Corbeels et al., 2000; De Neve et al., 2004; Reddy et al., 2008) reportaron que
la incorporacion de residuos con elevada C:N favorece la inmovilizacion de N
durante las etapas iniciales de descomposicion, para luego de un tiempo de
proceso, comenzar con la liberacién de N inorganico. Estos resultados permiten
inferir que el aporte de CG podria incrementar el potencial de mineralizacion de
N del suelo, mejorando la fertilidad. Sin embargo, no es una tendencia general



66

en los suelos testeados. Para este estudio, el aumento evidente en el Ng se
observd en el caso del suelo con textura gruesa (arenoso-franco) y con el
menor nivel de COT, lo que podria estar ligado a la menor proteccion fisica por
parte de las arcillas (Martinez et al., 2023). Es importante destacar que, si bien
en S1 y S2 no se observaron incrementos en el Ny, el agregado del RO con
elevado CO en su composicion, podria incrementar los niveles de MO del
suelo, aumentando la calidad edéfica, tal como se observo en la Figura 10.
Para el caso de la CGcm, en el S1 no se observaron diferencias significativas
para ninguna de las dosis respecto al testigo. En el caso de S2 y S3, la D2 fue
la Unica dosis en aumentar el No respecto al testigo. Mazzarino et al., (2004),
encontraron una mayor tendencia a la inmovilizacion ante la aplicacién de
compost, al duplicar las dosis (20 a 40 g kg™), asociado a la cantidad de
material estructurante alto en lignina que puede aportarse como parte del
compost. Sin embargo, estos autores sefialan que el aporte de N disponible
para las plantas fue considerable, incluso en el caso de los composts que
presentaron inmovilizacién, es decir, que solo una parte del Ni aportado fue
inmovilizado. El aporte principal de N disponible con los composts, y
consecuentemente los rendimientos, estan mas relacionados con el contenido
de N inorganico disponible y en menor medida con el N organico que se
mineralizara (Mazzarino et al., 2004).

Con respecto al Al, el S1 no mostro diferencias significativas respecto al testigo
(Tabla 10). Por su parte, el S2, mostrd efectos positivos en Ng con la D1 y sin
efecto en las D2 y D3. En el caso del S3, la D2 fue la Unica en diferenciarse del
testigo. Esto podria estar ligado a las diferencias edaficas entre los suelos
(Tabla 4). Vale remarcar, que otros autores han hallado una relacion estrecha
del Np con la fraccion labil de la MO (Martinez et al., 2017; 2018b). Para las
condiciones de este ensayo, el Np se correlaciono significativamente para la
fraccion COPf (p=0,0014). Saviozzi et al., (2001) sefalaron que al aplicar Al, su
mineralizacién dependia en gran medida del tipo de suelo receptor. El hecho de
qgue los efectos positivos se hayan manifestado en las D1 y D2, podria estar
asociado a los efectos sobre la microfauna del suelo. Por su parte, Gonzalez
Mateu et al., (2013), sefialaron que la dosis de 45 Mg ha™* de Al incorporado al

suelo, podria tener un efecto toxico sobre la microfauna edafica afectando a la
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mineralizacion de N. Existen algunos reportes de efectos no deseados
ocasionados por la aplicacion de residuos olivicolas en forma no controlada,
entre los que se destacan incrementos de la salinidad del suelo y efectos
fitotoxicos sobre cultivos anuales asociados al incremento en el nivel de
compuestos fendlicos presentes en el suelo (Della Greca et al.,, 2001). En
cuanto a la aplicaciéon del Al seria necesario ajustar su dosis para que no tenga
un efecto no deseado en el suelo. La utilizacion de Al como enmienda ha sido
reglamentada en los principales paises productores de aceite de oliva (Real
Decreto 04/2011, Espafia; Ley 574/96, Italia). En ambos casos se regulan
aspectos criticos como: tipo de suelo, profundidad de agua subterranea,
composicién del residuo a aplicar, dosis, forma y frecuencia de aplicacién,
monitoreo posterior del suelo y responsabilidades respecto a los efectos que
pudieran ocasionarse (INTA, 2017). De esta forma, a partir de estos estudios
de mineralizacién es posible una aproximacion a la dosis recomendable de Al
en base al tipo de suelo. En términos generales, se observaron mejores efectos
sobre el Np incluso con residuos de elevada C:N (CG =78,8 y Al=68,4) y a
dosis menores (D1 y D2).

Lo que respecta al k (Tabla 10), en el caso de la CG, el S1 no mostré
diferencias respecto al testigo. Por su parte, en S2 y S3, se observaron
comportamientos opuestos, para S2, el k disminuye al aumentar la dosis y en
S3, las dosis D2 y D3 no se diferencian del testigo, siendo la D1
significativamente menor al mismo. La cantidad de lignina y C recalcitrante ha
sido usualmente referenciada como una causante de la reduccion en la tasa de
mineralizacion, debido a la resistencia de la mayoria de estas formas al ataque
microbiano (Benedicto Valdés et al., 2019).

Para el caso de la CGcm, los S1 y S2, ambos de textura franca, mostraron el
mismo efecto, siendo la D3 la Unica en mostrar un mayor k respecto al testigo.
Para el S3, de textura arenosa, todas las dosis mostraron un Kk
significativamente mayor que el testigo.

Por dltimo, al aplicar Al, en el S2, de mayor contenido de arcilla, no se
observaron diferencias significativas respecto al testigo para ninguna dosis. Por
su parte, para el S1, las D1 y D2 fueron significativamente superiores en

comparacion al testigo y a la D3, que no presentaron diferencias entre si. En
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cuanto al S3, el k mostrd diferencias significativas para la D1 y D2, y mayores
aun para D3. Los comportamientos observados con Al, podrian entenderse por
la incidencia de los compuestos fendlicos sobre la microbiota del suelo, donde
por menores contenidos de MO (13,1 g kg™ S3, vs 26,2 g kg* S1y 31,4 g kg™
S2, Tabla 4), es esperable una menor actividad de microorganismos inherentes
al suelo, por lo tanto, un efecto negativo de menor magnitud al aplicar este
residuo.

El conocimiento de la tasa de mineralizacion aporta informacion importante
para diagramar la estrategia de fertilizacion, ya que es un dato necesario para
lograr la sincronizacién entre el momento de aplicacion y requerimientos por
parte del cultivo. Considerando el No, podemos afirmar que la dosis 6ptima de
aplicacion, varia segun las propiedades del RO a aplicar y del suelo.
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Tabla 10. Nitrégeno potencialmente mineralizable y tasa de mineralizacién, segun suelo y dosis de cada tratamiento.

Tratamiento

Suelo  Factor CG CGem Al

DO D1 D2 D3 DO D1 D2 D3 DO D1 D2 D3
Ng Media| 783a 70,8a 54,99b 67,09a| 783a 7265a 768la 7816a | 783a 7392a 7156a 7237a

s1 DE 0,2 4,95 4,88 8,39 0,2 18,62 7,58 3,95 0,2 4,48 5,08 12,5
" Media| 0,02a 003a 003a 003a | 002b 008b 007b 0,32a | 0,02b 046a 045a 0,03b

DE 0,02 0,01 0,01 0,002 0,02 0,05 0,01 0,2 0,02 0,07 0,11 0,03
No Media | 68,19a 67,2a 76,48a 7842a| 68,19b 9568b 1620la 8231b |6819b 100,8a 76,36b 755b

52 DE 5,06 4,12 9,19 5,08 5,06 10,49 39,38 8,38 5,06 9,07 5,77 6,64
« Media| 0,06a 005ab 0,04bc 003c | 006b 004b  001b 043a | 0,06a 002a 01la 005a

DE 0,01 0,002 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,004 0,17 0,01
Ng Media| 5555¢ 6858b 8568a 54,82c | 5555b 59,99b 73,88a 67,22ab |5555b 57,12b 81,09a 54,11b

s3 DE 4,57 8,2 7,77 1,22 4,57 6,05 9,26 11,61 4,57 3,89 2,21 2,54
« Media| 0,03ab 0,02c 0,03bc 003a | 003c 043a 0,34ab 0,28 b 0,03c 025b 008b 056a

DE | 0,002 0,01 0,005 0,001 | 0,002 0,05 0,06 0,14 0,002 0,29 0,02 0,02

Nitr6geno potencialmente mineralizable (No); tasa de mineralizacion (k); cascara de girasol sin modificar (CG), cascara de girasol compostada

junto a estiércol ovino (CGCm); Alperujo (Al); desvio estandar (DE). Letras diferentes indican diferencias significativas de Ny y k para cada
suelo y cada tratamiento.
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Dinamica de la disponibilidad de N inorganico

Al agregar RO, la dindmica de la mineralizacion de N acumulada mostré
efectos diferentes con respecto al tipo de suelo y al tipo de RO (Figura 12). En
general, las dinamicas mostraron variaciones entre los tiempos (259 dias) de
incubacion, como ha sido reportado por Lazicki et al., (2020).

Para la CG en el S1, las aplicaciones durante el primer tiempo de incubado
mostraron menores cantidades de N inorganico liberado con respecto al suelo
sin aplicacion, revirtiéendose parcialmente esta situacion a partir de los
siguientes tiempos de incubado. Esto podria deberse a la gran demanda de N
por parte de la biomasa microbiana cuando se incorpora un residuo con
elevada C:N (Kirchmann & Lundvall, 1993). Para el S2, durante los primeros
tiempos de incubacién el N inorganico liberado es mayor en el suelo sin RO,
mientras que en etapas finales todas las dosis empleadas de CG mostraron un
aumento en la disponibilidad de N. Segun Zibilske et al., (2000) cuando se
agregan residuos con elevada C:N al suelo como la CG, se necesita un mayor
periodo de tiempo para evidenciar su efecto sobre las propiedades del suelo. El
S3 presentd marcadas fluctuaciones en el N inorganico liberado para cada ciclo
de la incubacion.

En el caso de la CGcm, se observéd que tuvo la mayor magnitud de liberacion
de N para todos los suelos, en comparacion a la CG y del Al. Contrariamente a
lo que ocurrié con la CG, ante el agregado de residuo, el pico de la liberacion
de N se dio en las primeras fechas de la incubacién para los S1 y S3. Para el
S2, las dosis mostraron respuestas marcadamente diferentes, la D1 y D2
mostraron la mayor liberacién hacia el final de la incubacion, mientras que la
D3, al comienzo.

Para el Al, se observé que la D1 gener6 la mayor liberacion de N en los suelos
de textura mas fina, por su parte, en el suelo arenoso, la mayor liberacion se
dio con la D2. Como se mencion0 anteriormente, la aplicacion de Al puede
afectar los microorganismos presentes en el suelo, por la presencia de
compuestos fendlicos. Con suelos con mayor actividad microbiana, las dosis
mayores de Al muestran una disminucion en liberacion de N respecto al suelo
sin aplicar. En el suelo de textura arenosa (S3), la D2 mostré un pico mayor de

liberacion de N, lo que podria deberse a un efecto detrimental de la
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mineralizacion de N, en relacion a una menor actividad de microorganismos
asociada a la textura, es decir, que suelos arenosos podrian suministrarse con
dosis mayores de Al, respecto a suelos de texturas mas finas.

Considerando que las regresiones no lineales para calcular el Ny podrian
enmascarar los procesos de inmovilizacion, a pesar de haber observado
comportamientos que podrian estar asociados a transformaciones de N de este
tipo, para las condiciones particulares de este estudio no podemos afirmar que
la menor liberacion de N inorganico observada con la aplicacion de RO
respecto al suelo solo en determinados momentos de la incubacion, se deban

exclusivamente a procesos de inmovilizacion.
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Figura 12. Dinamica de mineralizacion de N acumulada (Nmin) para suelo 1 (a),
suelo 2 (b) y suelo 3 (c) con el agregado de cascara de girasol (CG), CG
compostada (CGcm) y alperujo (Al), en diferentes dosis, D1; D2 y D3.
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En términos generales para las condiciones de este estudio, para suelos
arenosos la dosis optima de aplicacion que maximiza el potencial de
mineralizacién 'y disponibilidad de N seria de 200 kg N ha®,
independientemente del residuo que se aplique. En suelos de textura franca, el
tipo de residuo toma mayor relevancia, en el caso de la CG y el Al, la dosis
6ptima seria de 100 kg N ha™, mientras que para el CGcm, seria la de 200 kg
N ha™.

Cambios en lareaccién del suelo y las formas de Fésforo

Para evaluar la disponibilidad de P, primero se evalu6 el pH de los tratamientos
al final de la incubacién, donde se encontrd interaccion altamente significativa
entre el RO aplicado y el suelo (p<0,001).

