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RESUMEN

El bagazo de uva es el principal subproducto de la industria vitivinicola y su inadecuado
descarte es causante de probleméaticas ambientales que requiere de técnicas
mejoradas para la gestion de este residuo. La evaluacion de vermicompost, generado
del bagazo de uva, complementado con tres biocarbones (BCs) de diferente origen, se
realizo con la finalidad de verificar los cambios en sus propiedades bioquimicas y
biolégica, mediante un experimento en condiciones ambientales controladas. El
vermicompostaje se realizé durante 5 meses utilizando como sustrato bagazo de uva
con lombrices de la especie Eisenia fetida S., en conjunto con BCs de residuos de la
industria forestal y ganadera (estiércol de cerdo y cama de aves) aplicados al 2% (p/p);
se consideraron tratamientos controles sin lombrices y sin biocarbones. Al final del
vermicompostaje se analizaron las diferencias en rendimiento de vermicompost,
poblaciones de lombrices adultas, propiedades quimicas, indice de germinacion (1G),
emisiones de CO: y actividades enzimaticas evaluadas mediante los indices GMean,
T-SQI e IBRv2 de los vermicompost generados. Los resultados sefalan que las
poblaciones de lombrices adultas no fueron afectadas por ningun tratamiento; sin
embargo, los biocarbones producidos a partir de estiércol porcino y cama de aves
aumentaron los rendimientos, como también redujeron significativamente la relacion
C/N de los vermicompost finales. En relacién con el indice de germinacion (IG), se
evidenci6é un efecto positivo en todos los tratamientos, situAndose sobre 100%, dado
que las repuestas fueron mejores que el control. La respiraciébn microbiana se redujo
en los tratamientos con biocarbones producto de la fase de maduracion, exceptuando
el proveniente de planteles avicolas por su alto contenido de carbonatos. Los indices
enzimaticos reflejaron una reduccion de las actividades enzimaticas en los
vermicompost con biocarbén, especialmente en el proveniente de estiércol de cerdo.
El tratamiento control sin lombrices ni biocarbén dio lugar a las mayores emisiones de
CO2, mientras que el vermicompost sin biocarbon incrementé el IG. Se concluye que
los tres biocarbones influyeron positivamente en acelerar la estabilizacion del

vermicompost, siendo destacado el efecto del BC de estiércol de cerdo.
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SUMMARY

Grape bagasse is the main by-product of the wine industry and its improper disposal
causes environmental problems that require improved techniques for the management
of this waste. The evaluation of vermicompost, generated from grape bagasse,
supplemented with three biochars (BCs) of different origin, was carried out in order to
verify the changes in its biochemical and biological properties, by means of an
experiment under controlled environmental conditions. Vermicomposting was carried
out during 5 months using grape bagasse as substrate with earthworms of the species
Eisenia fetida S., together with BCs from forestry and livestock industry residues (pig
manure and poultry litter) applied at 2% (w/w); control treatments without earthworms
and without biochar were considered. At the end of vermicomposting, differences in
vermicompost yield, adult earthworm populations, chemical properties, germination
index (GI), CO2 emissions and enzymatic activities evaluated by GMean, T-SQI and
IBRv2 indices of the vermicompost generated were analyzed. The results indicate that
adult earthworm populations were not affected by any treatment; however, biochar
produced from swine manure and poultry litter increased yields, as well as significantly
reduced the C/N ratio of the final vermicompost. In relation to the germination index
(GI), there was a positive effect in all treatments, above 100%, since the responses
were better than the control. Microbial respiration was reduced in the treatments with
biochar from the maturation phase, with the exception of the biochar coming from
poultry plants due to its high carbonate content. The enzymatic indexes reflected a
reduction of enzymatic activities in the vermicompost with biochar, especially in the one
from pig manure. The control treatment without worms and biochar resulted in the
highest CO2 emissions, while vermicompost without biochar increased Gl. It is
concluded that all three biochars had a positive influence on accelerating vermicompost

stabilization, with the effect of the pig manure BC being outstanding.
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CAPITULO 1. INTRODUCION GENERAL

La agricultura actual enfrenta diversos desafios, dentro de los cuales se encuentra
alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sostenible, dado el aumento de la poblacién
mundial en los proximos afios. Se estima que en 2050 se deberd asegurar la
produccion de alimentos para 9.000 a 10.000 millones de personas en el mundo, lo
gue requiere un incremento de su obtencion en un 60 a 110% (UN, 2019; FAO, 2019).
Con el fin de mitigar las probleméticas previamente mencionadas, se hace necesario
optimizar sistemas de agro sustentables, que involucren el ciclaje de recursos,
incorporandolos en las técnicas de manejo los convencionales (Vejan et al., 2021). Las
enmiendas organicas figuran como una forma de revalorizar residuos agricolas,
aportando a generar condiciones benéficas para la microbiota edafica y una importante
fuente de nutrientes que impacte de forma positiva en aspectos quimicos, fisicos y
bioldgicos del suelo (Medina et al., 2015; Liu et al., 2016; Kang et al., 2022).

La Vitis vinifera L. es uno de los cultivos frutales mas importantes en el mundo (Hussain
et al., 2008). En 2021 se estimd una producciéon mundial de 260 mill. hL de vino (OIV,
2022); donde, producto de la vinificacion se genera orujo de uva, su principal residuo
organico, que consta de los restos solidos derivados del prensado y constituye el 25%
de la producciéon de uva para vino (Zabaniotou et al., 2018). Algunas vias para la
gestion de este residuo son la obtencién de etanol (Dimou et al., 2016), licores (Ahmad
et al., 2020) y nutracéuticos (Salehi et al., 2019; Antoni¢ et al., 2020) elaborados a
partir de la abundancia en polifenoles encontrados en el orujo (Poveda et al., 2018),
con la finalidad de evitar su aplicacion inadecuada en suelos agricolas (Cortés et al.,
2020), que provoquen efectos fitotdxicos en cultivos (Dominguez et al., 2017).

Dentro de estas técnicas se destaca el vermicompostaje, un proceso aerobico
impulsado por lombrices epigeas como Eisenia fetida S., E. andrei S y Lumbricus
rubellus H. (Sanchez-Hernandez et al., 2020), en condiciones mesdbfilas, resultando un
material abundante en sustancias humicas y que promueve el desarrollo de
microorganismos (Bhat et al., 2018), con una relacion C/N en un rango de 20-28, segun
datos referenciales (Hirzel y Salazar, 2016).



El vermicompostaje consta de dos fases principales: 1) activacion enzimatica: aqui las
lombrices funcionan como los principales impulsores de la colonizacidbn microbiana en
la materia organica fresca, promoviendo cambios en la estructura y funcionalidad de
la comunidad microbiana (Gomez-Brandén et al., 2011; Hanc et al., 2019), a este
proceso también se le denomina “procesos asociados al intestino” de estos anélidos
(Dominguez et al., 2017). Se ha demostrado que mediante el transito intestinal las
comunidades microbianas prevalentes corresponden a microorganismos especificos,
como miembros del género Acidovorax (Schramm et al.,, 2003), promotores de
enzimas que catalizan proteinas y del género Streptomyces (Edwards y Arancon,
2022), productores de celulasas, donde ambos permiten a las lombrices reabsorber
compuestos complejos catalizados que podrian ser desechados al ambiente de no
ocurrir estos procesos. Dicha activacion enzimética promueve la aceleracion de la
descomposicion y estabilizacion de la materia organica, donde existe inicialmente una
mayor emision de COz, y una intensa actividad microbiologica durante los primeros 30-
45 dias (Cao et al., 2021; Santana et al., 2020). Luego, se da lugar a la segunda fase
de maduracion o también llamado cast associate proces (CAP) o procesos asociados
a las excreciones de las lombrices (Dominguez y Gomez-Branddn, 2012), donde las
lombrices abandonan el sitio por falta de materia organica fresca facilmente digestible
y se desplazan por mas alimento; aunque, indirectamente siguen actuando sobre el
vermicompost ya producido, mediante la colonizacién de microorganismos y enzimas
que dejaron in situ (Khatua et al., 2018); quienes continban el proceso de
inmovilizacibn de compuestos organicos. Se caracteriza por ser una fase donde la
actividad enzimatica y microbiana va en decline, con una menor emision de COz, pero
con mayor rendimiento, una menor C/N y mayor contenido nutricional (Ferrdz-Ramos
et al.,, 2022). Sin embargo, este proceso se encuentra en constante estudio, con la
incorporacion de aditivos abundantes en C.

El biocarbén proviene de la pirdlisis de biomasa (Lehmann et al., 2011) cuyos
beneficios dependen del material base utilizado para su elaboracion, dosis agregada
y latemperatura aplicada durante el proceso de piro6lisis (Sizmur et al., 2017; Agegnehu

et al., 2017). Dependiendo de la materia prima, el biocarbén puede aumentar la



disponibilidad de nutrientes para las plantas y mejorar las caracteristicas fisicas de los
suelos (Wu et al.,, 2017). De acuerdo con Sanchez-Hernandez et al. (2019a) los
espacios porosos de la estructura del biocarbén pueden ser colonizados por
microorganismos y retener enzimas extracelulares.

