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RESUMEN

El presente trabajo investigativo se realizo con la finalidad de conocer la incidencia que
tienen los microorganismos benéficos inmovilizados en biochar, ademas de poder darle un
uso nuevo a la materia vegetal convirtiéndola en carbon para con lo cual se podré fertilizar
los suelos utilizandolos para fines agricolas, y potenciando la germinacion de semillas. En
este caso se utilizé semillas de arveja, teniendo cuatro tipos diferentes de tratamientos, el
primero y no tan eficaz fue el de agua ionizada con el cual no se obtuvieron resultados
positivos ya que las semillas no germinaron en su totalidad y su altura maxima alcanzada
fue de 3,2 cm, el segundo tratamiento el cual fue a base de biochar resulté medianamente
efectivo ya que las semillas si germinaron y lograron alcanzar tamafios de 15,2 cm, el tercer
tratamiento el cual fue de microorganismos tuvo una baja eficacia logrando germinar varias
semillas y el tamafio alcanzado fue de 13,5 cm mientras que el tratamiento a base de
microorganismos Yy biochar obtuvieron un resultado superior a las demas ya que no solo
germinaron las semillas sino que también lograron alcanzar un tamafio promedio de 16,2
cm. Se logré definir que el mejor tratamiento fue el de microorganismos y biochar para el

aporte en germinacién de semillas, lo cual sera idoneo para el enriquecimiento de suelos.

PALABRAS CLAVE: BIOCHAR, BIOMASA, PIROLISIS, GERMINACION,
MICROORGANISMOS




ABRSTRACT
This research aims to find out the incidence of beneficial microorganisms which have been

immobilized by biochar, besides being able to reuse vegetable matter turning it into coal
focusing on agricultural purposes to fertilize the soil and maximizing seed germination.
Thus, it was used green peas, bearing in mind four different kinds of land treatment, the
first one used ionized water showed negative results since the seeds were not completely
sprouted and their maximum height reached was 3,2 cm.; the second land treatment used
biochar and it was moderately effective, because the seeds sprouted achieved a size of
15,2 cm. Finally, the third treatment used microorganism but it had poor results, it
germinates several seeds reaching 13, 5 cm tall. While the land treatment based on
microorganisms and biochar got better results than the others, the seeds not only
germinated but also achieved an average size of 16, 2 cm. Therefore, the research
concluded that the best land treatment to grow seeds was the one that used

microorganisms and biochar because it is well suited to enrich soils.

KEYWORDS: BIOCHAR, BIOMASS, PYROLYSIS, GERMINATION,
MICROORGANISMS.




CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El biochar desde el punto de vista ambiental, tiene la capacidad de retener los
contaminantes disminuyendo su movilidad y disponibilidad, lo cual genera un
acondicionamiento 6ptimo en el entorno de los microorganismos benéficos al limitar el
potencial de dichas sustancias contaminantes sobre algunos grupos de organismos
(Parra, 2016), la estructura porosa del biochar proporciona un habitad adecuado para
diversos microorganismos, ademas el alto contenido de carbonos aromaticos, ya que los
microorganismo utilizan dichos carbones como aceptores y receptores de electrones
durante su metabolismo, el biochar, confiere propiedades eléctricas que dan lugar a

reacciones de oxidacion y reduccion (Villacis et al., 2016).

En el presente trabajo de investigacion, se determind los efectos del biochar y los
microorganismos, en la germinacion de las semillas de arveja, empleando alternativas,
que son amigables con el medio ambiente, se utiliz6 podas de faique de las zonas
urbanas de la ciudad de Loja, siendo las mismas la materia prima para la elaboracion de

biocarbdn (biochar), se elabor6 un horno pirolitico con un nivel de oxigeno anaerobio.

La interaccion entre planta y microorganismos es de suma importancia en la estructura
de los ecosistemas ya que dicha asociacion es fundamental para el crecimiento de

cualquier especie vegetal (Beltran, Bernal, Pita, & Rocha, 2017).

Desde una vision general la utilizacién de microorganismos benéficos inmovilizados en
biochar también forma parte de la investigacién siendo un tratamiento a utilizar en la

germinacion de las semillas de arvejas.

El uso de los microorganismos favorece a la adsorcion de nitrégeno atmosférico,
descomposicién de residuos organicos, desintoxicacion de plaguicidas, la supresion de
enfermedades en las plantas, aporte de nutrientes y produccion de compuestos bio-
activos como vitaminas y hormonas que estimulan el crecimiento de las plantas (Alfonso
et al., 2007).




1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Determinar el efecto que tienen los microorganismos benéficos inmovilizados en

biochar sobre la germinacién de las semillas de arveja (Pisum satuvum).

1.1.2 Objetivos especificos
e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del biochar mediante examen de

laboratorio.
e Evaluar el efecto de los microorganismos benéficos inmovilizados en biochar sobre

la germinacion de las semillas de arveja.




CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1 Biochar

El biochar es una sustancia heterogénea con una concentracion rica en compuestos
aromaticos y materia mineral, producto de la descomposicién térmica de materia organica
con un limitado suministro de oxigeno (pirdlisis lenta), manteniendo temperaturas
menores a 700 °C (Rebolledo et al., 2016). Ayuda a mejorar la fertilidad del suelo
incrementando de esta manera la capacidad de retencibn de agua, nutriente y
microrganismos, ayuda a mitigar el cambio climatico a través de la captura de carbono
(Preston, 2013).

2.1.1 Origen
El carbdn vegetal ha desempefiado un papel crucial en las revoluciones industriales y

electronicas, en las diferentes culturas amerindias antes de la llegada de los europeos,
como la “terra preta” en Brasil la utilizacion de las cenizas producto de la coccion de los
alimentos en los fogones de lefia, para posteriormente aplicar esos residuos a las
chacras, logrando sanear los cultivos de las diferentes plagas y enfermedades (Rebolledo
et al., 2016). Existe otra teoria donde mencionan acerca del origen antropoldgico de estas
tierras negras, gue incluyen quemas de los sitios, incendios intencionales con el fin de
destruir bosgues para ser usados en tierras de cultivos y eliminar malezas (Nieto Martin,
2015). La intensificacion del biochar hace unos pocos afios como una de las estrategias
viables de tratamiento de biomasa en sistemas agroforestales, tiene la ventaja de
recircular los nutrientes en el mismo sitio y mejorar las condiciones fisico quimicas y

biolégicas del suelo (Iglesias, 2018).