Todos los tratamientos mostraron un pH levemente &cido al final de la
incubacion (259 dias), encontrdndose dentro del rango de 5,4 y 6,4 (Figura 13).
El Al mostro el pH més elevado en los tres suelos, sin diferencias significativas
(p>0,05) respecto al testigo en el S1, mientras que el CGcm presentd los
valores mas bajos, diferenciandose estadisticamente del Aly la CG en S2 y S3,
y Unicamente del Al en S1. Sera necesario profundizar en los motivos de dichas
variaciones, dado que acorde a lo presentado en el Capitulo 1, los tratamientos
presentaron los siguientes valores de pH: Al=5,4; CG=5,6 y CGcm=7,6. En
cuanto al efecto de la dosis, en general se observa un aumento de pH
conforme aumenta la dosis de residuo aplicada para todos los suelos,
observandose diferencias significativas con el testigo principalmente con las
dosis D2 y D3.
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Figura 13. Variacion de pH segun tratamiento y dosis para: suelo 1 (S1); suelo
2 (S2); suelo 3 (S3). DO, D1, D2 y D3, representan dosis equivalentes a 0, 100,
200, 400 kg N ha? respectivamente. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre dosis y entre tratamientos para cada suelo (p<0,05). Barras

verticales indican el desvio estandar.
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Al evaluar las formas de P (Pe, Pi y Po) en los diferentes suelos luego del
periodo de incubacion para las dosis méaximas (400 kg N ha™), se encontré una
interaccioén significativa entre suelo y RO (p<0,001).

Para el Pe, los tres suelos mostraron la misma respuesta ante la aplicacién de
CGcm con valores superiores a 30 mg kg™, siendo significativamente superior
al testigo y a los otros RO. Para el S1, la CG (22,9 mg kg™) mostré diferencias
respecto al Al (19,6 mg kg™') y a su vez, ambos se diferenciaron también del
testigo. Para el S2, no se diferenciaron entre ambos ni con el testigo. Mientras
que para S3, se diferenciaron del tratamiento sin aplicacion sin diferencias
entre si (Figura 14a).

El Pe esta asociado principalmente a la fraccién inorganica de fésforo labil, por
lo tanto, los aumentos del Pe en los suelos evaluados pueden atribuirse a los
aumentos del Pi, evidenciado por la estrecha correlacién (R?=0,97, p<0,01).
Como se observa en la Figura 14b, la aplicacién de CGcm, aument6 de manera
significativa los valores de Pi para los tres suelos. Por su parte, el Al mostré
diferencias respecto al testigo y a la CG solo en el S3. Mientras que la CG, se
diferencio del testigo en S1y S3.

En general, aquellos residuos que no sufrieron un proceso de
biotransformacion (CG y Al) presentaron niveles de Po superiores al testigo,
aunque con diferencias significativas Unicamente entre testigo y Al para el S2'y
S3 (Figura 14c).

El tipo y grado de biotransformacion de los RO utilizados en esta experiencia
influyeron sobre la forma de P disponible (Pe). Este efecto puede vincularse a
la cantidad de N aplicado con los RO (400 kg N ha™) que favoreceria la
actividad bioldgica, estimulando la transformacion del Po a formas inorganicas
(Duval et al., 2021). Los microorganismos incorporan una pequefia proporcion
del P de los compuestos organicos fosforados (Spohn & Kuzyakov, 2013). Esto
generaria un incremento del nivel de P disponible durante su degradacion
(Orden, 2018).

La aplicacién agronémica de las EO, utilizando como criterio la dosis de N para
cubrir las necesidades de los cultivos, puede conducir a una aplicacion en
exceso de P (Moral Herrero y Muro Herreguerena, 2008). P6thig et al., (2010)

estudiaron la relacion entre la saturacion de P y el P soluble en agua, relacion
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gue seria independiente del tipo de suelo para estimar valores ambientalmente
seguros. A partir de eso, Zamuner et al., (2015) evaluaron la correlacién para
métodos agronomicos de estimacion de Pe, proponiendo un valor de Pe limite
de 39,4 mg kg™ por encima del cual existiria riesgo de contaminacién por
exceso. Como se observa en la Figura 14a representado el valor critico con
una linea puntuada, para las condiciones de estudio, todos los tratamientos se
encontraron por debajo de este valor limite, sin embargo, dados los valores del

CGcm, seria importante comprobar a campo su comportamiento.
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Figura 14. Concentracion de fracciones del P por la aplicacién de RO en suelos
del SOB en a) fosforo extraible (Pe), b) inorgénico (Pi) y c) organico (Po). Para
cada suelo, letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05). Barras verticales indican el desvio estandar. La linea punteada
representa el valor limite de riesgo ambiental de perdida de P (Zamuner et al.,
2015).
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CONCLUSIONES

El desprendimiento de C con la aplicacion de RO al suelo y su degradabilidad
depende principalmente del grado de estabilidad del residuo. Esta
degradabilidad con diferente grado de biotransformacion estaria determinada
mayormente por sus propiedades particulares (e. g. relacion C:N) y serian
independiente del tipo de suelo evaluado. Las variables espectrométricas

serian relevantes para la prediccion del grado de degradabilidad de los RO.

La evaluacion de las fracciones del CO permitié observar cambios asociados a
las propiedades de los RO aplicados. Las dosis mayores de aplicacion de
diferentes RO aportarian a un aumento del COT de los suelos, principalmente
en suelos de texturas mas gruesas. La aplicacion de RO mas estables, con
menor relacion C:N, tendrian mayor eficiencia en la incorporacion de C a los

suelos.

En cuanto al potencial de mineralizacién de N, en el suelo con més contenido
de arena tuvo mayor relevancia la dosis que el residuo aplicado, siendo la méas
recomendable la dosis intermedia (200 kg N ha™). En suelos de textura més
fina, el tipo de residuo tomo mayor relevancia, donde RO con relaciones C:N
mas altas son recomendables con dosis menores, y una relacion C:N mas baja
(20:1) permite mayores dosis de aplicacion de los residuos. En las condiciones
particulares del estudio la maxima disponibilidad de N inorganico se observa en
general entre los dias 30 y 190, sera necesario correlacionar a campo con las
condiciones del sitio, el mejor momento de aplicacién del RO, con el objetivo de
sincronizar la disponibilidad del N con el requerimiento del cultivo. Si bien la
aplicacién de RO modifico el pH de los suelos, en ningun caso fue por fuera del
rango recomendable agronomicamente, ni se evidenciaron riesgos de
contaminacion por exceso de P, incluso en las dosis mas altas. Sin embargo,
es necesario comprobar a campo estos resultados, especialmente con los

compost a dosis altas y/o aplicaciones sucesivas.

Teniendo en cuenta todas las variables evaluadas, dado el aumento del COT y

No, para residuos con mayor relacion C:N como el Al y la CG, se recomienda la
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menor dosis empleada (100 kg N ha™) para suelos de textura franca, mientras
gue en suelos de textura arenosa, la dosis recomendada incrementa a 200 kg
N ha™. Esto seria de mayor relevancia en suelos donde se busque revertir un
proceso de degradacion y aumentar los contenidos de C del mismo. Por otro
lado, residuos de menor relacion C:N como la CGCm, tanto en suelos de
textura franca, como de textura arenosa, la dosis recomendada es la de 200 kg
N ha™.

Como se menciondé en el Capitulo 1, las normativas otorgan un marco
necesario de referencia para evaluar calidad de RO para su aplicacion como
EO al suelo. Sin embargo, queda en evidencia que es posible utilizar con
criterio agronémico RO que queden por fuera de esas recomendaciones, para
lo que sera necesario conocer en profundidad las propiedades del residuo y las
del suelo donde sera aplicado, con objetivos claros y una mirada holistica del

sistema.
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Capitulo Il

Transformaciones de residuos organicos
para su uso como enmiendas organicas:
Cascara de girasol con diferentes
transformaciones y su efecto en el cultivo
de trigo

Este capitulo fue publicado en la revista Ciencia del Suelo 40 (2022) 257-267.
“Utilizacién de cascaras de girasol con diferentes transformaciones como

potenciales enmiendas organicas en trigo pan”.
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INTRODUCCION

Como se menciond anteriormente, la utilizacion e integracion de tecnologias
como el uso de EO son consideradas una alternativa para la recuperacion de
suelos degradados mejorando los contenidos de MO (Brown & Leonard, 2004;
Tian et al., 2009). Debido a que el N es el principal nutriente limitante de la
produccion vegetal, es comunmente utilizado como criterio de dosificacion
cuando se aplican enmiendas (Salazar Sosa et al., 2003). Sin embargo, todavia
no se conoce con exactitud la capacidad de los RO para liberar N para la
produccion de cultivos, particularmente en trigo bajo ambientes semiaridos que
es el cultivo mas preponderante en el SOB (Martinez et al., 2018a). La
eficiencia de uso del N de los abonos organicos depende principalmente de la
naturaleza de la MO y de las condiciones edafocliméticas en las cuales los
mismos se aplican (Webb et al., 2013). La liberaciéon de N en el corto plazo
puede variar mucho, por tal motivo deben realizarse experimentos en
condiciones locales para determinar la cinética de liberacion real de cada
enmienda (Cardoso Prieto, 2016).

Las caracteristicas particulares del SOB han llevado a que se desarrollen
sistemas intensivos y actividades que generan gran cantidad de RO, con la
consecuente preocupacion por su destino final. La CG se genera como
producto secundario del procesamiento de las semillas de girasol en la
industria aceitera y representa el 18% del peso de los granos procesados
(Postemsky et al., 2017a). Este residuo es de dificil degradacion por su alto
contenido de lignina, elevada relacion C:N, donde los compuestos estructurales
representan mas del 40% de su CO (Curvetto et al., 2005). Estas
caracteristicas pueden afectar la dinamica del N disponible para las plantas,
debido a la inmovilizaciébn que ocurre bajo elevadas relaciones C:N (Iglesias
Jiménez et al., 2008). Una de las alternativas que surge para aprovechar estos
materiales, es la biotransformacion (Rajkhowa et al., 2019).

En la actualidad, existen diferentes procesos de transformaciéon de la CG para
modificar sus propiedades, con el propdsito de poder aplicarlas al suelo y
mejorar la productividad de los cultivos (Moisés et al., 2022a). Una de las
opciones es usarla como sustrato para la produccion de hongos, ya que

sustrato residual degradado por la accion del hongo, es un material apto para
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ser usado, con ciertos recaudos, en horticultura; esta es una de las fases
finales en la cadena de reciclaje de residuos agroindustriales. Por su uso, la
degradacion utilizando hongos estaria considerada dentro de las tecnologias
sustentables, amigables con el medio ambiente y tendientes a la emision cero
(Postemsky y Lopez Castro, 2016).

La uredlisis es la produccién de amoniaco por microorganismos nativos en una
reaccion catalizada por la enzima ureasa que ocurre después de agregar urea
al sustrato hidratado (Postemsky et al., 2017). A concentraciones elevadas, el
amoniaco disocia la matriz lignocelulésica, aumenta el contenido de N y actda
como agente descontaminante (Misra et al., 2006).

Otra opcibn a considerar es el compostaje que, como se menciond
previamente, es un proceso bio-oxidativo controlado que involucra un sustrato
organico heterogéneo, una etapa termofilica de reduccion de patdégenos y
semillas de malezas, y una etapa de maduracién de degradacion de sustancias
fitotéxicas, que finaliza en un producto inocuo, estable y maduro conocido
como compost (Mazzarino & Satti, 2012).

En el Capitulo 1 se corrobor6 que la espectroscopia UV-vis permite inferir
informacion estructural de las SH extraidas de suelos y materiales organicos
(Burgess & Thomas, 2007; locoli et al., 2017). Si bien no puede utilizarse para
identificar los grupos funcionales presentes, el espectro obtenido constituye la
absorcion promedio de las moléculas que componen la muestra (Miller, 1994),
pudiendo utilizarse para estimar el grado de aromaticidad del material organico.
Esta caracterizacion espectrométrica permitiria comprender con mayor detalle
el efecto del residuo sobre el suelo y la productividad (Zambrano et al., 2011),
asi como el efecto de la biotransformacion sobre los materiales organicos
(Moisés et al., 2022a). Senesi et al. (1989) sefalaron que la maduracion y
estabilizacion de las EO implican la descomposicion parcial de alifaticos,
polipeptidicos, y componentes similares a polisacaridos, asi como aumentos en
policondensacion y polimerizacion de anillos aromaticos. Senesi et al., (2007)
mostr6 que las SH que se encuentran en las EO tienen una mayor
heterogeneidad molecular, caracter alifatico, y concentraciones de compuestos
gue contienen N y estructuras similares a los polisacaridos que se encuentran

en las SH de los suelos. La aromaticidad, la hidrofobicidad y las caracteristicas
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poli electroliticas dependen de la composicion de cada material (Ukalska
Jaruga et al., 2021). Las relaciones de absorbancia a ciertas longitudes de
onda han sido consideradas como parametros espectroscopicos de utilidad
para la caracterizacion del material organico en relacion al peso molecular,

polaridad y grado de humificacion (Waldrip et al., 2014).