En estudios relativos al suelo, se ha demostrado la relacion del biocarbén con
exoenzimas (Garcia-Delgado et al., 2018), como también integrando lombrices,
logrando un incremento de la actividad enzimética en el biocarb6n de 8 veces en
comparacién con ambientes libres de lombrices (Sanchez-Hernandez, 2018). Dicha
accion es potenciada por el mucus secretado por estos organismos, el cual es capaz
de aumentar la retencion de enzimas en el biocarbon, actuando como un agente
reticulante de la activacion enzimética con este material (Huang y Xia, 2018; Sanchez-
Hernandez et al., 2019b).

El bagazo de uva ha sido estudiado en investigaciones anteriores como una materia
prima abundante en materia organica y que sometida a vermicompostaje en fresco
(Santana et al., 2020) y post destilado (Gomez-Brandon et al., 2023), resulta en un
biofertilizante con propiedades remediadoras de pesticidas, enriquecida sobre todo de
microorganismos y enzimas extracelulares (Dominguez et al., 2019).

Si bien a la fecha, existen estudios que evaltan los efectos de los biocarbones y
vermicompost por separado, existe poca evidencia cientifica de cémo estos dos

factores en conjunto se complementan en el vermicompostaje de orujo de uva.

HIPOTESIS
El uso de biocarb6n en la elaboracibn de vermicompost permite acelerar la

estabilizacion de los materiales y enriquecer sus propiedades bioquimicas y bioldgicas.



OBJETIVO GENERAL
Evaluar el impacto de biocarbones de distinta naturaleza sobre su estabilizacion y las

propiedades bioquimicas y bioldgicas de vermicompost de residuos vitivinicolas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el efecto del vermicompostaje en presencia de biocarbon sobre las
poblaciones de lombrices E. fetida y el rendimiento de los productos finales.

- Analizar las propiedades bioquimicas del vermicompost generado con biocarbones.
- Determinar el efecto de los tratamientos sobre propiedades bioldgicas de los

vermicompost finales.
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Abstract

Agricultural and industrial wastes require proper management to avoid negative
environmental implications. Our objective was to evaluate the biochemical and
biological properties of vermicompost co-production from wastes. Different wastes
were considered in this study such as grape bagasse from the wine industry, swine
manure and poultry litter from animal production and pine sawdust from the forestry
industry. Grape bagasse was the substrate for vermicomposting and the other organic
wastes were converted into biochar (BC). Vermicomposting was co-produced for 5
months using Eisenia fetida S. earthworms together with BCs (eucalyptus sawdust
biochar, BC1; pig manure biochar, BC2; and carbonaceous poultry litter material, BC3)
at 2% (w/w). Chemical, microbiological and enzymatic determinations were performed.
After the incubation period, adult earthworm populations were not affected by any
treatment and no toxic effects on radish plants were detected. Microbial respiration and
enzymatic activities were reduced with the incorporation of BCs, while a stabilized
vermicompost free of phytotoxic compounds was obtained. Although all three BCs
positively influenced the process, it was the porcine BC that optimized the stabilization

of organic matter.

Keywords: Vermicompost; Earthworms; Grape bagasse; Biochar; Enzymatic index.
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1. Introduccion

El desaprovechamiento de residuos organicos es una problematica social, econémica
y ambiental (Sharma y Garg, 2018). A nivel mundial se desperdician cerca de 1.300
mill. tons de materias primas cada afio, equivalente a un tercio de la produccién
mundial destinada para el consumo humano (FAO, 2011); siendo la agricultura una
importante actividad generadora de desechos (FAO, 2019), que correctamente
gestionados son una fuente abundante de nutrientes y materia organica (Huang et al.,
2021).

La Vitis vinifera L. es uno de los cultivos frutales mas importantes en el mundo (Hussain
et al., 2008). En 2021 se estim6 una produccion mundial de 260 mill. hL de vino (OIV,
2022); donde, producto de la vinificacion se genera orujo de uva, su principal residuo
organico, que consta de los restos sélidos derivados del prensado y constituye el 25%
de la producciéon de uva para vino (Zabaniotou et al., 2018). Algunas vias para la
gestion de este residuo son la obtencidn de etanol (Dimou et al., 2016), licores (Ahmad
et al., 2020) y nutracéuticos (Salehi et al., 2019; Antonic et al., 2020) elaborados a
partir de la abundancia en polifenoles encontrados en el orujo (Poveda et al., 2018),
con la finalidad de evitar su aplicacion inadecuada en suelos agricolas (Cortés et al.,
2020), que provoquen efectos fitotdxicos en cultivos (Dominguez et al., 2017).

Dentro de estas técnicas se destaca el vermicompostaje, un proceso aerobico
impulsado por lombrices epigeas como Eisenia fetida S., E. andrei S. y Lumbricus
rubellus H. (Sanchez-Hernandez et al., 2020), en condiciones mesofilas, resultando un
material abundante sustancias humicas y que promueve el desarrollo de
microorganismos (Bhat et al., 2018), con una relacion C/N en un rango de 20-28, segun
datos referenciales (Hirzel y Salazar, 2016).

El vermicompostaje consta de dos fases principales: 1) activacion enzimatica: aqui las
lombrices funcionan como los principales impulsores de la colonizacién microbiana en
la materia organica fresca, promoviendo cambios en la estructura y funcionalidad de
la comunidad microbiana (Gomez-Branddn et al.,, 2011; Hanc et al., 2019), a este
proceso también se le denomina procesos asociados al intestino de estos anélidos

(Dominguez et al., 2017). Se ha demostrado que mediante el transito intestinal las
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comunidades microbianas prevalentes corresponden a microorganismos especificos,
como miembros del género Acidovorax (Schramm et al.,, 2003), promotores de
enzimas que catalizan proteinas y del género Streptomyces (Edwards y Arancon,
2022), productores de celulasas, donde ambos permiten a las lombrices reabsorber
compuestos complejos catalizados que podrian ser desechados al ambiente de no
ocurrir estos procesos. Dicha activacion enzimatica promueve la aceleracion de la
descomposicion y estabilizacion de la materia organica, donde existe inicialmente una
mayor emision de COz, y una intensa actividad microbiolégica durante los primeros 30-
45 dias (Cao et al., 2021; Santana et al., 2020). Luego, da lugar a la segunda fase de
maduracion o también llamado procesos asociados a las excreciones de las lombrices
(Dominguez y Gémez-Brandon, 2012), donde las lombrices abandonan el sitio donde
no encuentran materia organica fresca facilmente digestible y se desplazan por mas
alimento; aunque, indirectamente siguen actuando sobre el vermicompost ya
producido, mediante la colonizacion de microorganismos y enzimas que dejaron in situ
(Khatua et al., 2018); quienes contintan el proceso de inmovilizacion de compuestos
organicos. Se caracteriza por ser una fase donde la actividad enzimatica y microbiana
va en decline, con una menor emisién de COz2, pero con mayor rendimiento, una menor
C/N y mayor contenido nutricional (Ferraz-Ramos et al., 2022). Sin embargo, este
proceso se encuentra en constante estudio, con la incorporacion de aditivos
abundantes en C.

El biocarbén proviene de la pirélisis de biomasa (Lehmann et al., 2011) cuyos
beneficios dependen del material base utilizado para su elaboracion, dosis agregada
y la temperatura aplicada durante el proceso de piroélisis (Sizmur et al., 2017; Agegnehu
et al., 2017). Dependiendo de la materia prima, el biocarb6n puede aumentar la
disponibilidad de nutrientes para las plantas y mejorar las caracteristicas fisicas de los
suelos (Wu et al.,, 2017). De acuerdo con Sanchez-Hernandez et al. (2019a) los
espacios porosos de la estructura del biocarbon pueden ser colonizados por
microorganismos y retener enzimas extracelulares.

Existe evidencia de la interaccion entre el biocarbon y exoenzimas en ambientes como

el suelo (Garcia-Delgado et al.,, 2018), asi como en presencia de lombrices,
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detectandose un incremento de la actividad enzimatica en el biocarbon de 8 veces en
comparacion con ambientes libres de lombrices (Sanchez-Hernandez, 2018). Dicha
accion es potenciada por el mucus secretado por estos organismos, el cual es capaz
de aumentar la retencién de enzimas en el biocarbdn, actuando como un agente
reticulante de la activacion enzimatica con este material (Huang y Xia, 2018; Sanchez-
Hernandez et al., 2019b).

El orujo ha sido estudiado en investigaciones anteriores como una materia prima
abundante en materia organica y que sometida a vermicompostaje en fresco (Santana
et al., 2020) y post destilado (Gomez-Branddn et al., 2023), resulta en un biofertilizante
con propiedades remediadoras de pesticidas, enriquecida sobre todo de
microorganismos y enzimas extracelulares (Dominguez et al., 2017).