2.1.2 Caracteristicas
La produccion y proceso, junto con el uso previsto generalmente forma la base para su

clasificacion y conversion de nomenclatura, la intensién de mejorar las propiedades del
suelo distingue el biochar del carb6n vegetal que es utilizado como combustible para el
calor, y como filtros en la industria, tanto el tipo de materia prima como las condiciones
de pirdlisis afectan las caracteristicas fisicoquimicas del biochar, el area superficial y la
porosidad del mismo bajo diferentes temperaturas de pirélisis tiene potencialmente
efectos significativos sobre la capacidad de retencién de agua y adsorcion de nutrientes,
facilitando en la dinamica del suelo ya que ayuda en las reacciones benéficas, sin ser
consumido en los procesos de degradacion biolégica como sucede con otros fertilizantes

(Rothschuh, 2013), cabe mencionar los compuestos principales del biochar son :




Carbono organico recalcitrantes y el contenido de macro y micronutriente

(Velazquez Machuca et al., 2019).

a. Quimicas
De acuerdo a (Escalante et al., 2016) la composicién quimica del biocarbén es parecida

al carbon para combustible y lo Unico que los distingue es el objetivo al cual se va utilizar,
sin embargo cabe mencionar, el biocarb6n presenta relaciones mas altas de oxigeno y
carbdén, la presencia de nutrientes como potasio, calcio, magnesio, fosforo, azufre,
cationes basicos, metales pesados y compuestos organicos también dependera de la

biomasa a utilizar.

° Intercambio catiénico
El biocarbén producido a bajas temperaturas tiene una alta capacidad de intercambio

catiénico, mientras que las producidas a altas temperaturas tienen una capacidad de
intercambio limitado, debido a esta capacidad de intercambio de aniones apreciables para
las plantas estas pueden absorber nutrientes y fosfatos, de un elevado intercambio
cationico dependerd la presencia de grupos funcionales oxidados (grupos carboxil), la
presencia de estos grupos en la superficie indican la degradacion microbiana y la elevada

tasa de oxigeno presente (Nieto, 2015).

b. Fisicas
La estructura fisica microscopica del biochar es la clave de su éxito en la reduccién de

la contaminacién por metales pesados (Suppadit, Kitikoon, Phubphol, & Neumnoi,
2012), ya que puede mejorar la estructura del suelo y la retencion de agua, mejorar la
disponibilidad y retencion de nutrientes, mejorar la acidez y reducir la toxicidad de metales
pesados en las raices de las plantas (Kugler, Larjo, & Harel, 2010).

El pH es una para parte a considerar ya que el biochar es alcalino, es decir un pH > 7,
por lo que su aplicacion en el suelo dependera el efecto sobre el mismo (Velazquez
Machuca et al., 2019). El biochar son materiales porosos los mismo que seran
encargados de la retencién de agua, también son poco densos y tiene una elevada area
superficial por lo que determina su reactividad para retener iones en su superficie (Aker,
2014).

o Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica en el biochar muestra las sales disueltas de la materia prima

llegando a determinar los diferentes tipos de fertilizantes y sales neutras que pueden
estar en las mismas (Asai et al., 2009). Se debe tener en cuenta el contenido de sal ya
gue si el nivel es alto puede mostrar efectos negativos al momento de ser utilizados en

las plantas, (Lefebvre, Cabanillas, Roman-Dafiobeytia, Silman, & Fernandez, 2018).




2.2 Pirdlisis

El termino pirdlisis se deriva su significado del término “pyro” derivado del griego que
significa fuego mientras que “lisis” significa rotura o fraccionamiento, se determina la
pirélisis como la descomposicién termoquimica de la materia orgénica (biomasa) en
ausencia de oxigeno, transformandose en tres fases: una fase liquida, gaseosa y un
producto sélido carbonizado denominado biochar (Martinez & Bohérquez, 2017), en el
proceso de pirdlisis los principales factores a influir son: composicion y estructura de la
materia prima, tecnologia utilizada, tiempo de residencia, velocidad de calentamiento,
temperatura del proceso y velocidad de enfriamiento (Urien, 2013), los procesos de
pirolisis se clasifican teniendo en cuenta la tasa de calentamiento que se utilice: Pirdlisis

lenta y rapida (Suarez, 2015).

a. Lenta
La caracterizacion de la pirdlisis lenta convencional esta definida por los lapsos de

calentamiento de la biomasa pausados, temperaturas bajas y extensos lapsos de tiempo
de residencia de los sélidos, de acuerdo al sistema, los lapsos de calentamientos son
cerca de 0,1 a 2 °C por segundo y prevalecen las temperaturas alrededor de los 500 °C
(Rebolledo et al., 2016). El tiempo de residencia del gas puede ser mayor de 5 s, mientras
gue para la biomasa puede ser de minutos, para la produccion de biochar las bajas
temperaturas y extensos lapsos de tiempo favorecen a su composicion (Parra,

2016).

b. Réapida
Su calentamiento es mayor a 200 °C y las temperaturas que prevalecen son mayores a

550 °C (Rebolledo et al., 2016), con tiempos de residencia cortos y velocidad de
calentamiento elevada (Urien, 2013), junto con un enfriamiento rapido provoca que la

condensacioén de la fraccion liquida produzca bio-aceite (Angst & Sohi, 2013).

2.3 Implicaciones ambientales

Desde el punto de vista ambiental el balance de emisiones de CO2 a la atmésfera es
cero, ya que todo el CO2 liberado durante el proceso de conversion de la biomasa es
utilizado por las plantas a través de la fotosintesis. Por estas razones, la conversion
energética de la biomasa se ha convertido en una ruta prometedora para la obtencion
de combustibles gaseosos y liquidos, carbones y productos quimicos de interés (Urien,
2013), ademas el uso de la biomasa utilizada en el proceso energético es considerada
una fuente de energia limpia debido al bajo contenido en nitrégeno, azufre y cenizas lo
gue provoca unas emisiones insignificantes de diéxido de azufre (SO2) y Oxidos de
nitrégeno (NOXx) (Salinas, 2018).




a. Biochar y sus impactos
Uno de los principales beneficios del biochar al suelo son la incorporacién de nutrientes

y fijacién de carbono, estimulacion de crecimiento microbiano, aumento de pH intercambio
catiénico y como uno de los principales efectos en suelos aridos la fijacion de humedad
y filtracion de agua (Pefia, 2019). En suelos &cidos que fueron incorporados biochar estos

tienden a incrementar su pH (Lefebvre et al., 2018).