Hipotesis
La biotransformacion genera cambios diferenciales respecto al material original,

mejorando su calidad para la nutricion del trigo.

Objetivos
i) Caracterizar de forma quimica la CG sometida a diferentes
procesos de transformacion;
i) Extraer sus sustancias humicas y evaluarlas mediante la técnica

espectrométrica UV-Visible;
iii) Evaluar el efecto sobre la produccién del trigo cuando la CG con

diferentes transformaciones es aplicada al suelo.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la CG y sus transformaciones

Las diferentes transformaciones realizadas a la cascara de girasol se llevaron a
cabo en las dependencias de CERZOS-CONICET Bahia Blanca. Fueron
utilizados cinco tratamientos principales: Cascara Girasol (CG) sin modificar,
proveniente de la industria aceitera de Bahia Blanca; Céascara Girasol
Compostada (CGCm) corresponde a un compost realizado con CG y estiércol
ovino durante 5 meses (por una parte de CG 2,5 de estiércol ovino en
volumen); Cascara Girasol con Pleurotus (CGPle) corresponde al sustrato
residual de la produccion del hongo comestible Pleurotus ostreatus; Cascara
Girasol con Ganoderma (CGGan) corresponde al sustrato residual de la
produccion del hongo medicinal Ganoderma lucidum; Cascara Girasol
Ureolizada (CGUTr) corresponde a CG colocada en silo bolsa con agregado de
urea (3%) durante 3 meses, siguiendo la metodologia propuesta por Postemsky

et al., (2017a). Los materiales utilizados como tratamientos fueron secados en
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estufa a 60°C por 48 horas, molidos con malla de 1 mm de didmetro para su
analisis quimico. Se realizaron las siguientes determinaciones: MO a través del
meétodo calcinacion en mufla a 550° por 4 h (Martinez et al., 2017b), CO por
analizador automatico Leco Truspec (Leco Corporation, St Joseph, MI), N
organico total (Nt) mediante el método semi-micro Kjeldahl (Bremner, 1996), pH
y CE en una dilucién 1:5 (muestra:agua) (Bérbaro et al., 2011). Adicionalmente,
se extrajeron las SH de las CG trasformadas mediante la metodologia
establecida por la Sociedad Internacional de Sustancias Humicas (IHSS)
utilizando KOH 0,1M como solucién extractiva.

Las SH extraidas de los tratamientos se sometieron a un barrido
espectroscopico UV-Visible a 18 longitudes de onda entre 190 y 665 nm con un
espectrofotometro UV-Visible T60 PG instruments. Las muestras se diluyeron
en agua destilada desde 1:20 hasta 1:100 de acuerdo a la concentracion del
tratamiento, para obtener un barrido espectroscépico completo, sin saturacion
de la sefal. Se calcularon los coeficientes de absorcién E2/E4 (Shirshova et al.,
2006), E2/E6 (Ukalska Jaruga et al., 2021) y E4/E6 (Chen et al., 1977; Albrecht
et al., 2011), considerando una relacion de absorbancia de 254 a 465 nm, 254

a 665 nmy 465 a 665 nm, respectivamente.

Descripcion del ensayo

En 2017, se llevd a cabo un ensayo en macetas bajo condiciones controladas
en el Departamento de Agronomia, Universidad Nacional del Sur, Buenos
Aires, Argentina. El suelo utilizado en este experimento se recolect6é del sector
del campus a una profundidad de 0-20 cm. El suelo se clasifica como Haplustol
petrocalcico (Soil Survey Staff 2010), con una textura franco arenosa. El suelo
se seco al aire, se tamiz0 y se homogeneizd, mediante tamizado con una malla
de 2 mm de diametro, y se determinaron las siguientes propiedades quimicas:
MO total a través del método de calcinacion en mufla, y luego se estimé el CO
total (COT) utilizando un factor de conversion de 2,2 (Martinez et al., 2017a). El
nitrogeno total (Nt), se determiné mediante el método Kjeldahl (Bremner, 1996),
fésforo total (Pt) (Sommers & Nelson, 1972), fésforo extraible (Pe) (Olsen et al.,
1954), potasio (K) asimilable mediante la extraccion con acetato de amonio, pH

en suspension suelo: agua 1:2,5; y CE en pasta saturada. Ademas, se
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cuantifico el N inorganico (nitrato, N-NO3z) mediante destilacion por arrastre de
vapor (Mulvaney, 1996), Se supuso que el N organico es igual al Nt, porque en
suelos con texturas gruesas el N inorganico generalmente es muy bajo (Bono &

Alvarez, 2013). La caracterizacion del suelo se presenta en la
Tabla 11

Tabla 11. Propiedades edéficas del suelo utilizado.

K
Prof. CE MO COT Nt N-NOj; Pt Pe asim Textura
(cm) pH dsSm* g kg™ mg kg™
Franco
0-20 8,2 0,54 41 19 2,3 32 250 21 773
arenosa

Conductividad eléctrica (CE), material organica (MO), carbén orgéanico total (COT),
nitrégeno total (Nt), nitrdgeno inorganico (N-NOs), fésforo total (Pt), fosforo extraible
(Pe), potasio asimilable (K asim).

Cada maceta, de 972 cm?® de volumen, se completd con 300 g de suelo y luego
se sembré con el cultivar de trigo ACA 303. En cada maceta se colocaron ocho
semillas para ralear una vez germinadas, dejando cuatro plantas por maceta.
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones.
Al momento de la siembra, se incorporé cada uno de los residuos molidos con
malla de 1 mm de didmetro al suelo, utilizando como criterio de dosificacion
cuatro niveles de N: testigo sin aplicacion de residuo (NO) y las cantidades
equivalentes de 50 (N1), 100 (N2) y 150 (N3) kg N ha™ (Tabla 12). Las tasas de
los residuos se calcularon como la cantidad equivalente de N considerando su
composicién de Nt. Luego de 55 dias, se procedid a cosechar el total de
biomasa aérea de trigo. Se colocaron las muestras en estufa a 60°C hasta
lograr obtener masa constante y posterior célculo de materia seca (MS) del

cultivo.
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Tabla 12. Cantidad de residuo aportado segun tratamiento y nivel de aporte de
N.

_ N1 N2 N3
Residuo I
Aporte (kg ha™)

CG 6376 12753 19130
CGCm 2090 4180 6271
CGPle 5525 11050 16575
CGGan 4155 8309 12464

CGUr 2638 5277 7915

Céscara de girasol (CG), cascara de girasol compostada (CGCm), cascara de girasol
con Pleurotus (CGPIle), cascara de girasol con Ganoderma (CGGan), cascara de
girasol ureolizada (CGUr). N1, N2; N3: niveles de aplicacibn de los diferentes
tratamientos.

Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de la varianza (ANAVA) doble utilizando como factores fijos
las transformaciones de la CG y el nivel de aporte de N. Por su parte, la
comparacion de medias se realizd por el test de diferencias minimas
significativas de Fisher (p<0,05). Se realizaron correlaciones de Pearson entre
la producciéon de MS de trigo y los parametros quimicos evaluados en CG con
diferentes transformaciones. Luego, se realizé el andlisis multivariado
exploratorio ACP para observar la influencia global de los parametros quimicos
utilizando a la producciéon de MS de trigo como variable de clasificacion. Dentro
de cada componente principal (CP), se seleccionaron las variables que
recibieron valores de carga ponderados dentro del 10 % de la carga ponderada
mas alta para cada CP (Martinez et al., 2018b). Se utilizaron regresiones
lineales simples para evaluar el efecto de la calidad (relacion C:N) de los
diferentes residuos sobre la produccién de MS del trigo en rendimiento relativo
(RR), considerando al tratamiento testigo como 100% de RR. Los niveles
criticos de la variable relacién C:N de las CG con diferentes transformaciones y
nivel de N aplicado, fueron determinadas mediante el método grafico de Cate &
Nelson (1971) fijandose un RR critico de 90%. Para todos los analisis

estadisticos se utilizo el software estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2018).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion quimica de la CG bajo diferentes transformaciones

En la

Tabla 13 se detallan los resultados del analisis quimico de las CG bajo
diferentes transformaciones. Tal como se menciond en el Capitulo 1, en la
actualidad existen criterios estandarizados utilizados por la Union Europea (UE)
(Decisién 2001/688/EC) en los cuales se estipulan los requisitos que deben
reunir los residuos o productos utilizados como enmiendas para que Su uso o

aplicacion no afecte la salud humana y ambiental.

Tabla 13. Caracterizacion quimica de las CG sometidas a diferentes

transformaciones.

. CE MO CO Nt C:N
Residuo pH . .
(dS m™) (9 kg™)

CG 5,6 1,62 958 617 7,8 79
CGCm 7,6 2,75 776 522 23,9 22
CGPle 53 4,47 879 569 9,0 63
CGGan 4,5 1,94 734 434 12,0 36
CGUr 5,2 1,37 959 637 19,0 34

Céscara de girasol (CG), cascara de girasol compostada (CGcp,), cascara de girasol
con Pleurotus (CGgpy), cascara de girasol con Ganoderma (CGgan), Cascara de girasol
ureolizada (CGy,). Conductividad eléctrica (CE), materia organica (MO), carbono
organico (CO), nitrogeno total (Nt).

La CE es uno de los parametros mas importantes como indicador para EO,
sobre todo cuando estas son utilizadas como sustratos para la germinacion de
semillas. Dicho pardmetro presentd valores inferiores a 2,5 dS m™, nivel
considerado tolerable por plantas de sensibilidad media (Lasaridi et al., 2006),
excepto el CGem (2,75 dS m™) que se encuentra levemente por encima vy la
CGPle (4,47 dS m™) que supera el limite recomendado (4 dS m™). Segun
Postemsky y Lépez Castro (2016) en sustratos residuales de hongos los
valores de conductividad elevados son comunes y se deben, principalmente, a
que durante la preparacion del sustrato para el cultivo de casi cualquier especie
de hongo se incorporan cantidades importantes de sulfato (CaSO,) y/o
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carbonato de calcio, (CaCO3) con fines nutricionales, amortiguacion del pH,
floculacion de coloides e induccién de la fructificacidon. Sin embargo, es
llamativa la diferencia entre la CGPle (4,47) y la CGGan (1,94), al respecto,
Postemsky y LOpez Castro (2016) mencionan que el sustrato residual esta
influenciado por la formulacién del sustrato y también por el metabolismo
particular del hongo cultivado, lo que podria explicar esta diferencia.Por su
parte, los valores de pH fueron levemente &cidos, excepto por CGCm,
hallandose por debajo del rango de 6,0-8,5 recomendado para el crecimiento
de las plantas (Hogg et al., 2002). Se observaron contenidos elevados de CO
conforme el criterio utilizado por la UE, segun el cual los residuos utilizados
como enmiendas deberian tener valores mayores a 200 g CO kg™. Por su
parte, el Nt presenté gran variabilidad, con valores en general situados en el
rango de referencia (10-20 g kg™) sugerido por Alexander (1994). La relacién
C:N, vinculada con la tasa de descomposicion de los RO (Heal et al., 1997)

presentd valores entre 22 y 79 de acuerdo al tipo de transformacion de la CG.

Caracterizacion UV-vis

Los espectros UV-vis de las SH extraidas de los tratamientos, se caracterizaron
por la ausencia de maximos definidos, por lo que la absorcion decrece
continuamente a medida que aumenta la longitud de onda (Figura 15), lo que
coincide con lo reportado por otros autores (Chen et al., 2002; Domeizel et al.,
2004; Albrecht et al., 2011; locoli et al., 2017).
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Figura 15. Variacion de absorbancia por SH extraidas de los tratamientos:
Céscara de girasol (CG), cascara de girasol compostada (CGCm), cascara de
girasol con Pleurotus (CGPle), cascara de girasol con Ganoderma (CGGan),

cascara de girasol ureolizada (CGUTr).