Si bien a la fecha, existen estudios que evaltan los efectos de los biocarbones y
vermicompost, no existe claridad con relacién a la respuesta en su conjunto sobre las
cualidades del producto final. Por lo que el objetivo de este estudio es evaluar el efecto
de la produccion de vermicompost con biocarbén sobre sus propiedades bioquimicas
y biolégicas.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de biocarbones y material carbonoso

Las materias primas correspondieron a desechos de planteles ganaderos avicolas y
porcinos, ademas de residuos de madera, obtenidos de productores del Centro-Sur de
Chile. Los residuos ganaderos y lignocelulésicos se homogeneizaron y tamizaron a
través de un tamiz de 5 mm previo secado a temperatura ambiente por 2 semanas
(Ginebra et al., 2022).

Los biocarbones se obtuvieron mediante pirdlisis lenta, con temperatura maxima de
550 °C durante 2 horas en un horno de fabricacién local. Los gases emanados en el
proceso se condensaron y recuperaron en porcion liquida, no son considerados en
este estudio (Mufioz et al., 2019).

Se obtuvieron dos biocarbones y un material carbonoso: biocarbén de residuos de

madera de eucalipto (BC1), biocarbon de estiércol de cerdo (BC2) y material carbonoso
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de cama de aves de corral (BC3). Este ultimo consta de un bajo contenido de carbono
organico (CO = 5,64 %; Ginebra et al., 2022), por lo que no califica como biocarbén
segun el Certificado Europeo de Biocarbon y las directrices del IBI, considerandose un
material carbonoso, para el entendimiento de este estudio también se le denomina
biocarbén. Los biocarbones se homogeneizaron, tamizaron (<250 ym) y almacenaron
en desecadores hasta su uso. Sus caracteristicas se analizaron en estudios previos
(Tabla 1: Ginebra et al., 2022).

2.2. Establecimiento del ensayo

El estudio se realizé en la region de Nuble, Chile (36°54'35.8"S 72°24'40.5"W) bajo
condiciones ambientales controladas, utilizando bagazo de uva variedad Pais (Vitis
vinifera L.) obtenida de vifiedos en el Valle del Itata. Este material fue compostado por
7 semanas previo al inicio de los ensayos, con la finalidad de evitar el exceso de
compuestos polifendlicos fitotoxicos (Dominguez et al., 2014). Se utilizaron recipientes
plasticos de 6 L de capacidad perforados en la base para evitar la acumulacion de
lixiviados; en su interior se adicionaron 2 kg de bagazo en mezcla con cada uno de los
biocarbones y material carbonoso obtenidos, en una proporcién al 2% (p/p) del sustrato
(EI-Naggar et al., 2019) y se agregaron 100 lombrices de la especie Eisenia fetida S.,
las cuales fueron seleccionadas en ejemplares adultas y juveniles por partes iguales

(Sanchez-Hernandez et al., 2020).

Tabla 1. Caracterizacion quimica de los biocarbones y bagazo de uva.

Parametro Unidades BC; BC, BC; B

pH - 5.73 8.2 10.24 6.78
CE (1:5) dS m? - - - 2.14
MO % - - - 95.45
TN g kg 2.8 33.9 8.4 18.4
TC gkg? 841.5 418.8 116.1 553.7
C:N - 300.5 12.4 13.8 30.09
N-NOs mg kg™ 380 7860 9400 25.5
N-NH4* mg kg™ 0.55 9.58 5.79 79.8
K disp. g kg™ 0.32 16.15 14.78 11.29
P disp. g kg™ 1.58 13.17 22.19 2.71
Mg disp. g kg 0.06 12.85 12.32 1.09
Cadisp. g kg™ 0.71 30.57 223.8 4,93
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CaCOs-eq % 0.39 2.45 12.69 -

S mg kg <d.l 260 230 -
Fe mg kg™ - - - 295
Mn mg kg - - - 17
Zn mg kg™ - - - 7
Cu mg kg™ - - - 16
B mg kg™ - - - 20
Humedad BH % — - — 42 .4

BCu1: residuo de madera de eucalipto; BC:: estiércol de cerdo; BCs: residuos de cama
de aves de corral y B: bagazo de uva. Fuente: Ginebra et al., (2022). <d.l. = bajo limite

de deteccion

2.3. Tratamientos

Se establecieron cinco tratamientos en un disefio completamente al azar con cuatro
réplicas por cada uno, correspondientes a: To: B (control); T1: B+E (estandar); Tz:
B+E+BCi1; Ts: B+E+BC2; T4: B+E+BCs, donde B: bagazo, E: lombrices y BC
correspondiendo a cada tipo de biocarbén (Tabla 1). Los contenedores fueron
incubados entre 7°C y 26°C, rango de temperatura adecuada para el desarrollo del
vermicompostaje (Garg y Gupta, 2011) durante 5 meses en condiciones de oscuridad
hasta el término del ensayo.

Cumplido el tiempo de incubacion se tamiz6 el contenido de cada recipiente por un
tamiz de 2 mm para la obtencion de los productos estabilizados. Fue descartado el
material que super6 este tamafio de particula. EI material superior al tamafio de
particula se descartd previo conteo de lombrices adultas y juveniles, siendo
consideradas en el conteo lombrices las que presenten color marrén. El material se

almacenod a 4 °C hasta andlisis.

2.4 Andlisis quimicos

Los contenidos de C y N totales se determinaron mediante combustiéon seca en
analizador elemental (Truspec CN, LECO, St. Joseph, MI, EE. UU.). El pH, materia
organica y los contenidos de N-NOs, N-NHs*, P, K disponibles, Ca, Mg y de

micronutrientes como B, Cu y Mn se obtuvieron a través de muestras compuestas para
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cada tratamiento y los procedimientos se realizaron segun los protocolos estandar para

compost (Sadzawka et al., 2005).

2.5. indice de germinacién sobre semillas de rabano

Se mezclaron 5 g de cada producto con 50 mL de agua destilada (1:10 p/v). El
contenido se agit6é a 180 rpm durante 20 min, luego se obtuvieron 4 mL del extracto y
se dispusieron en capsulas Petri con papel filtro (Celis et al., 2008). Se afiadieron 10
semillas de rabano espaciadas. Las cdpsulas Petri se ubicaron en una cadmara de
germinacion durante 120 h a 20+ 2 °C y humedad constante del 100%. Adicionalmente,
se incorporaron capsulas con agua destilada como control absoluto de la semilla. El
indice de germinacién se determiné segun Tiquia'y Tam (1998), lo que permite evaluar
la toxicidad baja 0 menor que afecta el crecimiento de las raices, asi como la toxicidad
alta o mayor (Nafez et al., 2015; Unuofin et al., 2016), para determinar el efecto en la
germinacion de semillas de rabano, expresado en la ecuacién 1:

[Ec. 1]

IG = (GxL/GcxLc)x100

Donde IG es el indice de germinacion (%), G es la media de semillas germinadas en
la muestra, Gc es la media de semillas germinadas en el control absoluto, L es la media
de longitud de radicula en la muestra (cm) y Lc es la media de longitud de radicula en
el control absoluto (cm). El valor de IG puede variar de 0 a mas del 100%.
Posteriormente, se observo si las plantulas presentaron signos de fitotoxicidad, como
necrosis en apices de las radiculas o deficiente desarrollo de pelos absorbentes. Se
registré el nimero de semillas germinadas donde el criterio de germinacion se
determiné como un minimo de 5 mm de longitud de las radiculas visibles, medidos con

calibre Vernier.

2.6. Preparacion de muestras para ensayos enzimaticos

Las actividades enziméaticas se midieron en extractos de vermicompost-agua 1:50 (p/v)
segun Sanchez-Hernandez et al. (2015). Se dispersé un gramo de material himedo
en 50 mL de agua destilada durante 30 min a temperatura ambiente (~20 °C) en tubos

Falcon™ vy utilizando un agitador orbital (Elmi ® Intelli-mixer RM-2L, programa C2, 50
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rom). Los ensayos de fosfatasa acida, B-glucosidasa, ureasa y proteasa demandaban
mayores tiempos de reaccion (4 h), por lo que se afiadio azida de sodio (NaNs; 1 mM,
concentracion final) a las suspensiones para anular crecimiento microbiano (Turner,
2010). NaNs se incorporé posteriormente a las determinaciones de carboxilesterasa
(CbE) con el fin de evitar su interferencia en la formacion del complejo Fast Red-

naphthol.

2.7. Actividad enzimética

Se escogi6é un grupo de enzimas extracelulares relacionadas a los ciclos del carbono
(carboxilesterasa y B-glucosidasa), nitrdgeno (proteasa y ureasa) y fosforo (fosfatasa
acida). Ademas, se determinaron las actividades de deshidrogenasa y catalasa como
indicadores generales de la actividad microbiana de los suelos (von Mersi 'y Schinner,
1991, Trasar-Cepeda et al., 1999).

Se determind la actividad deshidrogenasa (von Mersi y Schinner, 1991), utilizando
cloruro de yodonitrotetrazolio como aceptor de electrones. La formacion de formazan
de yodonitrotetrazolio reducido (INTF); se determin6 de manera espectrofotométrica
posterior a una reaccion de 60 min a 40 °C, y los resultados se expresaron como pmol
INTF h't gt de vermicompost (VC) seco.