Mediante los sistemas de produccion del biochar se presenta una prominente absorcion
de carbono atmosférico (Aker, 2014), bajo un nimero de condiciones y por el lapso de
un tiempo este puede presentar un contenido mayor de carbono retenido en su
estructura (Kugler et al.,, 2010). De forma recalcitrante es retenido el carbon de la
materia prima ya sea del 20 al 50 por ciento (DelLuca, MacKenzie, & Gundale, 2012).
Con esta particularidad en la retenciéon cabe mencionar que la retencién de carbono no
solo pude permanecer por un periodo pequefio de tiempo si ho a largo plazo (Rosado,
Paneque, & Reina, 2016).

b. Efecto sobre las propiedades del suelo
Como mejora organica el biochar tiende alterar propiedades fisicas del suelo, como la

estructura y la porosidad teniendo un impacto directo en el crecimiento de las plantas
ayudando en la profundidad de las raices y en los recursos de agua y aire en la zona de
las raices (Lorrayny Lima et al., 2013).

La materia organiza utilizada en el biochar tiene influencia en las propiedades del suelo,
funciones biolégicas y el desarrollo del cultivo (Kugler et al., 2010). Un ejemplo claro es
el biochar elaborado a partir de la materia organica de residuos ganaderos, elevan la
fertilidad del suelo y mejora la estructura (Camargo & Avila, 2014a).

El biochar tiene la condicién de captar contaminantes reduciendo asi su transporte y
biodisponibilidad, generando un entorno para los microrganismos beneficiosos del
suelo, limitando, la toxicidad de dichos contaminantes (Suppadit et al., 2012) El
estancamiento de los metales una vez aplicado el biochar en el suelo esta relacionado
a la capacidad de intercambio cationico, la capacidad de absorcion y el aumento del pH,
produciendo una pérdida de cationes, aumentando la carga negativa y la absorcién de
iones metélicos en la superficie del biochar (Nieto, 2015).

La parte porosa del biochar proporciona un habitad adecuada para microorganismaos, con
un alto contenido de carbono aromatico presente (Angst & Sohi, 2013), genera
propiedades eléctricas dando lugar a reacciones de oxidacion y reduccion de importancia
bioquimica en el suelo, ya que los microorganismos usan este carbén arométicos como
aceptores y receptores de electrones durante su metabolismo (Nieto,

2015). Con respeto a esto, la capacidad de absorcion de moléculas organicas e
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inorganicas podria ser un factor clave para suplir algunas de las necesidades energéticas
y nutricionales de los microorganismos, asegurando condiciones adecuadas para la biota
del suelo, lo que se traduce en el mantenimiento de las funciones de los ecosistemas
(Velazquez Machuca et al., 2019).

Efectos adversos sobre las colonias microbianas mediante la medicion de la actividad
enzimatica en los suelos tras ser enmendados con diferentes biochar lo cual esta
fuertemente relacionado con la temperatura de la produccién del biochar con el tipo de
enzima (Asai et al., 2009). Sim embargo, autores expresan la necesidad de evaluar los
mecanismos asociados a la estabilizacion de las enzimas tras el uso del biochar como
enmienda orgénica, mediante estudios a largo plazo y en campo (Rodriguez, Lemos,
Trujillo, Amaya, & Ramos, 2019).

2.4 Faique

Es una especie de las Acacia macracantha perteneciente a la familia de las Fabaceas y
a su vez a la clase de las plantas Magnoliopsida, nativa del continente Americano
(Augusto, Lopez, & Ramos, 2013). Es un arbol espinoso que alcanza una altura promedio
de 5 m de altura formado un follaje que puede llegar a medir un diametro de

12 m, de una coloracion gris oscuro, hojas con espinas largas y anchas en su base, flores
amarillas y frutos en forma de pequefas vainas, se encuentran en barrancos, terrenos
de siembra, laderas, cerros, dentro y fuera de la poblacion, los principales usos son:
Fabricacion de parquet, carbén debido reducida cantidad de humedad y lefia (Camino,

Espin, Samaniego, & Carpio, 2008).

2.4.1 Composicion
La biomasa proveniente de la madera de faique, mediante la reaccién fotosintética

vegetal convierte la energia luminica en quimica (Romero, 2018), manteniendo los
componentes principales de materia organica lignocelulosa de los cuales se derivan:
celulosa, hemicelulosa y lignito (Fiestas, 2016). Debido a los elementos ya mencionados,
el biochar obtenido es considerado como un catalizador, ya que este facilita las
reacciones benéficas para las plantas sin ser consumido en los procesos de degradacion
biolégica (Preston, 2013).

2.5 Microorganismos benéficos

Los microbidlogos del suelo y ambiente tienden a diferenciar los microorganismos
benéficos (MOBSs), de acuerdo a sus funciones y al efecto que provocan en la sanidad
de las plantas (Pousette et al., 2014), entre los microorganismos benéficos estan
aquellos que fijan nitrégeno atmosférico, mejoran la productividad y crecimiento,

desintoxicacion de plaguicidas, eliminacion de enfermedades en las plantas,
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descomposicion de desechos y residuos organicos, incrementacion en el reciclaje de
nutrientes que producen componentes bioactivos como vitaminas, hongos y encimas que
estimulan el crecimiento de las plantas (Alfonso, Leyva, & Hernandez, 2005), estan
constituidos por la mezcla de varios MOBs: levaduras, actinomicetos, bacterias acido
lacticas y fotosintéticas que son mutuamente compatibles entre si y coexisten en un
cultivo (Villacis et al., 2016). La materia organica es utilizada por los microorganismos
como nutrientes para su desarrollo, produciendo su descomposicién (mineralizacion),
hasta moléculas orgénicas e inorganicas mas sencillas (Oliver, 2013), durante el proceso
de humificaciébn se crean nuevas macromoléculas, a partir de moléculas sencillas,
formadas en la descomposicion, el proceso es conjunto, produciendo fundamentalmente

calor, CO2, agua y sustancias humicas (Jaizme & Rodriguez, 2008).

