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INTRODUCCION

Debido al aumento poblacional durante las dltimas décadas, la demanda alimenticia impulsa
esfuerzos para incrementar la produccion agricola por unidad de drea. Dichas demandas
obligan al aumento en el uso de tecnologias (desarrollo de nuevas variedades, modificacion
genética, maquinaria) e insumos agricolas. El sector industrial persigue el objetivo de cubrir
dichas demandas, generando ingresos econdmicos cada vez mds altos, sin tomar en cuenta
algunos factores que pueden provocar un efecto negativo o deterioro al ambiente, en la salud
humana, salud animal y en los suelos (repercutiendo en la reduccion de la sustentabilidad).
Ante tal situacion, desde los afios 1920s surgen movimientos como la agricultura biodindmica
(AB), ecoldgica, permacultura, los cuales se basan en diversos principios, teniendo como
finalidad comiin la busqueda de una produccion sustentable de alimentos y alternativa a la
produccién convencional.

La AB es considerada como la primera organizacién a nivel mundial, encargada de
promover la agricultura organica, basada en el “Curso de Agricultura Biolégico-Dindmica”,
impartido por el fildsofo austriaco Rudolf Steiner en 1924. Dicho sistema considera précticas
similares con los movimientos anteriormente mencionados, tales como la rotacidn de cultivos,
uso de compostaje de residuos orgdnicos, mejoramiento de propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas del suelo. Sin embargo, se considera como uno de los aspectos clave en la
metodologia bioldgico-dindmica, el uso de ocho preparados biodindmicos (PB) que son
aplicados al suelo, los cultivos y el compost. Los PB para el compost son érganos de plantas
fermentados en suelo (PB502 — PB506) u obtenidos por extraccion (PB507) que son aplicados
en tasas de entre 1 y 5 g por unidad de compostaje (10-15 m’). Los PB para el campo son

aplicados en tasas de 100 g ha (BP 500) y 2-4 g ha™ (BP 501). Los PB promueven la



aceleracion de la descomposicién del material orgdnico, actividad microbioldgica con
beneficios de acuerdo a la produccién de enzimas necesarias para fijar nitrégeno, solubilizar
fosforo, produccién de sideréforos, procesos catabodlicos de compuestos de carbono. El
segundo aspecto clave en la AB es el uso de compostas, por medio de las cuales se aportan o
complementan los elementos esenciales a las plantas y se mejoran las propiedades fisicas
(densidad aparente, temperatura, humedad), quimicas (macro y microelementos aportados de
acuerdo al material de origen, capacidad de intercambio catién) y bioldgicas (bacterias’/hongos
endofiticos y de vida libre con capacidades de biocontrol, solubilizacion de elementos como el
fosforo, produccién de fitohormonas como AIA y ACC desaminasa) del suelo.

Debido a los diversos beneficios de los materiales orgdnicos en los sistemas de
produccidn agropecuaria, estos pueden ser empleados en fincas con certificacion organica o
convencional. De acuerdo al sistema en que se desea incorporar el material (suelo, planta), asi
deberd ser considerado su manejo para el incremento de beneficios y propiedades. El empleo
de enmiendas orgdnicas para el suelo, tales como lombricompostas, compostas, lixiviados o té
de compost reducen o sustituyen los fertilizantes sintetizados (alto costo y contaminacién del
ambiente por uso inmoderado). Sin embargo, su eficiencia depende de la caracterizacion del
material original, conocer su dindmica y momento de aplicacién, asi como las propiedades de
los suelos y en las plantas donde se desean aplicar. El compostaje, ademds de ser un método
para el manejo de las crecientes cantidades de residuos organicos disponibles (provenientes de
la industria o sector agricola), reduce los olores provenientes de una descomposicion
incontrolada, contaminacion ambiental y potencial de microorganismos patogénicos para el
humano. Dentro de las técnicas de compostaje se encuentra el manejo bajo pilas estéticas, el
cual considera la construccién de las pilas (dimensiones, tubos de aireacién, materiales

empleados, densidad entre diferentes capas) para reducir la necesidad de volteos, con



reduccién en energia y costos. En ambos sistemas, con y sin volteos, deben de ser
considerados 'y controlados los siguientes factores durante el proceso: relacion
carbono:nitrégeno (C:N), contenido de humedad, tasa de aireacion, densidad aparente, y costo
de energia.