Para la actividad de catalasa (Trasar-Cepeda et al. 1999) se realizaron suspensiones
de VC:agua en mezclador rotatorio combinando 0,5 g de material himedo y 8 mL de
agua destilada durante 30 min. La reaccion fue iniciada afadiendo 1 mL de H20: al
0,3% (p/v) incubandose los tubos durante 15 min a temperatura ambiente (~20 °C).
Se detuvo la reaccion afiadiendo 1 mL de H2SO4 3 M. Posteriormente los tubos fueron
centrifugados a 4500 x g durante 10 min a 10 °C. El producto se leyé a 505 nm y la
actividad de la catalasa se expresé como ymol de H202 consumidos h't g de VC seco
usando una curva de calibracion elaborada con H202.

La actividad carboxilesterasa se determiné segun Sanchez-Hernandez et al. (2015)
mediante dos sustratos diferentes: 1-butirato de naftilo (1-NB) y 4-butirato de nitrofenilo
(4-NPB). Se incorporaron dos ésteres carboxilicos diferentes debido a la aparicién de

multiples isoformas enzimaticas con una marcada sensibilidad especifica del sustrato
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a contaminantes presentes en los suelos como los organofosforados (Sanchez-
Hernandez et al., 2015). La mezcla de reaccion consistio en 140 pL de Tris-HCI 0,1M
(pH=6,5), 100 pL de suspension vermicompost-agua y 10 yL de sustrato. La
incubacion se realizé a través de agitacion durante 1h a 20 °C con agitador orbital
termostaticamente controlado EImi ®Skyline DTS-2, 800 rpm. Las microplacas se
centrifugaron (2500 rpm, 10 °C y 10 min) y se trasladaron 150 pyL de sobrenadantes a
nuevas microplacas. La absorbancia del producto de la hidrolisis del éster de naftilo
(1-naftol) se leyé a 530 nm.

Para la hidrélisis de 4-NPB, la formacioén de 4-nitrofenol se determind posterior a la
adicion de 75 ul de una solucién que contenia 2 % (p/v) de SDS 'y 2 % (p/v) de base
Tris a microplaca que contenia 150 ul de sobrenadantes, se ley6 inmediatamente la
absorbancia a 405 nm. Las actividades enzimaticas se expresaron en pmol de
producto por hora y gramo de material seco, utilizando curvas de calibracién hechas
con 1-naftol (1,5-100 nmol mL) y 4-nitrofenol (5-100 nmol mL?). Las curvas de
calibracion se efectuaron en presencia de suspensiones VC - agua. Se consideraron
controles (sin sustrato) y blancos (sin VC) para corregir la absorbancia de fondo e
hidrolisis no enziméatica de los sustratos, respectivamente.

Las actividades de fosfatasa acida y B-glucosidasa se determinaron segun Popova y
Deng (2010) en una mezcla de reaccion que contuvo 100 pl de suspension VC:agua,
100 pl de agua destilada y 50 ul de sustratos respectivos (4-nitrofenil fosfato o 4-
nitrofenil B- d - glucanopiranésido) previa disolucion en tampdn universal modificado
20 mM (pH = 6,5). Se realizd6 agitacion continua a 20 °C durante de 4 h, para
posteriormente centrifugar las microplacas (2500 x g, 10 °C y 10 min) y se transfirieron
alicuotas de 150 ul de sobrenadante a nuevas microplacas. El 4-nitrofenol formado fue
leido a 405 nm previa adicién de 75 pyl de NaOH 0,5 M a las celdas. Las curvas de
calibraciéon estandar se realizaron con 4-nitrofenol (5—-100 nmol mL™?).

La actividad de la proteasa se midié segun Schinner et al. (1996). Sin embargo, las
reacciones se realizaron utilizando tubos de microcentrifuga de 1,5 mL para reducir el
consumo de reactivos. La mezcla de reaccion consto de 0,5 mL de suspension VC-

agua y 0,5 mL de caseina al 2% p/v disuelta en Tris-HCI 50 mM (pH = 8,1). El exceso
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de proteinas precipité mediante adicién de acido tricloroacético frio 0,92 M seguido de
centrifugacion (10 000 x g, 20 min, 4 °C), posterior al proceso de agitacién continua en
un bafo de agua a 50 °C durante 4 h. Se anadieron alicuotas (80 ul) de sobrenadantes
a los pocillos de la microplaca y los aminoacidos aromaticos formados se detectaron
mediante la adicion de 120 ul de una solucién alcalina (50:1:1, v/v, 0,47M Na2COs que
contiene 6 mM NaOH: 20 mM CuSOa4: 26mM tartrato de sodio y potasio) seguido de
80 pl de solucion al 10 % (v/v) reactivo fenol de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich ®,
Madrid). Las microplacas se mantuvieron en oscuridad durante 90 min y el complejo
azul se leyé a 700 nm. Se empleo tirosina (Sigma-Aldrich ®, Madrid) como patrén y la
actividad de la proteasa se expresé en ymol de equivalentes de tirosina (tyr) h't g de
VC seco.

La actividad ureasa se determiné segun método sin tampdn de Schinner et al. (1996).
Las reacciones hidroliticas se realizaron en tubos de 10 mL mezclando 1 mL de urea
80 mM y 1 mL de suspension VC:agua. Se les aplicé agitacién orbital durante 4 h a
temperatura ambiente (~20 °C). Se terminaron las reacciones afiadiendo 5 mL de 2M
KCI frio que contenia 10 mM HCI. Los tubos se sometieron a centrifuga (4500 x g, 5
min, 10 °C) previa agitacion durante 30 min con la finalidad de extraer el amonio. Se
vertieron sobrenadantes (150 ul) en los celdas de las microplacas y se midi6é el amonio
luego de agregar 75 pl de 1:1 (viv) 0,3 M NaOH: 1,06 M salicilato de sodio que contiene
4,6 mM nitroprusiato de sodio, seguido de la adicion de 30 pl de 39,1 mM
dicloroisocianuro de sodio. Las microplacas se sometieron a oscuridad durante 30 min
y se leyo la absorbancia a 690 nm. La actividad de la ureasa se expres6é como ug NHa4*-
N h1 g de VC seco utilizando una curva de calibracién realizada con NH4Cl (3,0-50
pg NH4* mLY).

2.8. Actividad microbiana

La determinacion de actividad microbiana se realiz6 mediante hidrolisis de fluoresceina
diacetato (FDA), obteniéndose la produccion de fluorescencia en hidrolizados de FDA
(Alef y Nannipieri, 1995). Indica la cuantificacién de la actividad microbiolégica activa

total que existe en un sustrato evaluado. Es un método colorimétrico en donde ésteres
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de fluoresceina son transportados a través de las membranas de células vivas, por lo
gue este método arroja un valor relativo solamente a microbiota activa (Prosser et al.,
2011). La absorbancia se determiné utilizando un espectrofotometro UV/VIS (Thermo
Spectronic modelo Genesys TM 5, Vernon Hills, IL, EE. UU.) a 490 nm.

2.9. Respiracion microbiana

Se analiz6 mediante la determinacion de la respiracion especifica acumulada con
mediciones de dioxido de carbono (CO2). Estas se obtuvieron por espectroscopia
infrarroja mediante un analizador de gases de CO:2 (Li-820, LI-COR Bioscience,
Shelton, CT, EE. UU.) mediante incubaciones de los sustratos, determinandose las
emisiones de CO:2 a intervalos de 3, 5y 7 dias. Las incubaciones de los distintos
tratamientos se realizaron a 22 °C (Cheng et al., 2006). Se afiadieron 15 g de cada
muestra en tubos Falcon de 50 mL con tapones septados de goma para el muestreo
de CO:..

Los datos conseguidos en cada intervalo de tiempo fueron analizados por interpolacion
lineal (Mufioz et al., 2019), de acuerdo con la ecuacion 2:

[Ec. 2]

y=ax + f

Donde y es la emision de gas diaria estimada, x corresponde a los dias, a es la relacion
de cambio entre dos periodos de tiempo consecutivos (Ecuacion 3):

[Ec. 3]

Y2—Y1
X2—X1

a =
[Ec. 4]

B =y —ax;

Mientras que S corresponde a la intersecciéon con y (Ecuacion 4). Se consigue un
modelo de ajuste; donde (X1, Y1) y (X2, Y2) representan dos periodos de tiempo
distintos. La emision acumulada del gas se logré con la suma de las emisiones

obtenidas entre dos fechas contiguas para cada periodo durante toda la incubacion
(Muiioz et al., 2019).
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2.10 indices enzimaticos

Se utilizaron tres indices numeéricos para evaluar el impacto de los tratamientos con
biocarbones en las actividades enziméticas de los vermicompost: el indice GMean
(Hinojosa et al., 2004), el indice de calidad de suelos tratados (T- SQI; Mijangos et al.,
2010), y el indice de respuesta biologica integrada version 2 (IBRv2; Sanchez et al.,
2012) modificado del indice IBR inicial (Beliaeff y Burgeot, 2002). Los calculos para
cada indice se detallan a continuacion.

El indice GMean se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 5:

[Ec. 5]

GMean = ([Ti=, y)'/"
En donde y; corresponde a la actividad enzimatica y n es el nUmero de enzimas

evaluadas en los vermicompost.
El T-SQI se evalu6 segun la ecuacion 6:
[Ec.6]

2?21 (lognj+logm)— Z?zl [logn; —logn|

T — SQI = 10"°9™* n

En donde m es el vermicompost control (T1; promedio de la actividad enzimatica,

determinado en 100% como punto de referencia), y n es el promedio de cada actividad
enzimatica considerada en los vermicompost tratados con biocarbones, reflejados en
porcentaje respecto al VC de referencia.