En la region entre 240 y 280 nm ocurre la transicion electronica para
compuestos fendlicos, acidos benzoicos, derivados de anilina, polienos e
hidrocarburos arométicos policiclicos con dos o mas anillos (Peuravuori &
Pihlaja, 1997). Especificamente, la absorbancia de SH en residuos, en esta
regién podria deberse a fracciones de lignina y quinona, asociado al material al
principio de la transformacion (Zbytniewski & Buszewski, 2005). El valor mas
bajo de la CGCm en comparaciéon al resto de los tratamientos (Tabla 14),
podria deberse a un mayor grado de avance en la transformaciéon de la MO. La
absorbancia a 465 nm indica la proporcién de SH alifatico de bajo peso
molecular con un bajo grado de transformacion, mientras que la absorbancia a
665 nm muestra la proporcion de SH macromoleculares o condensados
(Ukalska Jaruga et al., 2021). Para ambas regiones de absorcién, la CG y la
CGUr mostraron los valores mas altos (Tabla 14), en relacion al resto de los
tratamientos, posiblemente debido a un menor grado de transformacion del

material original.
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La relacion E2/E4 da idea de la interaccion entre la estructura hidrocarbonada
de dobles enlaces conjugados y los grupos auxocromos (locoli et al., 2017). Si
se halla dentro del rango, entre 2,1 y 14,5, indica que hay una alta densidad de
CO con alto grado de conjugacién, y un menor contenido en oxigeno y N (Chen
et al., 2002). En el caso de CG y CGUFr, la relacién E2/E4 fue menor respecto al
resto de los tratamientos, en gran medida, por el mayor valor de absorbancia
en 465 nm, lo que estaria asociado a moléculas con menor grado de
transformacion.

La relacion E4/E6 indica la presencia de estructuras altamente conjugadas,
capaces de absorcion incluso en la region visible del espectro electromagnético
(He et al., 2009). Los valores mas altos de esta relacién podrian atribuirse a
una disminucién en la absorcion dentro del rango de frecuencia entre 500 y 800
nm de longitud de onda. Esta disminucién se produce por la presencia de
moléculas en las que no existe una conjugacién extensa (locoli et al., 2017). La
reduccion de la relacién E4/E6 supone un aumento del tamafio molecular y una
menor proporcién de acidos carboxilicos (Heymann et al., 2005). En este caso,
los tratamientos CG y CGUr también fueron inferiores respecto al resto,
nuevamente asociado a moléculas de mayor peso molecular o mayor presencia
de moléculas aromaticas (Waldrip et al., 2014; Tan, 2003). Los altos
coeficientes E2/E6 de CGPle (318) y de CGGan (463) podrian indicar la
presencia de una alta proporcion de estructuras de lignina sin transformacion y
probablemente compuestos arométicos del micelio de hongos, e.g.
ergoesteroles; mientras que valores menores de esta relacion podrian indicar
un mayor grado de sustituciéon de enlaces multiples (Ukalska Jaruga et al.,
2021). Los valores de absorbancia similares entre la CG y la CGUr permiten
inferir que no hubo transformaciones importantes durante la uredlisis, siendo la

modificacion en la relacion C:N netamente efecto del agregado de N sintético.
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Tabla 14. Valores de absorbancia y relaciones de absorbancia para los

diferentes tratamientos.

Tratamiento 254 260 280 465 665 E2/[E4 EA4/E6 E2/E6

CG 39,80 38,11 35,11 454 130 8,8 3,5 30,7
CGCm 34,13 32,44 2894 195 0,25 17,5 7,8 136,6
CGPle 39,67 37,55 31,53 1,07 0,12 36,9 8,6 317,6
CGGan 46,22 43,02 36,09 1,15 0,10 40,3 11,5 463,0

CGUr 51,43 49,53 4589 6,54 155 7.9 4,2 33,2

Céscara de girasol (CG), cascara de girasol compostada (CGCm), cdscara de girasol
con Pleurotus (CGPle), cascara de girasol con Ganoderma (CGGan), cascara de
girasol ureolizada (CGUr). E2/E4 relacion entre los valores de absorbancia a 254 y 465
nm; E4/E6 relacion entre los valores de absorbancia a 465 y 665 nm; E2/E6 relacién
entre los valores de absorbancia a 254 y 665 nm.

Efecto de los tratamientos aplicados al suelo sobre el desarrollo de trigo

En general, se observo una mayor produccion de MS de trigo con la aplicacion
de CGCm (3370 kg MS ha™) en relacién al resto de los tratamientos, mientras
que se hallaron efectos negativos con CG sin tratar (1629 kg MS ha™). Valores
intermedios se observaron en CGUr (2625 kg MS ha), CGGan (2555 kg MS
ha') y CGPle (2119 kg MS ha™). Sin embargo, se encontré interaccion
significativa entre los tratamientos y las dosis aplicadas (p<0,001), por lo tanto,
se realizd el ANAVA de los diferentes aportes para cada tratamiento (Figura
16). La CGCm fue el Unico tratamiento que increment6 la produccién de MS de
trigo, diferenciandose del testigo en las dosis de 100 y 150 kg N ha™ (Figura
16b). Para todas las dosis, CG generd una reduccion en la MS respecto al
testigo (Figura 16a), mientras que CGPle redujo la produccién de MS solo en la
dosis mas elevada (Figura 16c). Por su parte, los tratamientos CGGan y CGUr
no se diferenciaron del testigo para ninguna dosis (Figura 16d y 16e). La
aplicaciéon de CG biotranformada por hongos lignoceluliticos (CGPle y CGGan),
no provocé cambios en la produccién de MS, a excepcion de CGPle donde se
observdé una menor produccidon de MS para la dosis mas elevada. Segun
Postemsky et al., (2017b), el metabolismo de los hongos genera una
modificacion fisica y quimica del sustrato inicial, la composicion de minerales
cambia por la absorcion y translocacion que produce el micelio, hay menos

cantidad de lignina, mientras que la cantidad de celulosa, hemicelulosa y
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componentes celulares aumenta. Seria conveniente evaluar, si el agregado de
N sintético a estos tratamientos, que mostraron una modificacion de sus
moléculas, o su combinacion con otras EO permitiria favorecer la
mineralizacion mejorando la produccion. La composicion elemental no nos
brinda informacion de como los distintos atomos se conectan entre si. Es decir,
podemos tener distintas moléculas con idéntica composicion elemental pero
distinta estructura. Por lo tanto, es necesario conocer tanto la composicion
como la estructura de los diferentes residuos para determinar su labilidad o
estabilidad, su interaccibn con otras moléculas, particulas minerales y
organicas del suelo, metales y microorganismos con el objetivo de predecir su
comportamiento ambiental (locoli, 2018). Hay que considerar que, dependiendo
del sustrato, parte del C puede estar contenido en moléculas recalcitrantes v,
de este modo, no disponible para la degradacién microbiana. En tal caso,
relaciones C:N mayores a 30 podrian ser adecuadas también, sin que se
produzca una inmovilizacion de N (Postemsky y Lopez Castro, 2016), lo que
permitiria explicar que en el caso de la CGPle (C:N=63), solo a dosis altas se

vea afectada la produccién de MS de trigo.
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Figura 16. Produccién de materia seca de trigo segun tratamientos y aportes.
a) Cascara de girasol (CG), b) cascara de girasol compostada (CGCm), c)
cascara de girasol con Pleurotus (CGPle), d) céascara de girasol con
Ganoderma (CGGan), e) cascara de girasol ureolizada (CGUr). NO, N1, N2 y
N3: dosis de N aplicado, 0, 50, 100 y 150 kg N ha™ respectivamente. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Barras verticales indican

desvio estandar.

La mayoria de los parametros quimicos utilizados para caracterizar la CG bajo
sus diferentes transformaciones presentaron correlaciones significativas
(p<0,05) con la produccién de MS, siendo la relacién C:N la variable con mayor

correlacion (Tabla 15).
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Tabla 15. Correlaciones de Pearson entre produccion de materia seca (MS) de

trigo con los parametros quimicos evaluados en los tratamientos.

Produccion de CE pH MO coT Nt C:N
trigo n Coeficiente de correlacion (r)
MS 36 0,08 0,56 -0,72 -0,52 0,83 -0,87

En negrita y en cursiva se hallan las correlaciones significativas (p<0,05).
Conductividad eléctrica (CE); materia organica (MO); carbono orgéanico total (COT);
nitrogeno total (Nt), Relacion carbono-nitrogeno (C:N).

Cuando se analiz6 de forma global todos estos parametros quimicos en funcién
de la produccion de MS de trigo mediante el ACP (Figura 17), se obtuvo una
explicacion total del 74,7% (CP1+CP2). Ademas, la relacién C:N se establecio
como el pardmetro de mayor relevancia, ya que presento el mayor valor dentro
del CP 1 (Tabla 16), el cual explica mayormente la varianza en los datos. La
relacion C:N en los materiales organicos regula la ocurrencia de procesos de

mineralizacion o inmovilizacion de N disponible durante su descomposicion.

Tabla 16. Resultados de Andlisis de Componentes Principales para la

produccién de MS de trigo.

MS trigo
CP1 CP2
Autovalores 2,79 1,69
Proporcién de

Varianza 0,47 0,28
Varianza acumulada 0,47 0,75

Variables Autovectores
CE (dSm™) -0,03 -0,31
MO (%) 0,49 0,42
COT (g kg™ 0,40 0,55
Nt (g kg™) -0,46 0,48
C:N 0,54 -0,18
pH -0,30 0,41

Materia organica (MO); carbono organico (CO); nitrégeno total (Nt); conductividad
eléctrica (CE), relacion C:N (C:N); componente principal (CP). Resaltadas se
encuentran las propiedades mas correlacionadas al CP construido.
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Segun Allison (1966) cuando la relacion C:N se encuentra entre 25y 30, existe
un equilibrio entre mineralizacién e inmovilizacion. Sin embargo, a mayores
relaciones C:N puede ocurrir un efecto de bloqueo biolégico del N asimilable
del suelo por las poblaciones de microorganismos, lo cual genera deficiencias
de N para la planta en detrimento de su rendimiento (Iglesias Jiménez et al.,
2008). Las diferencias encontradas en la produccion de MS halladas en este
estudio, podrian inferir una mayor relevancia de la calidad de cada residuo,
atribuido principalmente a su relacion C:N, prevaleciendo por sobre la cantidad
aplicada (Tabla 12).
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Figura 17. Biplot generado a partir del ACP utilizando los pardmetros quimicos
de las CG con diferentes transformaciones con la produccion de MS de trigo

como variable de clasificacion.

En la Figura 18 se observa una relacién lineal significativa entre la produccion
de MS de trigo y la relacion C:N de los materiales organicos evaluados
(R?=0,83, p<0,01). A partir de la calibraciéon de Cate & Nelson (1971), se
establece un nivel critico de relacion C:N de 38, por el cual se favorece la
produccion de MS o se restringe con la aplicacion de residuos (Figura 18). Se
observdé que cuanto mayor es la relacion C:N, a mayor dosis aplicada del
material organico segun su contenido de N equivalente, mayor es el efecto
negativo sobre el crecimiento del cultivo. Esto se debe a que los elevados

aportes de C sin transformar, con altos valores de lignina, favorecen la
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inmovilizacion microbiana generando menores niveles de N disponible (lglesias
Jiménez et al., 2008). La cantidad de lignina y C recalcitrante ha sido
usualmente referenciada como una causante de la reduccion en la tasa de
mineralizacion, debido a la resistencia de la mayoria de estas formas al ataque
microbiano (Vigil & Kissel, 1995; Benedicto Valdés et al., 2019).
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Figura 18. Rendimiento relativo (RR) de MS de trigo en relacion al tratamiento
testigo (RR=100) en funcién de la relacién C:N de los tratamientos de CG con
diferentes transformaciones y nivel de N aplicado.

CONCLUSIONES

El efecto de las diferentes trasformaciones de la CG sobre la producciéon de
materia seca de trigo se explicd principalmente por su calidad asociada a la
relacion C:N, siendo 38:1 el valor critico, por lo que materiales con menores

valores favorecerian los procesos de mineralizacion de N.

La biotransformacion modificé las propiedades quimicas del material original,
reduciendo la relacion C:N e incrementando las relaciones E2/E4, E4/E6 y
E2/E6. El proceso de ureolizado no modificé las caracteristicas de la CG,

generando un material con menor relaciéon C:N por aporte de N sintético, lo que
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evidencia que la calidad del material organico esta dada también, por la

estructura de sus moléculas.