La demanda de los productos de origen animal y/o vegetal (dependiente de la region),
repercute directamente en el incremento de los sistemas de produccion y a su vez, los desechos
obtenidos a partir de éstos. De acuerdo a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2017), en México hay alrededor de 30 mil ha de
producciéon de nopal (verdura y forraje) equivalente a una produccién de alrededor de un
millén de toneladas. Al momento de renovacién de las plantas madres, se tienen residuos que
frecuentemente son empleados para alimentacion animal. Sin embargo, dependiendo de la
distancia de transporte, calidad y precio de otros alimentos para rumiantes, asi serd su
factibilidad para ser empleado como alimento animal o en su defecto, realizar una
transformacion hacia una enmienda que incremente la fertilidad del suelo. La produccién de
moringa a nivel nacional es de alrededor de 430 ha e incrementa gracias a la demanda de sus
propiedades benéficas en la salud (hojas con concentraciones considerables de antioxidantes,
entre los cuales destacan los isotiocianatos, relacionados a propiedades anticancerigenas,
hipotensoras, hipoglucemiantes y antibidticas). En el caso de los diversos productos obtenidos
del ganado bovino, el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera reporta una
produccién nacional de alrededor de dos millones de toneladas de carne en canal y doce
millones de litros de leche. Asimismo, para el caso de avicultura, se reportan 1,700 millones
de animales sacrificados (pollo, gallina ligera y pesada que ha finalizado su ciclo productivo)
para carne en canal y 2.8 millones de toneladas de huevo para plato (cierre 2017). Los

numeros anteriores reflejan la importancia de este tipo de produccion pecuaria y la potencial



cantidad de estiércol (bovinaza y gallinaza) obtenida de los animales destinados para cada uno
de los sectores anteriormente mencionados.

La presente investigacion surgié como busqueda de una alternativa al manejo de
residuos de nopal y moringa (cultivos de importancia regional). Se consider6 el compostaje en
forma estdtica y adicional a los sustratos principales, gallinaza y bovinaza (relacién 1:1).
Ademads, se evaluaron los preparados biodindmicos en las compostas, como una de las bases

de la agricultura biodindmica.



HIPOTESIS DE TRABAJO

La mineralizacion de las compostas estdticas a partir de restos de nopal y moringa se ve

beneficiada a través del uso de preparados biodindmicos, por lo tanto, el uso de estos

productos incrementa la calidad nutricional de las compostas.

OBJETIVO

Evaluar la aplicacién de preparados biodindmicos en compostas estdticas a partir de restos de

nopal y moringa, como residuos de cultivos de importancia regional.



CAPITULO I: ESTABILIDAD DE COMPOSTAS ESTATICAS BIODINAMICAS

A PARTIR DE RESTOS DE CULTIVOS REGIONALES

1. Resumen

La elaboracion de compostas a partir de residuos agricolas permite generar una alternativa en
la produccion de abonos orgdnicos. Tradicionalmente el volteo constante, hace oneroso este
sistema, por lo que la produccién de compostas estdticas asociadas a la aplicacion de
preparados biodindmicos (PB), promueve el desarrollo de alternativas sustentables. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar la inclusion de PB (base fundamental de la agricultura
biodindmica) en compostas estiticas de restos de nopal y moringa como sustratos principales,
estableciendo un experimento con un disefio completamente al azar y arreglo bifactorial, en
Zuazua, Nuevo Ledn. Se consideraron cuatro tratamientos: T1, nopal+PB; T2, moringa+PB,
T3, nopal y T4, moringa. Asimismo, la estabilidad de las compostas fue evaluada durante un
afio; a través, del comportamiento de 16 variables (fisicas, quimicas y bioldgicas). Las
interacciones significativas mostraron que el uso de nopal y aplicacion de PB en las
compostas, promovieron en general una mayor mineralizacién, temperatura y menor humedad.
De acuerdo a la significancia estadistica de los factores principales, en tratamientos con PB se
encontraron los maximos valores de UFC de bacterias y en tratamientos con nopal los mayores
valores de materia organica, relacion C:N e hidrégeno. La concentraciéon de macro- y
microelementos incrementd en cada tratamiento al final del periodo evaluado, con excepcién
del N, K y Cu. La descomposicion de los sustratos principales regionales empleados en las
pilas estéticas fue favorecida por la inclusién de PB.