Finalmente, los valores de IBRv2 figuran como la suma de las desviaciones entre la
referencia (T1) y los vermicompost con biocarbones incorporados. Se calcula con la
formula 7:

[Ec. 7]
IBRv2 =1 |4

En donde, A; (ecuacién 8) corresponde a un indice de desviacién para cada actividad

enzimatica. Este se calcula propiamente mediante la diferencia entre los datos
estandarizados (Z;) y el promedio estandarizado del tratamiento de referencia para

este calculo (Z,):

22



[Ec. 8]

A =272;—72,

El valor de los datos estandarizados (Z;) se obtiene mediante la ecuacién 9, con el
valor promedio general (u), la desviacidn estandar (o) y el factor Y;.

[Ec.9]

(Yi— )
Zi = - s

Este ultimo (Y;), corresponde a la transformacién logaritmica de la relacion entre las
actividades enziméticas propias de cada tratamiento con biocarb6on afiadido y el
tratamiento de referencia, segun la ecuacién 10:

[Ec. 10]
Xi
Y; = log X

Los valores de IBRv2 se ilustraron en graficos de rayos solares para evaluar

visualmente las respuestas enzimaticas de cada tratamiento respecto a la referencia.

2.11. Analisis estadisticos

Las variables cuantitativas determinadas se analizaron estadisticamente mediante
analisis de varianza (ANDEVA), previa comprobacion de los supuestos de
homogeneidad de varianzas (Test de Levene) y normalidad de residuos (Test de
Shapiro Wilks). Para las emisiones de CO:Yy el indice GMean fue necesario aplicar una
transformacion logaritmica a los datos, puesto que no cumplian con los supuestos de
homocedasticidad y normalidad respectivamente. Mientras que para los analisis
enzimaticos se aplico la prueba de Kruskal Wallis seguido de la prueba de Wilcoxon
por pares para comparar las actividades enzimaticas. Aquellas variables que reflejaron
diferencias significativas (ANOVA, p-valor <0,05), fueron sometidos a la prueba de
comparacion de medias (LSD-Fischer). Los analisis estadisticos de los datos fueron
realizados por medio del Software InfoStat version estudiantil 2020 (Di Rienzo et al.,
2020).

Adicionalmente, para las actividades enzimaticas, rendimiento, 1G, emisiones de COz,

N total, C total y relacion C/N, se aplicd a un analisis de correlacién de Spearman (p-
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valor < 0.05) y un andlisis de componentes principales (PCA), que permita visualizar y
corroborar las interacciones entre las variables. Estos se realizaron con el software

Jamovi (www.jamovi.org, ver. 2.3.3, 2022).

3. Resultados y discusién

3.1 Poblaciones de E. fetida y rendimientos

Las poblaciones de lombrices se mantuvieron estables en todos los tratamientos
posterior al proceso de vermicompostaje. No varié el nUmero de lombrices respecto a
la poblacion inicial en todos los tratamientos, habiendo un rango de 85-97 lombrices
(Tabla 2). Este resultado contrasta con lo reportado en estudios anteriores, donde se
obtiene un incremento en la tasa de reproduccion posterior al experimento (Ferraz-
Ramos et al., 2022; Dominguez et al, 2016). Lo anterior puede ser producto del
prolongado tiempo al que se someti6 el ensayo (5 meses) en funcion de la naturaleza
de la biomasa suministrada; dado que del bagazo de uva contiene un 15% de semillas,
gue no son digeribles para las lombrices y ademas presentan una alta concentracion
de polifenoles, toxicos para estos organismos (Cortés et al., 2020; Poveda et al., 2018).
La duracion del estudio se extendié considerando la baja en temperaturas durante el
periodo de invierno y, por ende, evitar irregularidades en el proceso debido a este
factor, siendo 25°C la temperatura 6ptima para E. fetida (Edwars, 998); sin embargo,
estudios anteriores validan un rango de temperaturas extremas para esta especie,
fuera de su ratio 6ptimo (Garg y Gupta, 2011), decidiéndose aumentar el tiempo de
vermicompostaje, siendo mayor al recomendado por Malifska et al. (2017) y Pérez-
Godinez et al. (2017), quienes incluyeron al consumo diario de una lombriz como un
pardmetro relacionado a su peso corporal, por lo que segun esto, el tiempo de este
ensayo correspondia entre 7 a 14 semanas para evitar el agotamiento de sustrato.
Nuestros resultados avalan que a pesar de la extension del periodo no hubo
disminucién del alimento disponible ya que se registré solamente entre 3-15% de
mortalidad de lombrices.

Los rendimientos mostraron diferencias altamente significativas entre los tratamientos

(p-valor <0,0001), donde T3y T4 presentan valores superiores a 300 g, en comparacion
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a los controles que presentaron las menores medias (To y T1; Tabla 2). Los mayores
rendimientos en vermicompostajes combinados con otros elementos también se han
registrado en estudios con lodos de papelera, que aportdé en un mayor contenido de
carbono organico, influyendo en mejorar la reproduccion de E. fetida y rendimiento de

vermicompost (Boruah et al., 2019).

Tabla 2. Recuento de lombrices en tiempo final y rendimiento de las enmiendas (g) en

respuesta a los tratamientos aplicados.

Tratamiento Lombrices Rendimiento VC (g)
To: B - 62,35+2,61c

T B+E 97 £ 2,65 237,43+30,80 b

T2: B+E+BC1 85 £ 14,97 266,75+ 38,69 b

Ts: B+E+BC2 90 +£5,19 306,38 £ 16,81 a

T4: B+E+BCs 94 £ 4,92 311,38+ 15,37 a
p-valor 0,30 0,0001

cv % 9.2 10.29

Letras minasculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba LSD
Fisher (p < 0,05). Media + desviacion estandar (n = 4). To: B; T1: B+E; T2: B+E+BCy;
T3: B+E+BC2; T4: B+E+BCs.

3.2. Propiedades quimicas

Las propiedades quimicas se vieron influenciadas por los tratamientos aplicados. En
general, los valores de pH se mantienen semejantes excepto el valor mas bajo de T2
(4,92) y el mas alto de T4 (6,61). En cuanto a materia organica (MO), se observan
valores en rango de 65-90%. Se evidencid una relacion C/N entre 11,69-14,55,
existiendo diferencias altamente significativas en los tratamientos (p-valor < 0,0001),
siendo Ti1 y Tslos que menor valor alcanzaron. Para N total, se obtuvieron medias
similares entre 3-3,7%. Sin embargo, en C total medias desde 35-48,4%, siendo la
menor correspondiente a T4 (35%).

Con relacién a los macronutrientes se registré6 un mayor valor de N en T2 (1612,3 mg

kg?), para P en Tz (11,42 g kg') y K con To (26,64 g kg), mientras que umbrales
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minimos de los mismos nutrientes se obtuvieron para N en To (354,6 g kgt), P con T2
(2,83 g kg') y Ken T4 (18,01 g kg?). Para Ca, se alcanzé el mayor valor en T4 (74,07
g kg1) y su minimo valor en T2 (6,51 g kg™?). El resto de los nutrientes se determinaron
sus umbrales maximos de contenido en T3, Mg (4,70 g kg), Mn (273 mg kg™), Cu (88
mg kg1) y B (48 mg kg), en cuanto a sus rangos minimos, se registraron en T2 para
Mg (1,93 mg kg') y Cu (39 mg kg?), T4 para Mn (22 mg kg), y Topara B (30 mg kg
Y,

Tabla 3. Caracterizacion quimica de los productos en tiempo final de incubacién como

respuesta a los tratamientos aplicados.