2.5.1 Funciones
Los microorganismos benéficos influyen en el crecimiento de las plantas como en la

adsorcion de nutrientes principales y fijacién de nitrégeno, favoreciendo al crecimiento
de ramas vy raices (Alfonso et al., 2005), la descomposicion de residuos organicos, la
desintoxicacion con plaguicidas, la supresion de enfermedades en las plantas, el aporte
de nutrientes al suelo y la produccién de compuestos bioactivos como vitaminas y
hormonas que estimulan el crecimiento de las plantas (Martinez, 2002). Algunos por
procesos de descomposicion, otros por solubilizacién, como es el caso del fosfato
inorgénico transforméandolo a ortofosfato, que es una forma asimilable para las plantas,
este tipo de adaptabilidad especifica por parte de los microorganismos hace que estas

poblaciones se denominen grupos funcionales (Terry, Leyva, & Diaz, 2005).

a. Fijacion de nitrégeno
Las bacterias fijadoras de nitrdgeno favorecen la estabilidad de las plantas, aumentan

su productividad e incrementan la capacidad de retencién de agua y nutrientes, Los
microorganismos fijadores libres de nitrdgeno contribuyen al mantenimiento de la
diversidad a través de su influencia en la disponibilidad de diferentes fuentes de
nitrégeno tanto organico como inorganico en los suelos, influyendo en la fertilidad de los
suelos estructura y por ende su capacidad para liberar nutrientes (Beltran et al.,
2017).

b. Reguladores en el crecimiento de las plantas
La relacibn que mantiene planta y microorganismos es esencial para el 6ptimo

crecimiento de las especies vegetales (Rothschuh, 2013). La importancia de las
interacciones planta microorganismos en la estructura de los ecosistemas es de gran
importancia ya que dicha asociacion es esencial para el crecimiento de cualquier especie

vegetal (Alfonso et al., 2005). La integracion de los microorganismos en los sistemas
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agroecoldégicos, contribuyendo a optimizar la calidad y salud del suelo, limitando el aporte

de nutrientes e incrementando los rendimientos.

2.5.2 Microorganismos benéficos como biofertilizante
Los biofertizantes son insumos realizados con microorganismos benéficos

contribuyendo a disminuir los costos de produccién agricola, ya que la fijacion biolégica
logra cubrir hasta el 50% del nitrdgeno necesario para las plantas, ademas estos
microorganismos ayudan a mantener el equilibrio biolégico, ya que no producen
afectaciones al suelo, a la salud y al ambiente en general (Velazquez et al., 2019).
Mejoran la disponibilidad de nutrientes a los cultivos, manteniendo la conservacion del
suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad ecoldgica, manteniendo la
capacidad de transformar el nitrdgeno atmosférico a amonio y suministrarlo a los

cultivos mediante varios procesos (Rivera, 2009).

2.6 Laarveja

La arveja (Pisum sativum) es la leguminosa con mayor demanda después del frejol en
las zonas andinas contribuyendo a la seguridad alimentaria y econémica de pequefnos

agricultores (Camargo & Avila, 2014).

2.6.1 Origen
Su empleo como planta cultivada en la alimentacién humana y animal se remonta a 600

anos antes de Cristo, se han encontrado restos carbonizados de semillas en
asentamientos neoliticos (Loli & Alegre, 2009). La arveja es originaria de Asia Central,
Cercano Oriente y Mediterraneo (Roca, 2015).

2.6.2 Caracteristicas de las plantas y fenologia
La raiz presenta una estructura fibrosa, encontrdndose tres tipos de raices: la raiz

principal o pivotante que puede alcanzar de 50 a 100 cm de profundidad, a partir de ésta
raiz se desarrolla la secundaria que incluso puede llegar hasta la profundidad alcanzada
por la raiz pivotante, de ésta se origina una cobertura densa de raices terciarias
(Camargo & Avila, 2014a). El tallo principal es hueco y muy delgado en la base, éste va
engrosandose progresivamente hacia la parte alta, dependiendo de la precocidad del
cultivo puede emitir desde 6 hasta mas de 20 nudos vegetativos por planta (Alfredo &
Araque, 2013), las hojas estan compuestas por foliolos pareadas y en su extremo consta
con zarcillos, que se aferran a guias a medida que la planta va desarrollando (Pacheco,
Vergara, & Ligarreto, 2010), la formacion del primer nudo reproductivo del tallo esta
desarrollado genéticamente, a partir de este se inicia la floracibn que prosigue
secuencialmente hacia la parte superior de la planta, los racimos auxiliares se agrupan

formando flores generalmente de color blancas (Ricardo, Pacheco, & Porras, 2009).
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2.6.3 Taxondmica
En la tabla 1 se muestra la taxonomia de la arveja presentando los principales niveles

de agrupacion:

Tabla 1: Clasificacion taxonémicade la arveja (Pisum sativum).

Reino vegetal
Divisién esspermatofita
Clase angiospermae
Subclase Dicotyledoneae
Orden rosales

Familia leguminosas
Subfamilia papilonoides
Tribu viceas

Género pisum

Especie Sativum L
Variedad

Boténica alderman
Nombres arveja, guisantes,
Vulgares chicharo
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CAPITULO IlI

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Zonade estudio.

Se obtuvo la materia prima de podas de las &reas verdes de la Cuidad de Loja, la especie
utilizada fue el faique (Acacia macracantha), la produccién del biochar se realiz6 en la
parroquia de Urdaneta, la obtencién de microrganismos benéficos de café (Coffea
arabica) de la region costa, ya listos para la inoculacién fue proporcionada por (Blandin,

2018), la germinacioén de las semillas de arvejas se realizé en el Campus de Posgrados
en la Estancia Luis Cordero de la Universidad Catolica de Cuenca, sector Uncovia, del

Canton Cuenca (figura 1).

4:6)&! de estudio

£/ "U"’ 3

Figura 1: Zona de Estudio

3.2 Recoleccién de materia prima

Las muestras fueron recolectadas de las areas verdes urbanas de la ciudad de Loja,
generadas de las podas forestales de faique (Acacia macracantha), mismas que pesaron
3 kg estas fueron escogidas al azar mediante la recoleccion manual, la toma de muestras

se llevo a cabo en el mes de julio del 2019.