Palabras clave: Moringa oleifera Lam, Opuntia ficus indica L. Mill., agricultura biodindmica.



2. Introduccion

El aumento poblacional durante las dltimas décadas conlleva al incremento de la demanda de
alimentos, provocando a su vez mayores cantidades de residuos orgdnicos provenientes del
sector agricola o industrial. El manejo incontrolado de éstos dirige hacia un proceso de
contaminacion, incluyendo los mantos fredticos, atmoésfera y suelo, debido a la lixiviacion de
minerales indeseados, gases efecto invernadero o quimicos contenidos en los residuos. Una de
las estrategias para el manejo de la materia orgdnica es el compostaje, definido como la
transformacion de ésta en compuestos mds estables en un proceso controlado y bajo
condiciones aerébicas (Hubbe er al., 2010). Ademds, las condiciones dentro de las pilas de
compostaje reducen el potencial de microorganismos patégenos (Storino et al., 2016), el
producto obtenido es de alto valor y funciona como enmienda del suelo al mejorar sus
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.

Dentro de los métodos de compostaje, el manejo como pilas estiticas puede alcanzar la mayor
reduccion en energia y costos, debido a que no son necesarios los volteos (Hubbe et al., 2010;
Nasini et al., 2016). El manejo y uso eficiente de compostas no solamente es la base de la
fertilidad de los suelos en la agricultura sostenible, sino forma parte del conjunto de
componentes indispensables manejados dentro del enfoque de la agricultura biodindmica
(Demeter International, 2004).

La biodindmica (AB) surge durante la primera mitad de la década de los 20 (Steiner, 1988),
considerada como una forma de produccion agricola alternativa, bajo un sistema cerrado,
donde la inclusién de animales de granja y plantas es necesaria para obtener biofertilizantes y
enmiendas de suelo. El uso de preparados biodindmicos (PB) y composta se consideran como
base fundamental de la AB. Los seis PB que son empleados en la composta, pasan por un

periodo de fermentacion de seis meses a un afio y posteriormente son aplicados en



proporciones de 5-15 cm’® para 14 t de materia prima (Steiner, 1988; Zaller y Kopke, 2004).
Las compostas con PB muestran contenidos superiores de nitrégeno, temperaturas, actividad
de enzima deshidrogenasa, mayor actividad microbiana, capacidad de retencién de nutrientes,
poblacién de microrganismos, en contraste con la composta sin tratamiento (Carpenter-Boggs
et al.,2000; Reeve et al., 2010; Sradnick et al., 2013).
La AB considera el aprovechamiento de recursos regionales para la produccion agropecuaria y
toma como base la conservacion de la fertilidad del suelo. Por lo tanto, se plante6 como
proposito de la presente investigacion evaluar la inclusién de los PB en el proceso de
compostaje estatico, de residuales de nopal (Opuntia ficus indica L. Mill.) y moringa (Moringa
oleifera Lam.).
3. Materiales y métodos

4.1. Localizacion del experimento
El experimento se realizo en la finca organica “Zu-Nopalito” (certificada por BioAgriCert),
localizada en Zuazua, Nuevo Ledn (25° 53’ latitud norte, 100° 02' longitud oeste). Se
encuentra alrededor de 355 msnm y una precipitacién anual de 520 mm.

4.2. Material biolégico
El nopal y moringa utilizados como sustratos principales en el proceso de compostaje, se
obtuvieron de la finca orgédnica ‘Zu-Nopalito’ y de los invernaderos de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (FAUANL), respectivamente. Los
PB fueron adquiridos de la finca certificada Demeter ‘El Equimite (Demeter International,
2004).