Parametros Unidades To T: T2 Ts Ty p- valor
pH (1:5) -- 5,51 5,03 4,92 5,76 6,61 -
MO % 90,66 84,99 85,98 78,37 65,62 -
N Total % 356+0.15ab 3,74+0.18a 3,33x0.06b 366+0.12a 294+0.28c <0,0001
C total % 46,60+ 0.18a 4365+191b 48,40+3.10a 42,73+1.23b 3500x1.69c <0,0001
Relacion C/N -- 13,10+ 0.53b 11,69+0.18c 14,55¥1.12a 11,69+0.11c 11,97+0.58c <0,0001
Nitratos (N-NOs) mg kg? 291,90 1325,6 1539,6 555,80 734,1 -
Amonio (N-NH;) mg kgt 62,70 85,10 72,70 60,20 50,30 -
N disp. mg kg 354,6 1410,7 1612,3 616 784.,4 -
P disp. g kgt 3,36 3,62 2,83 11,42 8,33 -
K disp. g kgt 26,64 22,08 18,43 18,68 18,01 -
Cadisp. g kgt 7,29 7,72 6,51 13,44 74,07 -
Mg disp. g kgt 2,41 2,29 1,93 4,70 3,38 -
Mn mg kg 42 105 108 273 22 -
Cu mgkg! 52 48 39 88 53 -
B mgkg! 30 41 32 48 37 -

Humedad BH %

69,3 69,2 68,1 65,4 62,9

Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba LSD
Fisher (p < 0.05). Media £ desviacion estandar (n = 4). To: B; T1: B+E; T2: B+E+BCu;
Ts: B+E+BCy2; T4: B+E+BCs

Hirzel y Salazar (2016), informaron rangos referenciales de parametros quimicos de

enmiendas organicas utilizadas en Chile como el vermicompostaje de residuos
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ganaderos, donde la relacion C/N se situa en el intervalo entre 20-28; valores distantes
de los obtenidos en este estudio, que a nivel general evidencia a todos los tratamientos
en condiciones por debajo del umbral minimo, siendo el mas alto T2; coherente con la
naturaleza del biocarbon aplicado, proveniente de un material abundante en
compuestos lignoceluldsicos que le confieren un mayor contenido de C total (Tabla 1),
y que, no obstante, presentd una importante reduccion de la relacion C/N posterior al
vermicompostaje (Tabla 4). Sin embargo, es de igual importancia el material base
utilizado (Wang et al., 2019). El bagazo de uva destaca como un residuo alto en
contenido de materia organica, abundante en macronutrientes y de baja relacion C/N
(Requejo et al., 2016; Dominguez et al., 2017; Biruntha et al., 2020), que permite, por
ende, generar productos finales de similes caracteristicas. Biruntha et al. (2020)
estudiaron el vermicompostaje de distintos materiales con amplias variaciones en la
relacion C/N en donde demostraron que residuos con una baja relacion inicial (C/N =
23) produjeron un vermicompost con C/N =11 en comparacion con otros materiales
con valores mas elevados. Entendiendo que la relacion entre ambos elementos es
esencial en procesos de naturaleza biolégica, al entregar una nutricién adecuada a las
lombrices de tierra (Lv et al., 2018) y la multiplicaciébn microbiana (Jiang et al., 2011),
siendo igualmente un indicador clave de la madurez de la enmienda evaluada. Se ha
evidenciado que la disminucién de la relacion C/N es mayor en vermicompostaje que
en compostaje (Biruntha et al., 2020), principalmente debido a la aceleracion de la
pérdida de carbono organico, producto de la tasa de actividad intensa de las lombrices
al consumir la materia organica, de la microbiota presente y la liberacién de CO:
mediada por la respiracion de los organismos participantes del proceso (Sharma y
Garg, 2018; Boruah et al., 2019), por lo que, a nivel descriptivo, era esperable una
menor respuesta de To en términos quimicos. Sin embargo, cabe destacar, a nivel
general, una mayor concentracion nutricional en Ts, posiblemente producto de la
naturaleza del biocarb6n aplicado, proveniente de residuos de un plantel porcino y que
ha sido reportado como un material con alta tasa de mineralizacion, frente a otros

desechos de similares caracteristicas (Hirzel, 2021).
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3.3. indice de germinacion (IG)

Para evaluar una potencial fitotoxicidad de estos productos y por ende la madurez de
estos, se considera el calculo del IG, mediante la aplicacién extractos de cada
tratamiento sobre semillas de rdbano. Los resultados indican que no existen efectos
negativos en la germinacion y emergencia de las semillas, mostrando mayor desarrollo
de la longitud radicular (LR) en todos los tratamientos por sobre el control absoluto,
que figura como base del eje Y en las graficas (Figura lay 1b; IG=100% y LR= 3,81
cm). El mayor valor obtenido tanto en LR (5,64 cm £ 0.08) como en IG (164,3% + 2.19)
se observd en Ti. Los productos aplicados con biocarbon (T2, Tz y T4) mostraron
diferencias altamente significativas entre si (p-valor < 0,0001; CV= 2,88%), y
evidenciaron efectos positivos sobre este pardmetro en comparacién a To, que obtuvo
el menor IG (106,89 = 7,15 %) y LR (4,1 £ 0,27 cm).
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(b) 170
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Figura 1. indice de germinacion de rabano en respuesta a los tratamientos aplicados.
(a) Longitud de radicula (cm); (b) indice de germinacion (%). Letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba LSD Fisher (p < 0,05).
Barras de error + desviacion estandar (n = 4). To: B; Ti: B+E; T2: B+E+BC1; Ta:
B+E+BC2; T4: B+E+BCs.

El IG evidencia el grado de madurez y estabilizacion del material organico, funciona
como un indicador con relacion a promover o no el crecimiento inicial de las plantas

(Bhat et al., 2017). En nuestro estudio se obtuvieron valores adecuados para este

28




parametro, superando ampliamente el umbral minimo del 80% recomendado para
vermicompost (Hao et al., 2021), evidenciando materiales estabilizados y libres de
compuestos fitotoxicos que inhibieran la germinacion y emergencia (Villar et al., 2016).,
Se destaca el menor IG en To (Bagazo) versus los tratamientos vermicompostados. El
incremento en el IG radica en la descomposicion de los sustratos organicos (Bhat et
al., 2017), generando un mayor contenido de nutrientes disponibles y sustancias
promotoras del crecimiento vegetal, provenientes de la actividad bacteriana y
enzimatica en el aparato digestivo de las lombrices (Banerjee et al., 2019), siendo el
vermicompostaje un proceso positivamente relacionado a organismos como las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR; Triharyanto et al., 2021)); por lo
gue se justifica un menor IG en To, al ser un proceso ausente de lombrices e impulsado
solamente por la actividad microbioldgica y enzimatica del bagazo per se (Sun et al.,
2016). Sin embargo, en T1 se observa el mayor incremento superando el 160%,
causado por la disponibilidad inmediata de nutrientes que estimula la emergencia y
desarrollo radicular, en cambio para los demas tratamientos (T2, Tz y T4), se observan
medias entre 110 a 120%, donde el biocarbon actiia como un agente de retencién de
nutrientes en su matriz carbonosa influenciado por su alta CIC (Sanchez-Monedero et
al., 2018), generando una leve disminucién en la longitud de radicula en la fase inicial

de germinacion.

3.4. Respiracion microbiana

Se identificaron diferencias altamente significativas (p < 0,0001; CV=26,6%) entre los
tratamientos aplicados, observandose las mayores respiraciones acumuladas en To
(4,04 £09 pg Cmg Cthl)y Ts (2,45 + 0,3 ug C mg C? hl); mientras la menor
registrada se situ6é en Tz (1,40 ug C mg C* h'l + 0,24), siendo estadisticamente igual
aT1(1,75£02pugCmgCthl)yT2(1,44+£0,23 ug C mg Cth?),
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Figura 2. Respiracion especifica acumulada (ug C mg C* h!) durante siete dias de
incubacion para cada tratamiento. Letras mindsculas diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de LSD-Fischer (p-valor < 0,05). To: B; T1: B+E; T2:
B+E+BC1,; Ts: B+E+BC2; T4: B+E+BCa.

Nuestro estudio muestra que la adicién de biocarbén aceleré la maduracion de los
vermicompostajes, reflejado en la evaluacion de la respiracion microbiana, donde se
identifica una menor emision de CO2 en T3, T2 y T1, a excepcién de Tas, Unico
tratamiento con material pirolizado afiadido que presentd valores superiores en las
emisiones de COg, y que podria ser producto del elevado contenido de CaCOs que
contiene el material base proveniente de planteles avicolas y que también explica su
elevado contenido de Ca en el producto final (Ginebra et al., 2022). Las emisiones de
CO2 estan relacionadas a las dos fases principales del vermicompostaje. Santana et
al. (2020), evaluaron el vermicompostaje de orujo de uva durante dos afos, donde
obtuvieron la maxima producciéon de CO:2 en los primeros 30 dias, producto de la
intensa actividad de las lombrices y microorganismos; mientras que este valor decae
significativamente en el transcurso de la fase de estabilizacién (Santana et al., 2020;
Ferraz-Ramos et al., 2022). Por lo que menores emisiones de este gas, representa el
resultado de un producto maduro en un menor periodo de tiempo, comparado con

mayores emisiones de CO2 de un producto en vias de estabilizacion como To, que
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presenta una amplia diferencia con los tratamientos vermicompostados. Por lo que
este estudio refleja un impacto directo de los biocarbones en acelerar el
vermicompostaje de forma eficiente, reduciendo la emision constante de GEI como el

COg2, teniendo en cuenta el tipo de biocarbdn utilizado.

3.5 Actividad enzimatica e indices globales

Se evaluaron nueve actividades enziméticas en funcion de la susceptibilidad que
presentan a cambios en un sustrato como el suelo, adicionalmente del analisis de dos
0 mas actividades enzimaticas por ciclo biogeoquimico (Lessard et al., 2014). Se
designdé T1como control para estos analisis debido a que este tratamiento cuenta con
adicion de lombrices en comparacién con To y sin la presencia de biocarbones
anadidos.

Se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos solamente para FDA
(p-valor = 0,005; Tabla 5); se reflej6 una mayor actividad en T2 (16,22 ug F gt) y T1
(13,62 pug F g?). Mientras que T4 y Ts de forma descendente presentan la menor
actividad FDA con 7,40 y 5,53 ug F g respectivamente. No se presentan diferencias
estadisticamente significativas en los demas grupos enzimaticos.