Los materiales residuales del cultivo de hongo deberian ser sometidos a otro
tratamiento para poder utilizarse como EO. El compostaje demostré ser un
tratamiento adecuado, lo que se vio reflejado en la mayor produccion de MS del
trigo y en este caso solo se deberia ajustar la CE, lo que podria lograrse

ajustando la cantidad de estiércol a incorporar.

La técnica de UV Vis aporté informacion complementaria sobre la calidad
estructural de estos materiales, profundizando el entendimiento sobre su

potencial uso como EO.
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Capitulo IV

Sustancias Hiumicas como metodologia de
valorizacion de residuos agroindustriales y
su aplicacion foliar sobre cultivo de trigo

Parte de este capitulo fue publicado en Journal of Recycling of Organic Waste
in Agriculture, 2022. “Spectrometric evaluation of biotransformed agro-industrial
residues and their humic substances by UV-visible and infrared spectroscopy
and their effect on winter wheat productivity”.
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INTRODUCCION

La promocion del crecimiento de las plantas, utilizando sustancias humicas
(SH) como bioestimulantes ha sido profundamente estudiada (Nardi et al.,
2002; Chen et al.,, 2002; Nardi et al., 2009; Canellas & Olivares, 2014;
Martinez-Gutiérrez et al., 2022). Los bioestimulantes se definen como
materiales que contienen una 0 mas sustancias y/o microorganismos capaces
de estimular la absorcion de nutrientes y la eficiencia de uso por las plantas,
aumentar la tolerancia de las plantas al estrés biotico y abidtico y mejorar la
calidad del cultivo cuando se aplica en pequefas cantidades (Vasconcelos et
al., 2009; Calvo et al., 2014). El uso de bioestimulantes para promover el
crecimiento de los cultivos, ha aumentado en los ultimos afios como una
alternativa mas sostenible y amigable con el ambiente (Nardi et al., 2016). Los
bioestimulantes también pueden potenciar la actividad de los microorganismos
de la rizosfera y las enzimas del suelo (Nardi et al., 2016).

Entre los efectos bioestimulantes de las SH sobre las plantas, se encuentran
mejoras sobre incrementos en la longitud del tallo, raiz, hojas, biomasa, tamafio
y calidad de los frutos y aumento de los rendimientos (Veobides Amador et al.,
2018). Las SH aumentan la retencion de agua en las hojas, el metabolismo
fotosintético, aumentan la longitud de la raiz y el indice de area foliar de varios
cultivos (Qin & Leskovar 2020), mejora el crecimiento y la tolerancia al estrés
(Tan, 2003) sin impactar negativamente sobre la calidad ambiental (Senn,
1991).

Los productos a base de SH pueden proporcionar una tecnologia potencial
para integrar diferentes enfoques biotecnolégicos relacionados tanto con la
promocién del crecimiento vegetal como con la adaptacion de las plantas a
nuevas formas de producciéon (Veobides Amador et al., 2018). Para ello, es
importante comprender como actuan las SH en el metabolismo de la planta, ya
que la respuesta dependera en gran medida de la especie y estado ontogénico
de la planta, modo y tasa de aplicacion, condiciones ambientales y de manejo
existentes (Trevisan et al., 2010), como asi también la composicion del material
original y del protocolo de extraccion (Shirshova et al., 2005). Ademas, el
extractante utilizado durante la extraccion de las SH también puede variar,

siendo el mas utilizado el hidréxido de sodio NaOH (UISS) y una alterativa el
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hidroxido de potasio KOH. Actualmente, la aplicacion foliar de SH se esta
realizando como una alternativa entre las diferentes estrategias de fertilizacion
(Rose et al., 2014; Bettoni et al., 2016; Balmori et al., 2019).

La mayoria de las SH usadas en la agricultura son actualmente derivadas de
fuentes no renovables, siendo necesario el desarrollo de productos a partir de
fuentes renovables (Canellas et al., 2015). Se ha demostrado que se pueden
obtener SH de los residuos solidos (Espinosa-Loréns et al., 2012). Por ejemplo,
se ha encontrado que las respuestas fisioldgicas de las plantas a las SH
aisladas de lignito o leonardita, son menores gque las observadas en respuesta
a la adicion de SH obtenido de turba, compost o vermicompost (Canellas &
Olivares, 2014). El uso de SH aislados de vermicompost mejor6 el crecimiento
de plantulas de tomate en condiciones de invernadero y su efecto represent6
una ventaja para el crecimiento y desarrollo inicial de plantulas de tomate
trasplantadas para produccion a campo (Olivares et al., 2015). Canellas et al.,
(2012), evaluaron la aplicacion de SH de vermicompost en plantulas de maiz,
donde observaron un estimulo tanto en la elongacién como en la proliferacion
de raices secundarias, lo que resulto en un aumento del area superficial y
longitud radical total. La estimulacion del crecimiento de las plantulas también
puede volverse importante para las plantas que muestran problemas de
germinacion (Cavalcante et al., 2013).

Como se mencion6 anteriormente, las caracteristicas de las SH varian por
muchos factores, por lo tanto, para poder hacer un uso eficiente como
bioestimulantes, es necesario conocer en detalle sus propiedades y se hace
necesario complementar distintos tipos de analisis, ya que ninguna variable en
forma aislada brinda toda la informacion.

Existen técnicas analiticas rapidas y de bajo costo que infieren la composicion
estructural de diferentes materiales, facilitando la interpretacion de su efecto
sobre las plantas y el suelo (locoli et al., 2017). El desarrollo de diferentes
técnicas espectrales, como la espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) y la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), entre otras, ha
permitido evaluar y comprender la estructura quimica de las SH (Mosquera et
al., 2007). Aunque la espectroscopia UV-vis no se puede utilizar para identificar

grupos funcionales en las muestras, analizar el espectro obtenido permite
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estimar el grado de aromaticidad de los materiales organicos (Wang et al.,
2018), y las relaciones de absorbancia a ciertas longitudes de onda son
parametros de utilidad para la caracterizacién de las SH (Waldrip et al., 2014).
Por otro lado, la espectroscopia infrarroja puede identificar grupos funcionales y
se ha convertido en una herramienta muy util para estudiar la naturaleza,
reactividad y disposicion estructural de los componentes (Hou et al., 2018). Si
bien aporta informacion basicamente cualitativa, es una técnica efectiva, rapida
y econdmica, que aporta informacion util en el estudio de los procesos de
degradacion de la MO (Chefetz et al., 1996).

Como se menciond al comienzo de la tesis, el cultivo de trigo es la base de los
sistemas productivos en un amplio sector SOB, regién caracterizada por un
clima semiarido. Los rendimientos del trigo estan influenciados por las
condiciones climaticas y las propiedades edaficas, requiriendo un uso eficiente
del agua y N (Martinez et al., 2015). Ante este contexto, siendo que la
informacion nutricional de las SH y sus efectos en cultivos de la regién es
escasa, y considerando sus potenciales efectos bioestimulantes, resulta
necesario entonces, conocer la composicion de las SH obtenidas de los
residuos para verificar su potencial de mejora sobre el desarrollo del cultivo de

trigo en una zona semiéarida (Moisés et al., 2022d).

Hipotesis

)] La aplicacion de SH extraidas de RO biotransformados tendra
efectos positivos sobre el cultivo de trigo principalmente en un
ambiente semiarido, consolidandose como una alternativa de
valorizacion para los residuos de la region.

i) El extractante utilizado para la obtencién de las sustancias humicas
tendra caracteristicas diferentes. El KOH tendra mejores efectos
sobre el cultivo de trigo respecto al NaOH, por el aporte de un
nutriente esencial como es el K.

1)) Las SH obtenidas de los residuos agroindustriales biotransformados
aplicados al cultivo de trigo, tendran efectos significativos sobre el
desarrollo inicial, el balance de nutrientes y/o a la eficiencia en el uso

del agua del suelo.
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Objetivos

)] Caracterizar quimica y espectrométricamente las SH obtenidas de
diferentes residuos agroindustriales biotransformados, con diferentes
extractantes;

1)) Evaluar el efecto de la aplicacion de SH extraidas de diferentes
residuos organicos sobre el desarrollo en estadios tempranos del
cultivo de trigo;

i) Evaluar el uso de KOH y NaOH como diferentes extractantes para la
obtencion de SH de los residuos y sus efectos sobre el cultivo de
trigo;

Iv) Evaluar los efectos de la aplicacion foliar de SH extraidas de
residuos agroindustriales biotransformados sobre la produccion de

trigo pan en un ambiente semiarido del SOB.

MATERIALES Y METODOS

De los residuos presentados en el Capitulo 1, se seleccionaron Al, CG, CGcm,
CGPle, CmEC y EPLC, para evaluar sus SH extraidas con diferentes
extractantes: NaOH y KOH, siguiendo la metodologia establecida por la
Sociedad Internacional de Sustancias Humicas (IHSS).

Posteriormente, de esas SH se seleccionaron cuatro para realizar dos ensayos:
el primero utilizando CGPle, Al y EPLC. Para la seleccion de los residuos se
consider6é que sus propiedades quimicas sean contrastantes (Capitulo 1) y la
relevancia ambiental en la zona del SOB. Para el segundo ensayo, se decidié
trabajar con SH de CmEC y CGPle, con la intencién de profundizar la
evaluacion de la CGPle, siendo la alternativa de biotransformacién que mostré
menor rendimiento en el Capitulo 3, y compararla con un compost de diferente

origen, para estudiar su aplicacion foliar de SH a campo.

Caracterizacion sustancias humicas

Para la caracterizacion quimica de las SH se analizaron los siguientes
parametros: N total mediante el método semi-micro Kjeldahl (Bremner, 1996), C
total por analizador automatico Leco Truspec (Leco Corporation, St Joseph, MI)
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y potasio (K), fésforo (P) y azufre (S) por espectrometria de emisién por
plasma.

Se realiz6 un analisis espectrométrico de UV-Visible, donde las SH se
sometieron a un barrido espectroscopico a 18 longitudes de onda entre 190 y
665 nm con un espectrofotbmetro UV-Visible T60 PG instruments. Las
muestras se diluyeron en agua destilada desde 1:20 hasta 1:100 de acuerdo a
la concentracién del tratamiento, para obtener un barrido espectroscopico
completo, sin saturacion de la sefial. Se calcularon los coeficientes de
absorcién E2/E4 (Shirshova et al., 2006), E2/E6 (Ukalska Jaruga et al., 2021) y
E4/E6 (locoli et al., 2017), considerando una relacion de absorbancia de 254 a
465 nm, 254 a 665 nm y 465 a 665 nm.

Ensayo |: Sustancias Himicas como metodologia de valorizacion

En 2017, se llevo a cabo un ensayo experimental en macetas bajo condiciones
controladas en el Departamento de Agronomia, Universidad Nacional del Sur,
Buenos Aires, Argentina. El suelo utilizado en este experimento es el mismo

que se utilizé en el Capitulo 3 (

Tabla 11).

Cada maceta, de 972 cm?® de volumen, se completé con 300 g de suelo y luego
se sembré con el cultivar de trigo ACA 303. En cada maceta se colocaron ocho
semillas, para ralear una vez germinadas dejando cuatro plantas por maceta.
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones.
Los residuos utilizados fueron CGPle, Al y EPLC, los cuales fueron
previamente caracterizados en el Capitulo 1. Al momento de la siembra del
cultivo, se incorpor6 cada uno de los residuos molidos con malla de 1 mm de
diametro al suelo, utilizando como criterio de dosificacion cuatro niveles de N:
testigo sin aplicacion de residuo (NO) y las cantidades equivalentes de 50 (N1),
100 (N2) y 150 (N3) kg N ha™. Las tasas de los residuos se calcularon como la
cantidad equivalente de N considerando su composicion de N (Tabla 1). Luego
de 55 dias, se procedié a cosechar el total de biomasa aérea de trigo. Se
colocaron las muestras en estufa a 60°C hasta lograr obtener masa constante,

y se procedio con la determinacion del contenido de materia seca (MS) del
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cultivo. Adicionalmente, con las SH extraidas de los residuos, se llevo a cabo
un ensayo en camara de incubacion. Se procedié a embeber las semillas de
trigo previamente desinfectadas con lavandina 1:3 durante dos minutos y
posteriormente lavadas, en soluciones de SH por 12 h, bajo dos
concentraciones, 1:10 y 1:20. Por cada tratamiento se realizaron tres
repeticiones. Se colocaron 10 semillas por caja de Petri y se incubaron bajo
condiciones de oscuridad, humedad controlada y temperatura constante a
25°C, durante 7 dias. Luego del tiempo estipulado, se recolectd el total de
biomasa de trigo. Se colocaron las muestras en estufa a 60°C hasta lograr
masa constante, y se procedié con la determinacion de materia seca (MS)

aérea (MSA) y materia seca radicular (MSR).