Las muestras fueron previamente secadas a temperatura ambiente, bajo una estructura
en un entorno abierto para protegerles de las lluvias, ya que al darse este caso se
requeriria mayor cantidad de energia para eliminar el contenido de humedad (Urien,
2013).
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Se utilizaron los siguientes materiales: 3 kg de podas de faique como se puede observar
en la figura 2, recipientes plasticos, tijeras de poda, adhesivos de colores, guantes de

latex, esfero, libreta y camara fotogréafica.

Figura 2: Muestra de poda forestal del faique

3.3 Fabricaciéon de horno pirolitico.

La fabricacion se basé en el horno mas comin como es el de dos tambores cilindricos,
para la produccién de biochar en pequefias cantidades, esto en base a lo requerido en
la investigacion, el tambor cilindrico grande de la figura 3, representa la camara de
combustion externa del horno, con dimensiones de 32 cm de altura, 27 cm de diametro

con un volumen de 0,160 m3.

Figura 3: Camaraexterna del horno pirolitico

Los componentes y dimensiones del tambor cilindrico vertical observado en la figura 4,
representa la camara interna del horno, con dimensiones de 13 cm de altura, 10 cm de
diametro y 0,020 m? de volumen alcanzando una capacidad de 0,3 kg.
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Figura 4: Tambor cilindrico interno

a. Produccién de biochar
El método aplicado para la obtencién del biochar fue mediante pirdlisis lenta, a partir de

las podas del faique, donde la biomasa se carbonizé en el horno pirolitico a temperaturas

menores a 500 °C controlando el tiempo combustion.

Se tomaron en cuenta las entradas y salida de aire en los tambores ya que el proceso

de pirdlisis se lleva a cabo en condiciones limitadas de oxigeno.

Los espacios entre los tambores fueron llenados con materiales inflamables tales como
la lefia, como se puede observar en la figura 5, para su combustion una vez realizado
este proceso se encendio fuego a los materiales, después que el material comenzo arder

se tapa cuidadosamente el tambor externo.

Figura 5: Cilindro externo acondicionado con lefia parala combustion.
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El proceso, duré aproximadamente entre 6 y 7 horas como se puede observar en la
figura 6, se dejé enfriar durante un tiempo moderado de 3 a 4 horas a temperatura

ambiente como se visualiza en la figura 7.

Figura 7: Biochar obtenido
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3.4 Caracterizacion del biochar

Tabla 3. Se determinaron los siguientes componentes del biochar, con sus respectivos

valores obtenidos, en el laboratorio BIONIKA de la ciudad de Quito

Tabla 2: Andlisis de los componentes del biochar

ITEM UNIDADES VALORES
pH - 8.2
Alcalinidad ppm (CaOCOs) 186
Conductividad Eléctrica  mScm *! 2.77
Densidad Aparente g mli-1 0.331
Materia Orgénica % 85.5
Carbono Organico Total % 70.3
Oxigeno % 9.5
Nitrégeno Total % 2.2
C/N - 31.81
P ppm 77.3
k ppm 955.7

3.5 Microorganismos benéficos inmovilizados en biochar

Parte de la investigacion se enfoc6 en la aplicacion de microorganismos benéficos en el

biochar ya obtenido con la finalidad de mejorar la germinacion de las semillas de arveja.

(Blandin, 2018) en su trabajo de investigacion “Caracterizacion de microorganismos
benéficos de la filosfera de café (Coffea arabica), banano (Musa paradisiaca) y limén
(Citrus limon) procedentes de tres regiones naturales del Ecuador’, con la muestra
vegetal de café (Coffea arabica), la cantidad a utilizar fue de 50 g y con la metodologia
de (Alvarez et al., 2018) los microorganismos se obtuvieron de la siguiente manera: 50
cc, 10 g de higado de res equivalente a un 10 %, mas 20 cc de maleza y un 5% de sal
de mesa, esa mezcla se homogenizé en temperatura ambiente en un lapso de 10
dias, como resultado los microorganismos benéficos extraidos a partir de la filosfera
del café de la region costa, observando en la tabla 3 las unidades formadores en los

consorcios bacterianos, mismos a ser utilizados en la presente investigacion.
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Tabla 3: Unidades formadoras en los consorcios presentes en la fildsfera vegetal de (Cooffe

arabica)

Microorganismos RIML R2M R3M3
log UFC m=L
Actinomyces sp. 0.1920122 n.d. 0.6584211
Arthrobacter sp. 0.2517845 n.d. 0.3214241
Bacillus subtilis 1.2547283 0.326547 0.5421534
Bacillus amynoliquefaciens 0.6548815 0.254210 1.1451758
Devaromyces sp. 0.5862142 1.157458 0.6215482
Enterobacter sp. 1.5562448 0.895874 0.5214575
Hanseniaspora sp. 1.0215484 0.562148 1.1584791
Kloekera 3.2211544 n.d. 0.6521474
Kluyveromyces sp. 1.2081205 1.178420 0.8945751
Lactobacillus acidophilus 2.2315454 1.147548 0.5321424
Lactobacillus plantarum 1.6582145 0.919568 0.7514515
Lactobacillus rhamnosus 1.3325148 n.d. n.d.
Paenibacillus sp. 1.2016579 n.d. n.d.
Pseudomonas sp. 0.9658405 0.654741 0.45751321
Pichia 1.0325458 1.1248455 0.31475137
Saccharomyces cerevisae 2.2851342 2.2548184 0.65214831
Saccharomyces sp 2.0244577 1.185647 1.14218473

3.6 Pruebade germinacion de la semilla de arveja

Para las pruebas de germinacion de las semillas de arvejas se realizaron 4 tratamientos,
el primero con agua desmineralizada, el segundo biochar, el segundo con
microorganismos benéficos y el tercer una combinacion de microorganismos benéficos y

biochar. Detallando a continuacién

e En el primer tratamiento de la germinacién de las semillas de arvejas, se realiz6
solo con agua desmineralizada (testigo), se obtuvo 4 repeticiones en bandejas
pequefias con papel absorbente en el fondo, evitando asi la deshidratacion de
las semillas,

e En el segundo tratamiento de la germinacion de las semillas de arvejas, se

realizdé con agua desmineralizada mas biochar, se elaboraron 4 repeticiones en
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bandejas pequeias y papel absorbente en el fondo, estas bandejas facilitaron
la observacion del proceso de germinacion.

o En el tercer tratamiento de la germinacion se realizé con agua desmineralizada
mas microrganismos benéficos, de igual forma se realizaron 4 repeticiones en
bandeja pequefias con papel absorbente en el fondo.

e El cuarto y ultimo tratamiento se realiz6 con agua desmineralizada mas una

combinacién de biochar y microorganismos benéficos.