Un analisis global de estas actividades se detalla mediante la aplicacion de indices

enzimaticos sobre los vermicompost.

Tabla 4. Actividad enzimética de los vermicompost en tiempo final de incubacion como
respuesta a los tratamientos aplicados.

Act. Enzimética T T2 T3 Ta p-valor
Des

(ol INFT h g1y 196076 2,41+0,18 1,47 +0,34 2,68 +0,70 011
Cat

(om0l Ha0s i g1y 9113 7,61 73,84 + 8,51 79,35 + 37 93,80 + 15,66 0,15
Est 1-NE . 374,55 + 245,6 331,19 + 204,3 192,05 + 69,9 347,52 +224,9 0,41
(umol ht g)

(Epsrfwgf ’r\:fg-l) 220876+ 900,8  146325+436,8 992,97 + 6571 1442,99 + 5765 0,13
Fos. Ac 38,37 + 12,92 28,87 + 8,73 34,42+ 10 35,34 £ 16,84 0.78
(umol h't g

Glu = 8,29 + 3,15 8,96 + 3,14 8,75 + 4,26 15,73 + 5,04 0,11
(umol h't g

31



Prot

(Mg Tyreqhigy 1353222 12,49 + 1,15 11,85 + 5,62 13,57 + 1,28 0,46
H{;NHH bt g 213,69 +39,27 188,71+ 21,47 143,60 + 45,96 169,91 + 40,16 0,29
FDA (ug F g?) 13,62+ 1,84 a 16,22 + 5,59 a 553+ 0,43 b 7,40 £ 0,62 ab 0,005

Deshidrogenasa (Des), catalasa (Cat), esterasa 1-NB (Est-1NB), esterasa 4-NPB (Est-
4NPB), fosfatasa acida (Fos. Ac), B-glucosidasa (Glu), proteasa (Prot), ureasa (Ure) y
Biomasa microbiana (FDA) por tratamientos. Media + desviacidén estandar (n = 4). T1:
B+E; T2: B+E+BC1; Ts: B+E+BC2; T4: B+E+BCas.

Letras minasculas distintas indican diferencias significativas de segun la prueba de
Kruskal Wallis (p-valor < 0,05).

Se aplicaron los indices GMean, T-SQIl y el indice IBRv2 con la finalidad de evaluar el
efecto de los biocarbones sobre la actividad enzimatica de los vermicompost; sus
valores detallados se muestran en la Tabla 6. Para los indices T-SQI e IBRv2 no se
calculé una puntuacién propia para el tratamiento control (T1), ya que fue utilizado
dentro de los calculos como base para obtener las puntuaciones respectivas de los
demas tratamientos evaluados.

El indice GMean entrega una vision global del conjunto enziméatico. Se identificaron
diferencias significativas solamente para Ts en comparacion con los demas
tratamientos, siendo éste el que consta del menor valor para este indice (32,93). El
umbral maximo de puntuacién se encuentra en un rango entre 45,44 — 48,58.

T-SQI evidencia la magnitud de los cambios provocados por un factor externo (por
ejemplo, contaminantes o enmiendas) en las actividades de las enzimas de un suelo
tratado en comparaciéon con las de un suelo sin tratar (Epelde et al., 2014). En este
estudio, como factor externo se consideraron los materiales pirolizados. Los valores
de T-SQI fueron estadisticamente distintos en todos los tratamientos, reflejando una
disminucién significativa de la actividad enzimética en T2y Tz de forma descendente
(Tabla 6).

Finalmente, el indice IBRv2 a pesar de obtener valores promedio distintos, su
variabilidad no permitio determinar diferencias estadisticas entre los tratamientos,

registrando valores altos en la desviacion estandar.
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Tabla 5. Actividad enzimatica global reflejada mediante las puntuaciones de indices T-

SQI, IBRv2 y GMean para vermicompost al tiempo final de incubacion.

Tratamientos* T-SQl IBRv2 GMean
T1 - - 48,58 + 10,3 a
T 64,58 £ 10,7 ab 2,49+ 1.03 4333+29 a
T3 4595+14,6 b 8,93+ 7.36 32,93+10,2b
Ts 69,04+9,6 a 1,16 +2.1 4544 +56 a
p-valor 0,05 0,07 0,04

*T1: B+E; T2: B+E+BCay; Ts: B+E+BC2; T4: B+E+BCas.
Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas de segun la prueba de
LSD-Fischer (p-valor < 0,05).

En el diagrama de rayos (Figura 3a) se observa el detalle de estas puntuaciones,

donde hay una tendencia similar a la obtenida con GMean. Se evidencia una mayor

incidencia positiva a nivel enzimético en Ts, especificamente en deshidrogenasa, B -

glucosidasa y catalasa. Asi mismo T2, refleja un estimulo enzimatico solamente en las

actividades deshidrogenasa y FDA. Mientras que Ts, presenta una disminucion

drastica ambos indices, con una disminucion enzimatica en el vermicompost, en donde

todas las actividades analizadas se encuentran por debajo del umbral de referencia.
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Figura 3. Respuesta global enzimatica para vermicompost con biocarbones afadidos
mediante la distribucion de las puntuaciones (a) T-SQI e (b) IBRv2. T2: B+E+BCa; Ts:
B+E+BC2; T4: B+E+BCs.

Respecto al vermicompostaje, existe un aumento de la actividad enzimatica durante
su etapa inicial (Ferrdz-Ramos et al.,, 2022), destacando el incremento de las
actividades relacionadas al carbono, como a-glucosidasa y B-glucosidasa producto de
una mayor cantidad de microorganismos en presencia de lombrices (Gomez-Brandon
et al., 2022). Las lombrices son consideradas como impulsoras de la actividad
microbioldgica, permiten que enzimas digestivas (B-glucosidasa, ureasa y fosfatasas)
derivadas del mucus de su piel fabricado por células epiteliales, subcutaneas y
gastrointestinales (Ghosh et al., 2018), consuman los compuestos labiles, dando lugar
a compuestos inorganicos (Cao et al., 2021). Ademas, biocarbones provenientes de
paja de trigo y maiz han sido descritos como aditivos abundantes en C que permiten
mejorar el metabolismo de carbohidratos (Zhou et al., 2019), mediante la degradacién
de celulosa y hemicelulosa; ademéas de impulsar otras actividades como ureasa e
invertasa en su fase inicial (Cao et al., 2021), permitiendo acelerar el transcurso de
esta fase en el vermicompostaje.

La etapa de maduracion/estabilizacién conlleva un decremento tanto en la actividad
microbiana como enzimatica, producto de la baja disponibilidad de materia fresca
(Gémez-Brandon et a., 2020). En el presente estudio los tratamientos evaluados
presentaron puntuaciones bajo la referencia (T1), a excepcion de T4 con una mayor
actividad deshidrogenasa, B-glucosidasa, altos valores en respiracion microbiana
(Figura 2) y abundante en carbonato (Tabla 1); mientras Tz muestra una menor
actividad enzimatica global, que explicaria su estado en la fase de maduracion

avanzada.
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Se obtuvo una correlacion positiva y altamente significativa entre los indices T-SQI e
IBR-v2, analizado mediante la prueba de Spearman (r=0.87; p=0.004; n=12) y un

analisis de regresion lineal.
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Figura 4. Relacién entre las puntuaciones T-SQI e IBRv2, en respuesta a las

actividades enziméaticas de vermicompost con biocarbones afadidos.

En estudios previos, la aplicacion del T-SQI se recomienda para la evaluacion de la
calidad de un suelo tratado con enmiendas para aumentar asi su actividad biol6gica
(Mijangos et al., 2010). Sin embargo, igualmente se ha utilizado de forma exitosa para
la evaluacion a corto plazo de la respuesta enzimatica en presencia de pesticidas en
suelos agricolas (Sanchez-Hernandez et al., 2017). Asi mismo, el indice IBRv2 ha sido
utilizado para evaluar el estado de la salud de animales habitantes de ambientes bajo
contaminacion (Sanchez et al., 2012), el riesgo ecoldgico de ecosistemas acuaticos
(Vieira et al., 2016), ademas de la respuesta enzimatica en suelos incididos por
especies endogeicas de lombrices (Jouni et al., 2023). Por lo anterior, la aplicacion de
estas herramientas en contextos variados nos permitio igualmente utilizarlas con la
finalidad de obtener una respuesta enzimatica global en los vermicompost tratados con

aditivos poco estudiados en vermicompostaje como los biocarbones.

3.7 Correlaciones
Se elaboré una matriz de correlacion segun la prueba de Spearman (Figura 5),
compuesta de las nueve variables enziméticas, tres variables quimicas (C, N y C/N),

IG, rendimiento y respiracion microbiana; a fin de evidenciar las relaciones positivas o
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negativas que influyen en los resultados del estudio frente a la adicion de biocarbones
en los vermicompost.