Ensayo Il: Aplicacion foliar de SH a campo y su efecto sobre el
rendimiento del cultivo de trigo

En 2019, se realiz6 un ensayo en el Campo Experimental Naposta (convenio
UNS y MDA-PBA), partido de Bahia Blanca (Buenos Aires). La precipitacion
promedio anual en la zona es de 561 mm (serie 1980-2019), concentradas en
otofio y primavera. El suelo es un Paleustol petrocalcico, franco grueso térmico
(USDA, 2017). Se seleccion6 un lote con historia agricola continua desde el
afno 2008 con cultivos de invierno.

La extraccion de SH se realizé con KOH, a partir de dos RO i) cascara de
girasol biotransformado con el hongo Pleurotus ostreatus (SHcgpie) Y i)
compost realizado con restos de la produccién de cebolla y estiércol bovino
(SHcmec). Se equilibré el pH de las SH extraidas a 6,5-7,0 para armar el
formulado a aplicar de forma foliar. Se consider6 las SH obtenidas como
principio activo y se procedio a realizar el preparado a aplicar segun productos
comerciales al 15,2%.

El disefio del ensayo fue de tres bloques completos aleatorizados donde se
establecieron parcelas de 1 m?y se definieron dos dosis de aplicacién foliar de
SH, baja (B) 15 L ha™ y alta (A) 45 L ha™. La dosificacién fue seleccionada a
partir de las recomendaciones provistas en las SH comerciales. La variedad de
trigo fue ACA 356 y se sembré con una densidad de 250 plantas m? a

mediados de junio de ese afio. La aplicacion foliar de las SH se llevo a cabo en
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estadio vegetativo (Z16) (Zadoks et al., 1974) del trigo. En estadio de hoja
bandera (Z60) se determiné el indice de verdor (IV) con un medidor de clorofila
Minolta SPAD 502®. Este dispositivo permite evaluar el estado nutricional
nitrogenado de las plantas de forma rapida en cualquier momento del ciclo y de
forma no destructiva. El IV se mide en unidades Spad (US) y cuanto mas
elevado es el valor, se atribuye un mejor estado nitrogenado de la planta. Las
lecturas se efectuaron en el tercio superior de la udltima hoja totalmente
expandida, en el centro de la misma entre el margen y la nervadura central,
evitando dicha nervadura como asi también zonas cloroéticas o dafiadas si las
hubiese (recomendaciones detalladas en el instructivo del equipo). Al momento
de madurez fisioldgica (Z95) se evalud la produccion de MS, rendimiento y los
componentes del mismo: espigas m?, granos m, granos espiga™, peso de mil

granos (P1000) e indice de cosecha (IC).

Analisis estadistico

1) Ensayo I:
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para comparar el efecto de
diferentes tratamientos (residuos y dosis) sobre la produccién de MS de trigo, y
para evaluar el efecto de las SH sobre MSA y MSR. Las medias de los efectos
se compararon utilizando la prueba de diferencia minima significativa cuando
las diferencias entre las medias de los tratamientos eran significativas (p<0,05).
Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson para evaluar la relacién entre
las propiedades quimicas de los residuos y la produccion de MS. Se realiz6 un
ACP con el objetivo de analizar todas las variables correlacionadas entre si y
las relaciones entre ellas y como afectaban la produccion de trigo. Ademas,
este analisis se emple6 como una herramienta de reduccidon de datos para
seleccionar los factores mas apropiados, a través de los cuales se podria
reducir el nUmero de variables independientes (Li et al., 2013). Dentro de cada
componente principal (CP), se seleccionaron las variables que recibieron
valores de carga ponderados dentro del 10 % de la carga ponderada mas alta
para cada CP (Martinez et al., 2018b). El andlisis estadistico se realiz6 con el

software informatico Infostat (Di Rienzo et al. 2018).
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i) Ensayo Il

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para comparar el efecto de dos
extractantes sobre la composicion quimica (K, S, P, C, N) de las SH de los
tratamientos. Al evaluar las variables de produccion, no se encontré interaccion
(p=0,16) entre el extractante y los residuos, por lo que se evalué en forma
conjunta con ANOVA. Las medias de los efectos se compararon utilizando la
prueba de diferencia minima significativa cuando las diferencias entre las
medias de los tratamientos eran significativas (p<0,05). Se utilizé el Software
estadistico INFOSTAT (Di Renzo et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion quimicay espectrométrica de las SH

En la Tabla 17, se presentan las relaciones de absorbancia para los mismos
residuos. En la Tabla 18, se detallan los resultados del analisis quimico de las
SH obtenidas con dos extractantes diferentes (KOH y NaOH), para los seis

residuos seleccionados.

Tabla 17. Relaciones de absorbancia de las SH extraidas de los residuos.
Tratamiento E2/E6 E4/E6 E2/E4

Al 11,51 1,83 6,30
CG 30,65 3,50 8,76
CGPle 317,60 8,60 36,93
CGCm 136,60 7,80 17,51
CmEC 150,60 9,80 15,37
EPLC 69,77 7,38 9,45

E2/E6 relacion entre los valores de absorbancia a 254 y 665 nm; E4/EG6 relacion entre
los valores de absorbancia a 465 y 665 nm; E2/E4 relacion entre los valores de
absorbancia a 254 y 465 nm. Alperujo (Al); cascara girasol (CG); cascara girasol con
Pleurotus (CGPIle); cascara girasol compostada (CGCm); compost estiércol bovino con
residuo de produccion de cebolla (CmEC); lombricompost RSU (EPLC).
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Tabla 18. Caracterizacion quimica sustancias humicas de residuos.

_ K S P C N
Extractante  Tratamiento L
(mg L™)

Al Media 2084,4 42.6 185,5 11,23 0,2
DE 17,8 2,9 12,4 1,36 0,01
cG Media 1352,5 1393,9 49 2,39 0,15
DE 53,5 55,9 3,1 0,08 0,07
Media 1962 701,4 21,9 3,09 0,3

CGPle
DE 110,7 270,5 0,85 0,28 0,01

NaOH

Media 512,1 824.5 23,0 2,15 0,23

CGCm
DE 2,8 23,8 5,04 0,29 0,1
Media 839,7 208.,6 447 1,59 0,29

CmEC
DE 19,3 8,3 2,19 0,14 0,01
Media 206,21 129,5 28,2 2,79 0,39

EPLC
DE 7,14 0,1 0,41 0,09 0,1
Al Media 2070,5 66 247 10,59 0,15
DE 207.,9 9,9 1,41 0,71 0,21
cG Media 967,0 11245 -2 1,54 0,11
DE 149,9 2439 424 0,71 0,01
Media 6745 751,5 9,8 2,83 0,27

CGPle
DE 40,1 47,2 0,99 0,14 0,01

KOH

Media  480,0 573,5 11 1,51 0,14

CGCm
DE 50,9 43,1 2,83 0,71 0,02
Media 90,5 189,5 30,3 0,85 0,19

CmEC
DE 7,6 2,12 0,02 0,07 0,01
Media -507,5 123 12,5 1,75 0,23

EPLC
DE 9,2 2,8 3,54 0,01 0,02

Céscara girasol (CG); cascara girasol compostada (CGcp); céscara girasol con
Pleurotus (CGpy); alperujo (Al); compost estiércol con residuo de produccién de
cebolla (CmEC); lombricompost RSU (EPLC). Potasio (P); azufre (S); nitrogeno (N);
fésforo (P); carbono (C). DE: desvio estandar.
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Ensayo I: Sustancias Himicas como metodologia de valorizaciéon

Relacion entre la aplicacion de RO y la produccion del cultivo de trigo

La aplicacion de CGPle no generé diferencias significativas en la produccion de
biomasa a las dosis més bajas (N1 y N2) (p>0,05). A diferencia de N3, que
produjo una disminucion en la biomasa de trigo (p<0,05) (Figura 19). En el caso
de Al, la MS de trigo disminuyé significativamente en los tres niveles de N
(p<0,05). Por su parte, con el agregado de EPLC, no se encontraron
diferencias significativas para los diferentes niveles de N respecto al control y si

hubieron diferencias entre N1 y N3 (p>0,05).
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Figura 19. Produccién de MS de trigo para cada tratamiento y dosis: cascara de
girasol con Pleurotus (CGPle); Alperujo (Al) y Lombricompost de RSU (EPLC).
Dosis 50, 100 y 150 kg N ha™® (N1, N2, N3). Para cada tratamiento, letras
diferentes indican diferencias significativas entre dosis, (p<0,05). Barras

verticales indican desvio estandar.

Con base en las correlaciones de Pearson (Tabla 19), se encontraron
relaciones débiles aunque significativas (p<0,05) entre la MS de trigo y las
propiedades quimicas individuales de los residuos. Se detectd una relacion
positiva significativa con el pH (p=0,04), mientras que se detectaron
correlaciones negativas significativas con CE (p=0,01), MO (p=0,02), CO
(p=0,2) y la relacibn C:N (p=0,03). Estos resultados sugieren que la
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productividad puede estar controlada por diferentes factores (Turner et al.,
1997).

Tabla 19. Correlaciones de Pearson (r) entre produccion de MS del trigo y

caracteristicas quimicas de los residuos.

r pH CE MO CO Nt C:N P S K

MS trigo | 0,65 -0,74 -0,71 -0,73 0,24 -0,69 0,27 0,13 0,25

En negrita las correlaciones significativas, p<0,01. Coeficiente de correlacion (r).

Comprender la funcion de cada propiedad quimica y sus interrelaciones con
otras propiedades puede mejorar nuestra capacidad para predecir la
produccion de cultivos de trigo. EI ACP mostr6 valores de autovector > 1 para
las dos primeros CP, lo que representé el 89 % de la varianza. CP1 y CP2
aportan el 62% y el 27% de la varianza, respectivamente (Tabla 20). EI CP1
demostré una elevada correlacién positiva con MO, CO vy la relacion C:N, y
negativa con pH, similar a los observado en la correlaciones de Pearson (Tabla
19). Mientras que el CP2 tuvo correlacidon positiva para Nt. Estos resultados
pueden indicar que son varios los factores que explican la produccion del
cultivo de trigo (MO, CO, relacién C:N, pH y Nt), todos ellos relacionados
principalmente con la calidad organica del residuo.
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Tabla 20. Resultados de Analisis de Componentes Principales para la

produccion de MS de trigo.

MS trigo
CP1 CP2
Autovector 5,60 2,44
Proporcion de la varianza 0,62 0,27
Varianza total 0,62 0,89
Variable Autovectores
MO 0,40 -0,19
CO 0,40 -0,06
Nt -0,05 0,63
C:N 0,40 -0,18
pH -0,40 0,17
CE 0,35 0,15
P -0,28 -0,46
K -0,27 -0,48
S 0,20 -0,19

Materia organica (MO); carbono organico (CO); nitrégeno total (Nt); conductividad
eléctrica (CE); fésforo total (P); potasio (K); azufre (S); componente principal (CP).
Resaltadas se encuentran las propiedades mas correlacionadas al CP construido.

Efecto de la aplicacion de SH sobre el crecimiento inicial del trigo

Al analizar los resultados de las SH (Figura 20) no se observo internacién entre
la dosis y el residuo (p=0,81), por lo que se analizaron los tratamientos en
conjunto.

La aplicacion de SH derivadas de Al modifico la relacion biomasa aérea:raiz
durante el crecimiento inicial del trigo con respecto a los demas tratamientos y
al testigo (p<0,01) (Al= 1,32; CGPle =1,09; EPLC= 1,19; T= 1,15).

No se observaron cambios en la produccion de biomasa radical entre
tratamientos (p>0,05). Por el contrario, la MSA mostré diferencias significativas
entre residuos, donde los valores mas altos fueron con SH extraidas del Al
diferenciandose del resto de los tratamientos, también con EPLC se observo

mayor produccién de MSA que el testigo. Este resultado coincide con los
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encontrados por Ayuso et al., (1996), quienes observaron efectos similares al
evaluar SH de residuos urbanos sin procesar y compostados sobre el
crecimiento del cultivo de cebada, los cuales estimularon el desarrollo de la

parte aérea.
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Figura 20. Materia seca radicular (MSR) y materia seca aérea (MSA) de trigo,
segun los tratamientos: control, cascara de girasol con P. Ostreatus (CGPle),
Alperujo (Al) y lombricompost de RSU (EPLC). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). Barras verticales indican

desvio estandar.