La etapainicial se baso en el crecimiento de las semillas de arveja en los 4 tratamientos

en disoluciéon de 1,10 con biochar

3.6.1 Elaboracién de la disolucion
Para la elaboracién de esta disolucion se procedié a moler el biochar en un molino

casero, como resultado se obtuvo una contextura fina, de acuerdo al estudio (Gilces,
2014) menciona: volumen sobre volumen, en la siguiente relacion: disolucién en extracto
acuoso 1:10. Se realiz6 la disolucién de agua desmineralizada con biochar (figura 8)

con los tratamientos diferentes basandose en la misma relacion.
Volumen/volumen; relacion: en concentracion acuosa 1:10 (Iglesias, 2018).
1 ml fase sélida de biochar

10 ml fase liquida de agua desmineralizada

Figura 8: Relacion soélida y fase liquida
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3.7 Registro de datos

Se aplicaron las semillas de arvejas una vez establecidas las dosis de biochar para las
disoluciones, se coloco6 12 semillas en cada bandeja con una distancia de 2 a 3 cm de
distancia, posteriormente se procedié al registro de datos segun los periodos de tiempo
establecidos en la tabla 3, obteniendo el porcentaje de semillas germinadas de cada
tratamiento con sus respectivas repeticiones, tratamiento A (testigo), tratamiento B (agua
desmineralizada y biochar), tratamiento C (agua desmineralizada y MOBS), tratamiento
D (inmovilizacién de MOBs en biochar y agua desmineralizada) y N el niUmero de registro

establecido, como se puede observar en la tabla 4.

Tabla 3: Datos del periodo de germinacion de las semillas

Valoracién Fecha de evaluacién Datos registrados
1 3 de octubre Dia de la siembra
2 4 de octubre Numero de semillas

germinadas alas 24 h

3 5 de octubre Numero de semillas
germinadas alas 48 h

4 6 de octubre Inicio de brotes en las

semillas a las 96 h

5 8 de octubre Longitud de los brotes a
los 2 cm

6 11 de octubre Longitud de los brotes a
los 5 cm

7 14 de octubre Longitud de los brotes a
los 10 cm

8 17 de octubre Longitud de los brotes a
los 15 cm

9 20 de octubre Longitud de los brotes a
los 20 cm
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Tabla 4: Registro de datos

Tratamientos

N1 N 2 N3 N 4 N5 N 6 N7 N8 N9

Al
A2

A3
A4
B1
B2
B3
B4
c1
c2
c3
c4
D1
D2
D3
D4

0% 3% 10% 17% 21% 23% 23% 25% 25%
0% 3% 9% 13% 18% 22% 25% 29% 30 %
0% 1% 6 % 14% 17% 17% 18 % 18 % 20%
0% 2% 9% 12% 14% 16% 18 % 20% 23%
38 % 39% 43% 61% 62% 65% 71% 2% 75 %
42 % 47% 50% 54% 59% 68% 70 % 72% 78 %
40 % 43% 50% 50% 58% 67% 71% 75 % 76 %
45 % 50% 57% 60% 62% 65% 78 % 80 % 81 %
32% 40% 45% 48% 51% 54% 60 % 62 % 65 %
30 % 35% 38% 40% 42% 47% 57 % 57 % 60 %
30 % 35% 37% 41% 43% 59% 59 % 61 % 62 %
37% 45% 50% 50% 52% 64% 64 % 65 % 67 %
70 % 5% 78% 84% 84% 86% 87 % 87 % 90 %
2% 6% 78% 80% 81% 87% 91% 91 % 93 %
75 % 7% 79% 80% 80% 87% 92 % 94 % 95 %
70 % 5% 79% 84% 86% 88% 90 % 90 % 90 %

En la figura 9 se puede observar la germinacion de las semillas al tercer dia, con un

porcentaje de germinacion del 10 %, mientras que en la figura 10 el indice de

germinacion es del 65 %, manteniendo un valor similar en la figura 11 del 50 %, mientras

gue en la figura 12 se puede observar un mayor numero de semillas germinadas

conservando un porcentaje del 90 %.
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Figura 9: Semillas de arvejas con agua desmineralizada tercer dia
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Figuran 12: Semillas de arvejas con agua desmineralizada'y MOBs inmovilizados en biochar

al tercer dia.
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En todas las muestras se aplicé la misma cantidad de disolucion establecida
anteriormente (concentracion acuosa 1:10), observando en las figuras 14 y 16 la
conservacion de humedad y éptimo crecimiento de las plantas, con un estandar de
crecimiento de 5 cm de longitud, mientras que en la figura 15 la deshidratacion de las
plantas es evidente, ya que durante el crecimiento la demanda de agua de las mismas
es mayor, también se puede evidenciar en la figura 13 un exceso de agua debido a la

baja tasa de crecimiento de las platas.

Figura 14: Semillas de arvejas con biochar y agua desmineralizada, con 5 cm de longitud.
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Figura 15: Semillas de arvejas con agua desmineralizada y MOBs, con 5 cm de longitu

W — | 17

Figura 16: Semillas de arvejas con agua desmineralizada y MOBs inmovilizados en biochar,
con 5 cm de longitud.

3.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 en el programa Unititled Past326b
(Estadisticas Paleontoldgicas), funciona en sistemas operativos de Windows y es de
libre disposicion (Bernardi, 2017), también permite la entrada de datos del tipo de hoja de
calculo, con estadisticas invariante, ajuste de curvas, andlisis de series temporales,
representacion gréfica de datos y andlisis filogenético, convirtiéndose en un paquete
educativo completo para asignaturas sobre métodos cuantitativos (Chaves, 2012).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion del biochar
Las caracteristicas especiales que definen al biochar, se analizan revisando los

siguientes aspectos.