Se observo una correlacion positiva entre las actividades enzimaticas (a excepcion de
la actividad fosfatasa), los que a su vez se relacionaron positivamente con la
respiracion microbiana (r =0,5 para FDA y r = 0,93 para la actividad proteasa). Asi
mismo, el contenido de C total influye directamente en la actividad FDA (r = 0,88). La
actividad fosfatasa presenta relacion directa con el IG (r = 0,79) y rendimiento (r =
0,94), que presentan igualmente correlaciones positivas entre si (r = 0,7).

La correlacion de rendimiento presentd una relacion inversa con parametros de
naturaleza bioldgica, con valores negativos en FDA (r = -0,86), C total (r = -0,82),
relacion C/N (r = -0,69), esterasa 4-NPB (r = -0,59) respiracion microbiana (r = -0,57)
y glucosidasa (r = -0,53). El IG presenta una relacion inversa para la respiracion
microbiana y glucosidasa (r = -0,62 en cada uno), FDA (r = -0,54), proteasa (r = -0,53),
C total (r = -0,50) y relacién C/N (r = -0,48). Mientras que la actividad de la fosfatasa
igualmente arroja relacion inversa a parametros biol6gicos como el C total (r = -0,78),
FDA (r = -0,77), relacibn C/N (r = -0,71), respiracion microbiana (r = -0,57) y
glucosidasa (r = -0,55).

Estos valores de correlacion mencionados anteriormente nos permiten visualizar las
interacciones de las variables biologicas y bioquimicas en ambas fases del

vermicompostaje (fase de activacion enzimatica y biolégica, y fase de maduracion).
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Figura 5. Matriz de correlacidbn segun la prueba de Spearman para indice de

germinacion (IG), actividad fosfatasa (Fos. Ac), rendimiento (Rdto VC), actividad

deshidrogenasa (Des), actividad esterasa 1-NB (Est 1-NB), actividad catalasa (Cat),

actividad esterasa 4-NPB (Est 4-NPB), actividad ureasa (Ure), actividad glucosidasa

(Glu), actividad proteasa (Prot), respiracion especifica acumulada (RM), N total, C total,

relacion C/N (C/N) y biomasa microbiana (FDA) en respuesta a los tratamientos

aplicados. Valores coloreados en tonos azules y rojos indican correlacién positiva y

negativa respectivamente. Aquellos sin color tienen correlacién insignificante.

El andlisis de componentes principales (PCA), se realizé para las mismas mediciones.
PCl y PC2 explicaron el 34,43% y 18,17% de la variacion de los datos
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respectivamente. Estos igualmente se representan como vectores en el PCA de
variables (Figura 6b), que corrobora las observaciones obtenidas a partir de la matriz

de correlacién anterior.
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Figura 6. Analisis de componentes principales (PCA) para indice de germinacion (1G),

actividad fosfatasa (Fos. Ac), rendimiento (Rdto VC), actividad deshidrogenasa (Des),
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actividad esterasa 1-NB (Est 1-NB), actividad catalasa (Cat), actividad esterasa 4-NPB
(Est 4-NPB), actividad ureasa (Ure), actividad glucosidasa (Glu), actividad proteasa
(Prot), respiracion especifica acumulada (RM), N total, C total, relacién C/N (C/N) y
biomasa microbiana (FDA) determinados para enmiendas orgénicas en ausencia y
presencia de lombrices y biocarbones. (a) PCA de individuos: los tratamientos estan
representados por los niumeros 1-4 para To: B; 5-8 para Ti: B+E; 9-12 para Tz
B+E+BC1; 13-16 para Ts: B+E+BC2y 17-20 para Ts: B+E+BCaz. (b) PCA de variables.

Tanto en la matriz de correlacién como en el PCA se refleja una relacion inversa entre
las variables bioldgicas y aquellas relacionadas con la madurez de los vermicompost,
como el rendimiento y el IG. Los resultados de nuestro estudio coinciden con
investigaciones previas (Santana et al., 2020; Ferraz Ramos et al., 2022), que explican
estas correlaciones negativas a las distintas fases del proceso de vermicompostaje,
gracias al aprovechamiento de moléculas facilmente asimilables (como carbohidratos
simples) producto de la fragmentacion asistida por las lombrices y la accion microbiana
durante la fase inicial (Santana et al., 2020); esto ultimo también explica la relacion
altamente positiva entre las distintas variables biol6gicas, donde enzimas como la -
glucosidasa, esterasas, aquellas relacionadas al N y la respiracion microbiana
coinciden en las direcciones de sus vectores en el PCA de variables (Figura 6b); la
FDA esta mayormente relacionada con el contenido de C total y a la relacion C/N;
mientras que estas Ultimas se distancian de la respiraciébn microbiana, puesto que la
perdida de C acelerada por las emisiones de CO:zreducen la relacion C/N (Li et al.,
2020). Por su parte, las variables de rendimiento e IG se relacionan positivamente de
acuerdo con ambos andlisis multivariados; estos parametros se asocian
principalmente a la segunda fase del vermicompostaje, posterior a 45 dias de iniciado,
con la reduccion de alimento facilmente digerible y el aumento de materia organica
humificada (Khatua et al., 2018), consolidando la madurez del producto obtenido. Sin
embargo, también se asocian a la actividad de la fosfatasa acida, enzima que aumenta
su actividad en esta fase producto de la estabilizacion del pH del sustrato en esta etapa
(Garcia-Sanchez et al., 2017). Finalmente, en el PCA de individuos (Figura 6a) se
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observa un detalle de las discusiones anteriores pero referentes a las muestras
individualmente. De acuerdo con los estudios previos de Santana et al. (2020) y Ferraz-
Ramos et al. (2022), las variables pueden segmentarse en el PCA segun su fase en el
vermicompostaje, situandose aquellas relacionadas a los primeros 45 dias en los
cuadrantes que explican el mayor porcentaje de la variabilidad de los datos,
relacionados a la actividad biologica; mientras que los relacionados a la estabilidad del
sustrato se sitlan hacia los cuadrantes que reducen la variabilidad de los datos.

La aplicacion de biocarbones en este estudio apoy6 el desarrollo exitoso del
vermicompostaje sin afectar las poblaciones de lombrices y promoviendo el desarrollo
microbiano en el sustrato. Las secreciones intestinales de las lombrices poseen hasta
un 80% de contenido compuesto por proteinas y polisacaridos (Horn et al., 2003),
facilmente colonizables por microorganismos y enzimas en presencia de biocarbones
gue albergan estas actividades al proveer el aumento del area superficial porosa y
sitios de accion (Hazrati et al., 2020).

Si bien, no se destacan diferencias notorias entre todos los tipos de biocarbones en la
estabilizacion de los vermicompost en comparacion al vermicompostaje sin presencia
de este aditivo, si se destaca el Ts, al ser la aplicacion que evidencia el mayor estado
de madurez de acuerdo con los andlisis realizados y en coherencia con las
caracteristicas de la segunda fase del vermicompostaje, por lo que este biocarbdén
permitié acelerar alin mas el proceso; principalmente debido al mayor valor fertilizante
de este aditivo y su baja fraccion recalcitrante (Subedi et al., 2016), proveniente del
estiércol de planteles porcinos, que permite afiadir al proceso componentes minerales
que facilitan el desarrollo enzimético y el rdpido consumo de compuestos organicos
labiles (Gomez-Brandon et al., 2019), en comparacion con los demas biocarbones
provenientes de materias primas abundantes en compuestos lignocelulosicos y
carbonatos. La escasa diferenciacion de estos ultimos en este estudio radica en las
caracteristicas de los biocarbones afiadidos; el BC1, por ejemplo, proviene de residuos
lefiosos, que consta de un pH relativamente acido y un alto contenido de C total, pero
proveniente de carbohidratos complejos de lenta degradacion; sin embargo, debido a

su alta porosidad y superficie expuesta (Hassan et al., 2020) su uso se ha reportado
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exitosamente en la inmovilizacion de Cu en suelos (Moore et al., 2018). Mientras que
el BCs, proveniente de residuos de planteles avicolas, posee un pH alcalino, ademas
de altos contenidos de calcio y carbonatos que prolongan en el tiempo las emisiones
elevadas de CO:z (Grutzmacher et al., 2018) en el vermicompostaje aun pasada la fase

inicial.

4. Conclusiones

La adicion de biocarbones provenientes de sistemas forestales y ganaderos a una
dosis del 2% son efectivos en el vermicompostaje de bagazo de uva, generando
aumentos en los rendimientos finales sin tener una implicancia negativa en las
lombrices.

Los biocarbones de origen ganadero permitieron acelerar la estabilizacion de la
materia organica, reflejado en la reduccion de la relacion C/N y emisiones COg,
exceptuando el BC de cama de ave que aumento las emisiones de CO:2 un 75%
comparado a BC de estiércol de cerdo. Ademéas, el BC de estiércol de cerdo redujo
significativamente las actividades enzimaticas reflejado en el indice GMean y T-SQl
indicando una acelerada fase de maduracién del vermicompost.

La respuesta al proceso de vermicompostaje depende del origen de BC utilizado,
siendo el BC de residuos de madera el que menos impacto tuvo en el proceso de
estabilizacion del vermicompost.

Estos resultados aportan a generar una base cientifica para abordar futuros estudios
relacionados a procesos de vermicompostaje utilizando biocarbones o materiales

carbonosos como agentes estabilizadores.
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