Las diferencias observadas en el efecto del Al y su SH, junto con el andlisis de
los espectros IR (Figura 21), podrian atribuirse a que no se captaron
compuestos fendlicos del residuo durante el proceso de extraccion de la SH o
que existe una modificacion en la estructura molecular por el extractante
durante el proceso de extraccién, que posiblemente disminuya el efecto
negativo del Al sobre el crecimiento de la planta. Ademas, el mayor peso
molecular observado en las SH con respecto a Al sugiere la presencia de una
mayor proporcion de estructuras bioestimulantes, como &cido indolacético,
(Nardi et al., 2021) y auxina (Ferro et al., 2006). Al respecto, Mora et al., (2010)
demostraron que la SH extraida de leonardita incrementd el desarrollo de la
parte aérea como resultado de una mayor actividad de la enzima H*-ATPasa
en la raiz, lo que modificé la distribucion del N, siendo mayor en la parte aérea

y menor en las raices. Segun Alburquerque et al., (2004) el 13% de la MO en Al
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estd compuesta por contenido de acidos grasos. Piccolo et al. (2002) indicaron
qgue los componentes humicos hidrofébicos derivados de la degradacion de las
plantas y la actividad microbiana son capaces de incorporar mas moléculas
polares al azar, aumentando asi la proteccién contra la degradacion. Spaccini
et al. (2002) demostraron que los compuestos orgénicos labiles se incorporan
en los dominios hidrofébicos de la MO y que este mecanismo de proteccion
hidrofébica evita la rdpida degradacion microbiana. El proceso de atrapamiento
molecular en el dominio hidrofébico de los compuestos humicos sugiere que, a
mayor hidrofobicidad de las SH, mayor potencial para incorporar moléculas
hidrofilicas (Canellas et al., 2012). Sin embargo, los mecanismos por los que
actian las SH no se entienden claramente. La diferencia en el efecto
observado en la aplicacion de SH obtenido a partir de diferentes residuos
podria deberse entonces a un mayor tamafio molecular o a un mayor contenido
de moléculas hidrofébicas. Ademas, la aplicacion de Al en el suelo podria
generar la inmovilizacion del N, debido a los principales &cidos grasos en su

composicién (Meneses & Cerda, 2016).
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Figura 21. Espectros IR de alperujo (Al) y sus sustancias humicas (SHa).

Los espectros UV-vis de SH, independientemente de su origen (CGPle, Al y

EPLC), se caracterizaron por la ausencia de maximos definidos, por lo que la
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absorcion decrece continuamente a medida que aumenta la longitud de onda
(Figura 22), lo que coincide con lo informado por varios autores (Chen et al.,
2002; Domeizel et al., 2004; Albrecht et al., 2011; locoli et al.,, 2017). En la
region entre 240 y 280 nm ocurre la transicién electrénica para compuestos
fendlicos, acidos benzoicos, derivados de anilina, polienos e hidrocarburos
aromaticos policiclicos con dos o mas anillos (Hansima et al., 2022).
Especificamente, en SH de los residuos o del suelo, la absorbancia en esta
regidbn podria deberse a los restos de lignina y quinona (Zbytniewski &
Buszewski, 2005). El valor mas alto de CGPLe en comparaciéon con EPLC
podria indicar el comienzo de la transformacion de la materia organica (Ukalska
Jaruga et al., 2021). En Al, la absorbancia en esta region podria estar asociada
a compuestos fendlicos. La absorbancia a 465 nm indica la proporcién de SH
alifaticas de bajo peso molecular con un bajo grado de transformacion,
mientras que la absorbancia a 665 nm muestra la proporcion de SH
macromoleculares o condensadas, es decir, material fuertemente humificado
(Ganguly & Chakraborty, 2009).

La relacion E2/E4 indica la estructura hidrocarbonada de los dobles enlaces
conjugados y los grupos auxocromicos. Esta relacion en CGPle presentd el
valor mas alto (36,9) en comparacibn con Al y EPLC (6,3 y 94,
respectivamente) y podria estar relacionada con un alto grado de aromaticidad
de la materia organica soluble y con la intensidad de la absorcion de UV de
grupos funcionales en esta fraccidén organica (Tabla 17).

La relacion E4/E6 de Al (1,8) fue inferior a CGPle (8,6) y EPLC (7,4). Esta
relacion indica la presencia de estructuras altamente conjugadas, capaces de
absorcion incluso en la region visible del espectro electromagnético (He et al.,
2009). Los valores mas altos de esta relacion podrian atribuirse a una
disminucién en la absorcion dentro del rango de frecuencia entre 500 y 800 nm
de longitud de onda. Esta disminuciéon se produce por la presencia de
moléculas en las que no existe una conjugacion extensa (locoli et al., 2017). La
reduccion de la relacion E4/E6 supone un aumento del tamafio molecular y una
menor proporcién de acidos carboxilicos (Heymann et al., 2005). Finalmente, el
parametro E4/E6 indica el grado de humificacion (descomposicion de la materia

organica) de las SH en el suelo, mientras que la humificacion progresiva se
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indica mediante proporciones E4/E6 decrecientes. Sin embargo, estas SH
extraidas de CGPle y Al no son comparables con las SH del suelo, porque son
sustancias diferentes. En el caso de EPLC este coeficiente indica un bajo grado
de humificacion en relacion a las SH del suelo con alta proporcién de acidos
fulvicos (Ukalska Jaruga et al., 2021). La alta relacion E2/E6 (317,6) de CGPle
podria indicar la presencia de una alta proporcion de estructuras de lignina sin
transformacion y probablemente compuestos arométicos del micelio de hongos,
por ejemplo, ergoesteroles. En el caso de Al, el bajo valor E2/E6
probablemente sea consecuencia del alto contenido de compuestos fendlicos
de alto peso molecular capaces de ser absorbidos en la zona visible (665 nm).
En el caso de EPLC la relacion E2/E6 (69,8) podria indicar una alta proporcion

de acidos falvicos (Ukalska Jaruga et al., 2021).
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Figura 22. Variacion de absorbancia de las SH extraidas de los residuos

biotransformados: cascaras de girasol con Pleurotus ostreatus (CGPle),

alperujo (Al) y lombricompuesto RSU (EPLC).
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Ensayo Il: Aplicacion de Sustancias Humicas a campo y su efecto sobre

el cultivo de trigo

Caracterizacion de las SH

La caracterizacion quimica de las SH, evidenciaron diferencias significativas
(p<0,05) entre residuos para K, S, P y C; y entre extractantes, para K, Py C
(Tabla 21). Las SHcepie S€ destacan principalmente por su alto contenido de K
(mg L™) (1262 vs 840 NaOH; 674 vs 91 KOH) y S (mg L™) (701 vs 209 NaOH
vs 674 vs 91 KOH), ademas de un mayor contenido de C (mg L™) (3,1 vs 1,6
NaOH; 2,8 vs 0,85 KOH) y un menor contenido de P (mg L™) (21,9 vs 44,65
NaOH; 9,8 vs 30,3 KOH), respecto a las SHcmec. Al comparar entre
extractantes, se destaca principalmente el K (1262 vs 674 SHcgple; 840 vs 91
SHcmec) Y en menor medida, el P (21,9 vs 9,8 SHcepre; 44,65 vs 30,3 SHemec) Y
el C (3,1 vs 2,8 SHcape; 1,6 vs 0,85 SHcmec).

Tabla 21. Propiedades quimicas de las SH aplicadas.

' K S P C N
Extractante Tratamiento L
(mg L")
Media 1262 Aa 701 Aa 21,9 Ba 3,1 Aa 0,3 Aa
SHcepie
DE 110,7 270,5 0,85 0,28 0,01
NaOH
Media 840Ba 209Ba 4465 Aa 1,6Ba 0,3Aa
SHcmec
DE 19,3 8,3 2,19 0,14 0,01
Media 674 Ab 752 Aa 9,8Bb 2,8Ab 0,3 Aa
SHceple
DE 40,1 47,2 0,99 0,14 0,01
KOH
Media 91 Bb 189Ba 30,3Ab 0,85Bb 0,2 Aa
Sl'|CmEC
DE 7,6 2,1 0,02 0,07 0,01

SHcepie SH de cascara de girasol con Pleurotus; SHemec SH de compsot de estiércol y
restos de cebolla.; K potasio; S azufre: P fosforo; C: Carbono; N: Nitrégeno. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre residuos, mientras que
letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre extractantes
(p<0,05).

En cuanto a las relaciones de absorbancia, no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre extractantes, por lo que se procede a la

descripcion por residuo de origen.
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Como se mencioné en el apartado anterior, valores altos de la relacion E2/E6
como los observados para SHcgpie podrian indicar la presencia de una alta
proporcion de estructuras de lignina sin transformacion y probablemente
compuestos aromaticos del micelio de hongos, lo cual podria asociarse al
mayor nivel de C en las SH de este residuo; mientras que valores menores,
SHcmee (151), podrian indicar un mayor grado de sustitucion de enlaces
multiples (Ukalska Jaruga et al.,, 2021). La relacion E2/E4 evidencia la
interaccion entre la estructura hidrocarbonada de dobles enlaces conjugados y
los grupos auxocromos (locoli et al., 2017). Si se halla en el rango de 2,1 y
14,5, indica que hay una alta densidad de carbono organico con alto grado de
conjugacion, y un menor contenido en oxigeno y N (Chen et al., 2002). Ambas
SH quedan por fuera de ese rango, con valores de 36,9 y 15,4 para SHcgpie Y
SHcmec, respectivamente. Sin embargo, al observar la caracterizacion quimica
de las SH, se confirma un menor contenido de N en SHcmec (0,2 mg L™)
respecto a las SHcepie (0,3 mg L™, posiblemente asociado al mayor contenido
de lignina en las SHcgple. Segun Huang (2005), un aumento relativo de N
podria deberse a la condensacién de lignina con proteinas o debido a la
formacion de complejos del N con la lignina.

La relaciébn E4/E6 indica la presencia de estructuras altamente conjugadas.
Valores menores en la relacion E4/E6 infieren un aumento del tamafo
molecular y una disminucién en la proporcion de acidos carboxilicos (Heymann
et al., 2005). En este caso, los valores son similares entre ambas SH (SHcgpie=
8,6 Y SHcmec = 9,8).

Evaluacion de la aplicacion foliar de SH y produccion del trigo

Las precipitaciones anuales en 2019 fueron 505 mm (Figura 23), ubicandose
por debajo de la media historica del sitio (561 mm, serie 1980-2019). Teniendo
en cuenta la necesidad tedrica (NC) del trigo (Paoloni & Vazquez, 1985), el afio
en estudio se caracterizé por déficits hidricos durante todo el ciclo del cultivo.
Esta situacion se acentu6é durante los meses de primavera, en los cuales la
deficiencia fue muy marcada y cuyas precipitaciones son indispensables para

la definicion de la produccion de trigo en esta region (Martinez, 2015).
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Figura 23. Precipitacion mensual y temperaturas medias mensuales registradas
durante 2019, precipitaciones historicas (1980-2019) y necesidad tedrica del
cultivo (NC).

Entre el extractante y los residuos no se encontrd interaccién (p=0,16), por lo
que se evalu6 en forma conjunta. Se observé una mejor respuesta del indice
de verdor para las dosis altas de las SH aplicadas, sin diferencias entre ambos
residuos empleados. La dosis baja de SHcmec también tuvo diferencias
significativas respecto al testigo, siendo la dosis baja de SHcepe la Unica que
no se diferencié estadisticamente (p>0,05) (Tabla 22). Los resultados se
encuentran en coincidencia con lo reportado por Rodriguez Torres et al. (2010)
quien observé gue los efectos de la aplicacion de SH sobre el trigo se debieron
a la concentracién. Por su parte, Kabeel et al., (2008) encontraron que, la
aplicacion foliar de SH aumenta la sintesis de clorofila. También se han
encontrado aumentos en la cantidad de nitrato en hoja de lechuga (Hernandez
et al., 2015). En general, con la aplicacion foliar de SH, se favorecio la nutricién
nitrogenada del trigo. El medidor de clorofila es una herramienta util para
monitorear el estado nitrogenado, debido a que la intensidad de color verde se
relaciona con la concentracion de clorofila y el N en la hoja (Martinez et al.,
2015).
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Tabla 22. indice de verdor (media + desvio estandar) segun tratamiento y

dosis.
Residuo Nomenclatura Dosis \Y
Testigo - 38,70+2,14 b
CGPle SHcepie B 3867+145 b
CGPle A 4193+224 a
CmEC SHcmece B 4167+£1,73 a
CmEC A 41,03+1,07 a

SH: sustancias humicas; CGPle: céscara de girasol con Pleurotus; CmEC: compost
estiércol bovino y cebolla. A: dosis alta; B: dosis baja. 1V: indice de verdor.