4.3. Compostaje en pilas estaticas
La construccion de las pilas se basé en el criterio principal de relacién C:N inicial 20:1. Cada

uno de los dos sustratos principales fue mezclado con estiércol vacuno/gallinaza (1:1), como



fuente de nitrégeno. Las dimensiones por pila fueron de aproximadamente 2.25, 0.90 y 1.30 m
de largo, alto y ancho, respectivamente. Para el sistema de aireacidén pasivo, se emplearon
tubos de PVC (3” didmetro), con agujeros (3/4” pulgada) cada 10 cm, colocados
transversalmente en la base de las pilas de composta. Para el experimento fueron construidas
cuatro pilas de composta, dos de nopal y otras dos de moringa, como sustratos principales. De
las pilas con el mismo sustrato, a una se le dio el tratamiento con PB y la otra funcion6 como
testigo, sin PB (T1, Nopal+PB; T2, Moringa+PB; T3, Nopal; T4, Moringa).
4.4. Analisis quimicos, fisicos y biolégicos en pilas de composta
Se monitorearon 16 variables en el tiempo (octubre 2016-octubre 2017). Para la toma de
muestras se considerd la media profundidad y la longitud total de las pilas.
4.5. Parametros quimicos

Los sustratos principales y el material composteado (un afio) fueron analizados obteniendo una
muestra compuesta (cinco submuestras) y cuantificada en triplicado. Ademads, se analizé el
agua de riego para poder determinar el aporte nutrimental por parte de ésta.

Para el andlisis de carbono (C) e hidrégeno (H), las muestras fueron secadas a temperatura
constante de 60°C por 24 h y determinados mediante el método de Dumas (combustion seca),
utilizando un analizador TruSpec (LECO, 2016). La materia orgdnica (MO) fue obtenida
multiplicando el C orgéanico por un factor de 1.72 (Vos et al., 2007). El nitrégeno total (N) fue
cuantificado con el procedimiento de digestion Kjeldahl (Etheridge et al., 1998). La
determinaci6n del contenido de fosforo (P) fue realizado por el método vanadato-molibdato y
el uso de un espectrofotometro Spectronic®, modelo Helios Epsilon (USA) (Krey et al.,
2013). El potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y
manganeso (Mn) fueron determinados por espectroscopia de absorcion atomica (UNICAM

Solar®, modelo 9626).



4.6. Parametros fisicos
La temperatura y humedad se monitorearon semanalmente durante las primeras 14 semanas,
considerando cinco muestras por composta. Para el registro de temperatura, se colocaron cinco
termometros para la medicidn al centro y a lo largo de las pilas. El porcentaje de humedad fue
determinado tras el secado a temperatura constante de 105°C por 24 h (Escudero et al., 2012).

4.7. Parametros biologicos
Las poblaciones de bacterias y hongos/levaduras fueron cuantificadas cada cuatro semanas
durante la fase mds activa del proceso de compostaje (14 semanas). Se extrajeron cinco
muestras del centro y a lo largo de cada pila y posteriormente almacenadas a 4°C hasta su
andlisis. Las muestras fueron preparadas en diluciones de 1:10° y 1:10” para cuantificar el
crecimiento de hongos/levaduras y bacterias, respectivamente. La inoculaciéon de 1 mL por
muestra fue realizada en placas 3M™ PetrifilmTM. Para hongos/levaduras, las placas 3M
Petrifilm RYM fueron incubadas a 28°C+2 °C durante cinco dias. Para bacterias, las placas 3M
Petrifilm AC fueron incubadas a 35°C+2 °C durante 48 h.

4.8. Analisis Estadistico
El experimento fue establecido bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x
2, siendo uno de los factores principales el uso de PB con dos niveles (con, sin PB) y el otro
factor el tipo de sustratos con dos niveles (nopal, moringa). Los datos obtenidos de las
variables en los diferentes puntos de muestreo fueron sometidos a un andlisis de varianza
(Anva) de una via. En caso necesario, se realiz0 la transformacién arcoseno previo al Anva. La
comparacion de medias fue realizada empleando la prueba de honestidad de la diferencia
significativa de Tukey (p<0.05). Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de componentes

principales (ACP) para encontrar la relacion entre las variables fisicas, quimicas y bioldgicas
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en el proceso de compostaje y su asociacion con los distintos tratamientos. Los anélisis
estadisticos fueron realizados por medio del paquete estadistico SPSS 17.0.