4.1.1 Conductividad eléctrica
En el presente trabajo la conductividad eléctrica fue de (2.77 mS/cm), (Abenza, 2012)

en su estudio “Evaluacion de efectos de varios tipos de biochar en suelo y planta”
menciona que la conductividad eléctrica es un parametro variable, ya que las
concentracion de sales solubles en el biochar son sensibles, a los procesos de
mineralizacién de la materia organica y absorcion de nutrientes, el aumento similar en
el valor de salinidad inicial de todos los tratamientos se explicaria debido al aporte de
fertilizante mineral. (Janneth & Rivera, 2018) “Diferencias de parametros fisico quimicos
de suelo en el proceso de restauracion por enmiendas de biochard” manifiesta los niveles
de conductividad eléctrica durante los procesos que duro su investigacion fueron

0,33 dS/m y 0,183 dS/m.

4.1.2 Potencial de hidrégeno (pH)
El pH obtenido de las podas de faique: obtuvo un valor de 8.2 tomando este valor dentro

de los rangos altos de pH, que puede servir como compensador de acidez (lglesias,
2018).

(Gilces, 2014) en su estudio “Efectos de la aplicacion de biochar y cenizas en las
propiedades del suelo”en el pH, se observé un efecto alcalinizante con valores superiores
a los 7,9. (Pedroso & Pentén, 2019) mencionan que durante el proceso de pirdlisis y
descomposicion de la biomasa se remueven lo grupos funcionales acidos, causando a
hidrolisis de sales de calcio, potasio y magnesio en presencia de agua, lo que conlleva a

la acidez del biochar.

(Nieto, 2015) en su estudio “Fabricacién, caracterizacion y utilizacion de biochar como
sustituto de la turba en la preparacion de sustratos de cultivo” indica que la obtencion

de pH alcalinos depende de la pirolisis y materia prima a utilizar.

4.1.3 Retencion de agua
Los tratamientos expuestas a temperaturas cambiantes y la evaporacion contrarrestaban

los niveles de crecimiento, mientras que los tratamientos con biochar hacian mas lenta

la deshidratacion de las mismas, (Suarez, 2015) manifiesta que la
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Humedad libre, hace referencia a la humedad que esta presente en la parte externa del
biochar, mientras que la humedad ligada es aquella que se encuentra asociada al
contenido de agua, (Abenza, 2012) en su trabajo de investigacion manifiesta que los
tratamientos con biochar procedente de pirélis lenta, reportan niveles mal altos en la

capacidad de retencién de agua.

4.1.4 Relacién de carbono nitrogeno (C/N), fsforo (P)
El aumento en la disponibilidad de fosforo (P) asimilable en el biochar favorecen a las

condiciones del pH &cido, mientras que en pH basicos y neutros el aumento de P no
presenta condiciones desfavorables (Suérez, 2015), obteniendo en la presente
investigacion: fosforo 77,2 ppm y relacion C/N 31.81 ,(Molinés, 2015) en su trabajo de
investigacion “Producciéon de biochar a partir de purines” manifiesta que le aumento de
la relacién N/C, asi como de la concentracion del fésforo, en el biochar indica

enriguecimiento en nutrientes.

4.2 Andlisis estadisticos y resultados de la germinacion de semillas de arveja
Mediante el programa Unititled Past326b se realiz6 el andlisis estadistico de los
tratamientos, A (testigo), B (agua desmineralizada y biochar), C (agua desmineralizada

y microorganismos), D (microorganismos inmovilizados en biochar).

A continuacion es la tabla 5 se muestran los tratamientos A, B, C, D, en cuanto a

nameros de plantas, tamafio minimo y méaximo de las mismas.

Tabla 5: Resultados estadisticos mediante el programa Unititled

A B C D
N 141 141 141 141
Min 0 0 0 0
Max 3,2 15,2 13,5 16,2
Mean 0,234 4,988 3,212 6,983
Std. Error 0,601 0,505 0,417 0,519
Variance 0,509 36,076 24,542 38,0313
Stand. Dev 0,714 6,006 4,954 6,166
Median 0 0,5 0,4 6,4
Coeff. Var 305,12 120,4 154,2 88,305

Descripcion de los parametros.
N: Es el nimero de plantas por repeticion siendo en este caso 141

Min: Es el nUmero de semillas que no germinaron
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Max: Es el tamafio maximo alcanzado por tratamiento, teniendo en la muestra A
(testigo) el valor de 3,2 cm, mientras que en la repeticion B (biochar y agua
desmineralizada), se muestra una altura considerable de 15,2 cm, C (microorganismos
y agua desmineralizada) estos obtuvieron una altura de 13,5 cm, por ultimo la repeticién
D (microorganismos inmovilizados en biochar) mantienen una altura de 16,2 cm, siendo

esta la altura maxima de todas la repeticiones antes mencionadas.

Valor medio: En el tratamiento A (testigo) muestra un valor de 0,23 cm, en la repeticion
B (biochar) un valor de 4,98 cm mientras que en el tratamiento C que corresponde a los
microorganismos tenemos un promedio de crecimiento de 3,21 cm, por lo tanto en la
repeticion D (microorganismos inmovilizados en biochar) un promedio de 6,98 cm tanto

en crecimiento como en germinacion siendo el mejor tratamiento la repeticion D.

Varianza: Son medidas de dispersion de los datos, por lo tanto en el tratamiento D
(microorganismos inmovilizados en biochar) existe un dispersién de los datos con un
valor de 38,03 cm debido al mayor nimero de germinacion y crecimiento, seguido por
la repeticidn B (biochar) el cual al igual mantiene una pronunciada variacion en los datos
con un valor de 36,07 dejando asi a la repeticion C (microorganismos) con un valor menor
de variacién 24,54 por ultimo la repeticion A (testigo) el valor minimo de 0,50 cm el cual

indica la tasa de crecimiento menor.

Desviacion estandar: Se puede decir que una desviacion estandar baja, indica que los
datos tienden agruparse cerca de la media, mientras si existe una desviacion estandar
alta los datos se extienden sobre un rango de valores mayor elevados como es el caso
del tratamiento D, donde se tiene un valor de 6,16 cm indicando mayor numero de
germinacion y tamafio, seguido por el tratamiento B la cual tiene un valor de 6 cm, seguido
de la repeticion C de microorganismo con un valor de 4,9 cm manteniendo el valor minimo

la repeticion A con un valor de 0,71 cm.