La produccién de MS mostrd un efecto positivo y significativo para todos los
tratamientos en comparacion al testigo (p<0,05). Se observdé una mayor
produccion de MS con la dosis alta, siendo el SHcepe €l que presenté mayor
respuesta (Figura 24a). Numerosos estudios hacen referencia al efecto
bioestimulante de las SH, mostrando efectos positivos sobre el crecimiento y la
fisiologia de la planta (Nardi et al., 1988; Schiavon et al., 2008; Pizzeghello et
al., 2013, Canellas & Olivares, 2014; Nardi et al., 2016). Huelva et al., (2002)
también reportaron efectos positivos de la aplicacion foliar de diluciones de SH
a partir de vermicompost, lo que verifica su efecto bioestimulante al igual que

los resultados hallados en el presente estudio.
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Figura 24. a) Produccion de materia seca (MS); b) rendimiento; c) espigas por
m-2; d) granos por m™; e) granos por espiga™; f) peso de mil granos (P1000); g)
indice de cosecha, segun los tratamientos. Letras diferentes indican diferencias
significativas para cada uno de los parametros evaluados. Barras verticales

indican el desvio estandar.

En cuanto al rendimiento en grano del trigo, se observaron diferencias

significativas (p<0,05) para casi todos los tratamientos con respecto al testigo,
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a excepcion de la dosis baja de las SHcepie (Figura 24b). Como puede
observarse en la Figura 24c en el nimero de espigas m? se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) para todos los tratamientos en relacion al
testigo salvo por la dosis alta de CGPle, para el caso de los granos m™ (Figura
24d), todos los tratamientos mostraron un efecto positivo, diferenciandose del
testigo (p<0,05). En el indice de Cosecha (IC), solo la dosis alta de SHcgpie S€
diferencié del testigo (Figura 24g). En el caso de las variables granos espiga™ y
P1000 (Figura 24e, 24f), no se hallaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0,05). La etapa reproductiva del trigo es la mas importante en
términos de generacion de componentes del rendimiento. Durante esta etapa
queda definido el nimero de espigas m? y el nimero de granos espiga™,
ambos componentes centrales del nUmero de granos por unidad de area, asi
las condiciones ambientales que se presentan durante este periodo critico
incidirian de manera importante en el namero final de granos establecidos
(Miralles, 2004). Sin embargo, a pesar del estrés hidrico sufrido por el cultivo
durante todo su ciclo (Figura 23), la aplicacion foliar de SH mostré efectos
positivos para MS, rendimiento, espiga m™ y granos espiga™, por lo que podria
ser una estrategia de manejo para el trigo en esta region. Segun Kell6s et al.,
(2008), se ha demostrado la importancia de los sistemas de defensa
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos durante el estrés por sequia.
Azevedo & Lea (2011) sefialan que las plantas sometidas a estrés por sequia
mostraron capacidad de ajuste osmaético al mantener la absorcién de agua y la

turgencia celular en respuesta a la adicion de SH.

CONCLUSIONES

La aplicacion de RO sin una transformacién adecuada que ofrezca propiedades
consideradas positivas para su utilizacion como EO puede generar efectos
contrarios a los deseados, como una disminucion en la produccion,
independientemente del residuo y la tasa de aplicacion. La produccién de trigo
parece estar relacionada principalmente con el componente organico de los
residuos, es decir, MO, CO, relacion C:N, pH y Nt. Sin embargo, las SH
extraidas de tales residuos aplicadas en semilla, favorecio el desarrollo del trigo

en estadios tempranos.
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Las técnicas espectrométricas, como UV-Visible y FT-IR, son utiles para una
mejor comprension de la caracterizacion de RO vy verificar el efecto potencial de
su aplicacion directa o de sus SH- como bioestimulantes del crecimiento

vegetal.

Las propiedades quimicas de las SH obtenidas varian segun el tipo de
extractante utilizado (NaOH o KOH), sin embargo, estas diferencias no se

reflejaron en el UV-vis y ni en la productividad del cultivo de trigo.

La aplicacion foliar de SH extraidas de residuos agroindustriales
biotransformados sobre trigo, también tuvo efectos positivos sobre el 1V,
produccién de MS, rendimiento, espigas m? y granos m™, revistiendo mayor

influencia la dosis de SH utilizada que su composicion.

En zonas semiéaridas, donde existen déficits hidricos debido a la erraticidad en
las precipitaciones, la aplicacion foliar de SH podria considerarse una
alternativa para mejorar la productividad debido a sus efectos bioestimulantes y

a una mayor tolerancia al estrés hidrico.

La obtencién de SH a partir de RO seria una alternativa promisoria con una
importante implicancia ambiental positiva. Se posiciona como una alternativa
de valorizacibn de los residuos agroindustriales, con la consecuente
disminucién del riesgo ambiental que implican su uso y/o disposicién

incorrectos.
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Capitulo V

Conclusiones y consideraciones finales
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Los resultados obtenidos en esta investigacion, permitieron conocer y proponer
pautas para utilizar de manera mas eficiente y ambientalmente responsable los
principales RO generados en la region del SOB. Los diferentes estudios
realizados abordaron, diferentes aspectos a considerar para la correcta
utilizacion de RO en los sistemas agricolas de la regidn. Los resultados
obtenidos tanto a campo como en el laboratorio, junto a la bibliografia
consultada, permitieron aceptar o rechazar las hipotesis planteadas, que se

detallan a continuacion:

Hipotesis 1: El conocimiento de las propiedades quimicas y espectrométricas
de los materiales organicos otorga informacion uatil para predecir su
biodregradabilidad y su efecto sobre la calidad del suelo, para ser utilizados

como EO.

Se pudo comprobar que el analisis combinado de propiedades quimicas y
espectrométricas mejora el entendimiento del nivel de complejidad estructural
de los materiales, otorgando informacién relevante al momento de definir sus
aptitudes de uso como EO. La importancia de este mayor conocimiento radica
en darle el uso mas eficiente posible con el fin de mejorar la calidad del suelo
considerando sus propiedades especificas. Ademas, a través de la integracion
de los andlisis de caracterizacidén propuestos, fue posible diferenciar los efectos
de las transformaciones a las que los residuos fueron sometidos para

adecuarlos y asi utilizarlos como EO.

Hipotesis 2: La dinamica de las transformaciones de las fracciones organicas y
la disponibilidad de nutrientes serd dependiente de las caracteristicas propias

del residuo aplicado y del tipo de suelo.

Se verific6 que tanto la calidad y la dosis del residuo utilizado, como la
granulometria del suelo donde son aplicados, influyen en la dinamica de
transformacion de las fracciones organicas y la disponibilidad de nutrientes.
Quedd en evidencia la complejidad de las interacciones entre los factores

evaluados, por lo que para lograr el uso mas eficiente y ambientalmente
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responsable de los residuos, resulta necesario realizar estudios que permitan

evaluar dichos procesos de manera integral.

Hipotesis 3: La biotransformacion genera cambios diferenciales respecto al

material original, mejorando su calidad para la nutricién del trigo.

Se evidenciaron los beneficios de las diferentes biotransformaciones sobre un
residuo complejo como es la cascara de girasol, principalmente por su elevada
relacion C:N y elevado contenido de lignina. Para que los procesos de
biotransformacion tengan el efecto deseado, de adecuar al RO para su uso
como EO, sera recomendable lograr una modificacion a nivel de la composicion
molecular del residuo, que logre ademas, una relaciéon C:N por debajo del
umbral determinado en 38:1. Ademas, a través de la evaluacion del cultivo de
trigo, se confirmaron los efectos esperados por los resultados de los Capitulos
ly?2.

Hipotesis 4: La aplicacion de SH extraidas de RO biotransformados tendra
efectos positivos sobre el cultivo de trigo principalmente en un ambiente
semiarido, consolidandose como una alternativa de valorizaciéon para los

residuos de la region.

Se comprobd la viabilidad de obtencion de SH a partir de RO y los efectos
positivos sobre el cultivo de trigo en diferentes estadios de desarrollo. La
utilizacion de SH obtenidas a partir de RO constituye una alternativa de
valorizacion de dichos residuos con un doble efecto ambiental positivo, por un
lado el aprovechamiento directo del residuo, por otro, la posibilidad de obtener

SH a partir de fuentes renovables.

Hipotesis 5: El extractante utilizado para la obtencion de las SH tendra
caracteristicas diferentes. EI KOH tendra mejores efectos sobre el cultivo de

trigo respecto al NaOH, por el aporte de un nutriente esencial como es el K.
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Se pudo comprobar que las SH extraidas con NaOH tienen diferencias en sus
propiedades con respecto a las extraidas con KOH para los mismos residuos.
Sin embargo, esto no se tradujo en efectos diferenciales sobre el cultivo de
trigo, donde no se encontraron diferencias entre los tratamientos, a pesar del

aporte de K al utilizar KOH como extractante.

Hipotesis 6: Las SH obtenidas de los residuos agroindustriales
biotransformados aplicados al cultivo de trigo, tendran efectos significativos
sobre el desarrollo inicial, el balance de nutrientes y/o a la eficiencia en el uso

del agua del suelo.

A partir de la aplicacion foliar de las SH en un cultivo de trigo, se pudo
comprobar su efecto positivo sobre la mayoria de las variables evaluadas (IV,
produccién de MS, rendimiento, espigas m? y granos m?) que influyen
directamente sobre la produccién del cultivo. Al considerar las bajas
precipitaciones del afio del ensayo, se pudo comprobar sus efectos
bioestimulantes, donde la dosis tendria mayor relevancia que la composicion
de las SH aplicadas. En zonas semiaridas, el efecto positivo en afios con estrés

hidrico, le otorga aun mayor relevancia.

A partir de lo visto a lo largo de la Tesis, queda en evidencia que para
considerar la utilizacién de cualquier RO, hay que conocer sus caracteristicas
particulares, ya que su calidad va a definir su uso mas eficiente. Igual
importancia, tendra conocer las propiedades del suelo al cuél ser& aplicado, asi
se podran definir formas, dosis y momentos de aplicacion mas adecuados,

acordes al objetivo de manejo.

Queda ademas expuesta la necesidad de abordar la actividad agropecuaria de
una manera mas holistica, identificando que la solucién a problemas existentes,
puede estar dentro del mismo sistema productivo. De esta manera seria
posible aprovechar los RO generados en la region para desarrollar productos
de valor, a partir de su incorporacion como nuevos insumos de la cadena

productiva, asi como aprovechar los RO como parte de las estrategias de
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manejo de nutricion de cultivos, combinado con otras fuentes, naturales o
sintéticas, que compensen posibles desbalances caracteristicos de los RO y a
su vez, colaboren a la recuperacion y mantenimiento de la calidad y salud de
los suelos en general. Cada vez més, es imprescindible una vision global del
sistema como forma de recuperar los suelos degradados y abogar por una

sostenibilidad productiva y ambiental.
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ANEXO |
Tabla 23. Resumen de los residuos organicos utilizados para cada ensayo en
cada capitulo de la tesis.

Ensayo Ensayo Ensayo Caracterizacion Ensayo Ensayo
| Il I I Il
17 RO 6 RO 3 RO 5 RO 6 RO 3 RO 2RO
CG CG CG CG CG CGPle CGPle
CGPle CGPle CGCm CGPle CGPle Al CmEC

CGGan CGGan Al CGGan CGCm EPLC
CGUr CGCm CGUr Al
CGCm Al CGCm EPLC
CA CmEC CmEC
CAPle
CAlLen
PA
PAPIle
PAGan
PALen
Al
CmEC
EPLC
Bg
Bo
Residuo organico (RO); sustancias humicas (SH); cascara girasol (CG); cascara

Caracterizacion

girasol con Pleurotus (CGPle); cascara girasol con Ganoderma (CGGan); cascara
girasol ureolizada (CGUFr); cascara girasol compostada (CGCm); cascarilla arroz (CA);
cascarilla arroz con Pleurotus (CAPle); cascarilla arroz con Lentinula (CALen); paja
arroz (PA); paja arroz con Pleurotus (PA Ple); paja arroz con Ganoderma (PAGan);
paja arroz con Lentinula (PALen); alperujo (Al); compost estiércol bovino con residuo

de produccion de cebolla (CmEC); lombricompost RSU (EPLC); bagazo (Bg); borra
(Bo).
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