4. Resultados y discusion
Por medio del Anva se encontrd interaccion altamente significativa de los factores evaluados
(PB x Sustrato) para las variables temperatura, K, Mg, Cu, Fe, Mn y una interaccion
significativa para humedad, N, P, Ca y Zn. La aplicacion de los PB en las compostas indujo el
aumento de temperatura, reduccién de humedad y en general, la disminucién de la

concentracion final de los elementos anteriormente mencionados (Figura 1).

Nopal * %k * * - %
T 5 7 f
- 70 3 11 14 2
G 55 - 1 /
S 9
g I\I > 60 I = 10 A =124
g s £ g o/ & -
“é.’ . E %0 g Z o9 / %04 .
S 45 T I
- i 40 08 08+
\I e
40 30 - T + 07 06— r .
* % * *% *%
09 A 20 12 '
A 1 P =
- = 2 €
9 4 S 2 09 g 12 =
< 06 e = 16 Sl = Zr
X S 2 3 =P
¥ o = i
e G
03 S 12 4 08 -—— 6
00 - - 8 - 03 0
w0 ] * e ok PB SinPB
= 2000 //I 500 .
o -
- - - - 2
€ 300 4 — € el £ g
g S1600 >3 & 400 o
c o 7 c
™ / n o =
200 1200 / 300 I~

200

100 T T T T
PB SinPB PB Sin PB PB Sin PB

Figura 1. Variables fisicas y quimicas con interaccion significativa (¥*P<0.05) y altamente
significativa (**P<0.01) en los factores evaluados (Preparados Biodindmicos x Sustrato).
Fuente: datos obtenidos de campo y laboratorio (FAUANL), 2016-2017. Procesador:
SigmaPlot 10.0.

En caso del factor principal -PB-, se encontré diferencia altamente significativa para la

variable bacterias y unicamente significativo para relacion C:N, en donde los tratamientos con
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inclusiéon de PB mostraron los mdximos valores. Para el factor principal -sustrato-, se encontr

una diferencia altamente significativa para MO, relaciéon C:N e H, donde los tratamientos con

nopal mostraron los maximos valores (Cuadro 1). La variable hongos/levaduras no present6

diferencia estadistica significativa entre tratamientos (4.97X109i1.53X109, 4.75X109i1.83X109,

6.77x10°+8.99x108 y 5.1 8x10°+6.11x10% UFC totales, para T1, T2, T3 y T4, respectivamente).

Cuadro 1. Variables con diferencia significativa (*P<0.05) y altamente significativa

(**P<0.01) en los factores principales (Preparados Biodindmicos y Sustrato).

Factor Inclusién Bacterias C:N'T MO! (%) gl (%)
ANVA  PB/Sustrato (UFCT totales)

Con PB 1.61x10°+2.05x107 a**  11.66+4.59 a* 24.08+5.10 a  1.62+0.35 a
PB

Sin PB 1.27x10%+1.64x107 b 9.30+3.18 b 26.96+492 a  1.81+x0.27 a

Nopal 1.54x10°+1.92x107 a 13.78+£2.25 a** 29.65+2.64 a** 1.92+0.16 a**
Sustrato

Moringa 1.37x10°+2.87x107 a 7.1820.85 b 21.40£2.64 b 1424024 b

Medias con letras iguales por factor y por columna, no son estadisticamente diferentes (Tukey,

0.05). TUnidades formadoras de colonias; T'Relacién carbono:nitrégeno; IMateria orgénica;

MHidrégeno. Fuente: datos obtenidos de laboratorio FAUANL (2017).

Los resultados de temperatura obtenidos concuerdan con Zaller y Kopke (2004); Reeve et al.