Mediana: Por concepto la media, corresponde a la posicién central del conjunto de
datos, en el tratamiento D (microorganismo inmovilizados en biochar) el cual indica una
media de 6,4 cm, siguiendo a ese valor se puede constatar que el tratamiento B (biochar
y agua desmineralizada) mantiene un promedio de 0,5 cm seguido del tratamiento C
(mircroorganismos y agua desmineralizada) el cual muestra un estandar de crecimiento
de 0,4 cm, terminando asi con el tratamiento A (testigo) el cual muestra el minimo de

crecimiento.

En la gréfica 17 se muestran los andlisis de varianza a partir de una base de datos, para
comparar las medianas entres si, los porcentajes de semillas germinadas en las 24 horas

para cada tratamiento (A, B, C, D) pudiendo observar que le tratamiento D es el mas
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optimo ya que el valor medio de semillas germinadas, tienden agruparse (desviacion
estandar), siguiendo el tratamiento B al igual con una cantidad prominente semillas
germinadas, terminando con los tratamientos C y A.
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Figura 17: Porcentaje de germinacion a los 24 horas

En la figura 18 se observa el inicio de brotes de las semillas a las 96 horas pudiendo

observar que el mayor nimero de semillas con brotes es el tratamiento D, ya que

presenta un 94 % de brotes en sus semillas mientras que los otros tratamientos la
presencia de brotes aun es limitada dando como resultado la dispersién de datos.

% de germinacion a las 96 h
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Figura 18: Porcentaje de brotes a las 96 horas

En el grafico 19 se observa que el boxplot con mayor valor en su mediana es el del
tratamiento D, seguido del tratamiento B y C y finalmente el tratamiento A cuyos valores
son inferiores a todos los tratamientos utilizados. De igual forma los datos se distribuyen
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con sesgo positivo en los tratamientos D y B que nos dice que hay mayor tendencia de
acumulaciéon de datos relativamente bajos respecto a su mediana en cada mes
respectivamente. Con este grafico podemos evidenciar que el tratamiento con mejor

resultado fue el D.
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Figura 19: Crecimiento de las plantas sobre los 5 cm

El siguiente de la figura 20 indica el grado de incertidumbre estimado en los diferentes
tratamientos utilizados. Los errores estan expresados de intervalos de confianza al 95%,
para generar las estimaciones de las medias con sus errores. Se puede apreciar que
segun los intervalos de confianza que el tratamiento D y B se solapan y esto indica que
practicamente estos promedios son muy similares, siguiéndole asi el tratamiento C,
mientras que, los intervalos de confianza del tratamiento A son muy lejanos a los otros

tratamientos resaltando la diferencia entre sus promedios.
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Figura 20: Crecimiento de las plantas sobre los 10 centimetros.1
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se establece las siguientes conclusiones

La retencién de humedad en las particulas de biochar beneficia a las plantas
manteniendo una hidratacion constante, resultado de gran utilidad en sistemas
donde las plantas carecen de suelo y agua.

La inmovilizacion de microorganismos benéficos en biochar acelera el
crecimiento de brotes en las semillas de arveja lo que se verifica en el tratamiento
D.

Los microrganismos benéficos optimizan la germinacion de las semillas, pero
disminuye su potencialidad, mientras trascurre el crecimiento de las plantas, ya
gue disuelto en agua su facil evaporacién es eminente.

La inmovilizacion de microrganismos benéficos en biochar resulta un tratamiento

muy Optimo, ya que potencializa y minimiza los tiempos germinacion y por ende

su crecimiento.
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CAPITULO VI
6. RECOMENDACIONES

Aumentar las dosificaciones de microorganismos benéficos en los tratamientos

sin sustrato, para optimizar su crecimiento y mantener un nivel de humedad
estandar.

Evaluar los tiempos de crecimiento, floracion y produccion, en microorganismo
benéficos inmovilizados en biochar.

Inmovilizar microorganismos benéficos en biochar, procedente de biomasa
agricola.
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Figura 23: Horno pirolitico utilizado para la obtencién del biochar.
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Figura 26: Biochar obtenido.
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Figura 27: Relacién sélida y fase liquida

Figura 28: Las semillas de arvejas con agua des ionizada al tercer dia
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Figura 29: Microorganismos y agua desmgalizada

Figura 30: Agua desmineralizada y biochar.
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Figura 31: Microorganismos inmovilizadores en biochar y agua desmineralizada.
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Figura 33: Semillas de arvejas con biochar y agua desmineralizada, con 10 cm de longitud.
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Figura 34: Semillas de arvejas con agua desmineralizada y MOBs inmovilizados en biochar,
con 2 cm de longitud.

Figura 35: Medicidn de las plantas
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Figura 37: Medicion de plantas
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Orden de trabajo: PSL 1098

Fecha toma de muestra: 20.01.2020
Solicitado por: Ingra. Dalia Pineda

Fecha laboratorio: 24.01.2020
Responsable: Ingra. Dalia Pineda
Localizacion geografica: Azuay
Lote de Produccion: no reportado
Factura No..4411

ANALISIS DE COMPONENTES

RESULTADOS
FMATERIAL ANALIZADO

ITEM UNIDAD VALORES
pH - 8.2
Alcalinidad ppm (Ca0C0;) | 186
Conductividad Eléctrica | mS cm’ 27
Densidad Aparente g ml-1 0331
Materia Organica % 85.5
Carbono Organico Total | % 70.3
Oxigeno % 9.5
Nitrogeno Total % 2.2
C/N - 31.81
p ppm 795
K ppm 955.7

Figura 38: Examen de Laboratorio
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Yo, Delia del Rosario Pineda Espinozaportador(a) de la cédula de ciudadania N°
0107198277. En calidad de autor/a vy titular de los derechos patrimoniales del
trabajo de titulacion "Incidencia de microorganismos benéficos inmovilizados
en biochar sobre la germinacion de las semillas de arveja (pisum sativum)"
de conformidad a lo establecido en el articulo 114 Cédigo Organico de la Economia
Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacién, reconozco a favor de la
Universidad Catolica de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva
para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos, Asi
mismo; autorizo a la Universidad para que realice la publicacién de éste trabajo de
titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad a lo dispuesto en el articulo

144 de la Ley Organicade Educacion Superior.

Cuenca, 09 dejunio de 2020

Delia del Rosario Pineda Espinoza
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