(2010), quienes reportaron temperaturas superiores en las pilas inoculadas con PB, en

comparacion con los controles (sin PB). Ademads, indican mayor actividad microbiana en las

primeras, sugerido por la mayor actividad de la enzima deshidrogenasa. El incremento en

temperatura es el producto de la descomposicion de la materia orgdnica, como reflejo de la
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actividad microbiana, lo cual a su vez disminuye la humedad y la concentracién de elementos,
tales como el C, H y O (Singh et al., 2016).

Los valores de MO al final del periodo evaluado no mostraron diferencia significativa entre
tratamientos con y sin PB (Cuadro 1). Sin embargo, el porcentaje de pérdida de carbono (a lo
largo del periodo de evaluacidn) reflejé la mayor actividad de descomposicion del material
organico en aquellas pilas con PB (54 y 64% para T1 y T2, respectivamente), en contraste con
las pilas sin PB (50 y 57% para T3 y T4, respectivamente).

El porcentaje de humedad alcanzado se encuentra dentro del rango adecuado para la actividad
microbial (Tang et al., 2006), éste es un pardmetro critico para la optimizaciéon de dichos
sistemas (Luo et al., 2008), el cual depende de la correcta seleccion y proporcién de mezcla de
los materiales. Los puntos maximos de temperatura alcanzados fueron de 58, 55, 59 y 56°C
para el T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Tales valores garantizan el control de patdgenos
para humanos (Storino et al., 2016).

En el Cuadro 1 se observa que la relacion C:N de los cuatro tratamientos se mantuvo entre
valores de 7:1 y 14:1. Nair y Delate (2016) sugieren valores entre 10-15:1, como 6ptimos para
compostas maduras a ser aplicadas en campo. El ajuste de la relaciéon C:N inicial en las
compostas de la presente investigacion (20:1) se calculé de acuerdo a los valores iniciales de
los sustratos principales, siendo éstos de 24.88, 36.67, 8.02 y 13.77 para nopal, moringa,
gallinaza y bovinaza, respectivamente. Este pardmetro es uno de los mds importantes para el
desarrollo de un proceso de compostaje (Guo et al., 2012).

El periodo mds activo del proceso de compostaje (fase mesofilica y termofilica) fue durante
las primeras 14 semanas. Periodo donde se obtuvieron los mdximos valores de temperatura,

UFC de bacterias y hongos/levaduras.
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En la Figura 2, se observa la comparacion de las concentraciones de elementos de las mezclas
iniciales y las pilas de composta maduras (un afio). La concentracién de N disminuy6 hacia el
final del proceso en todos los tratamientos, al igual que los valores de K y Cu (excepto para el
T4). La concentracién de P, Ca, Mg, Zn, Fe y Mn en las compostas maduras incrementd,
debido a la disminucion caracteristica del volumen del material en descomposicion (Oliveira
et al., 2017) y al aporte de macroelementos por parte del agua de riego (Ca, 11.48 meq L™;
Mg, 7.71 meq L"). En el T4 se encontré la menor concentracién de microorganismos y
temperatura, por ende, un menor grado de descomposicion y mineralizacion, manteniendo los

minerales fijados en el material original.
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Figura 2. Concentracion inicial y final (un afio) de macro- y microelementos en compostas

estdticas, considerando nopal y moringa como sustratos principales y la inclusion de



preparados biodindmicos (PB). Comparacion estadistica Unicamente entre concentraciones
finales. Barras sin letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Fuente: datos obtenidos

de laboratorio (FAUANL), 2016-2017. Procesador: SigmaPlot 10.0.

En general, se observaron menores concentraciones de macro y microelementos en las pilas de
composta con inclusiéon de PB y de nopal. Dicho comportamiento fue debido al incremento de
la descomposicion y la mineralizacién, promovida principalmente por la actividad bacteriana,
lo cual a su vez incrementd la liberacion de los elementos al medio, ya sea por lixiviacion y
volatilizacién. Tal aspecto se refleja como una desventaja de la aplicacién de PB. Sin
embargo, la correcta captacion o retencidn de los elementos liberados, hacen del uso de los PB
un método para incrementar la disponibilidad de los elementos contenidos en los materiales
originales, hacia las plantas.

Las concentraciones de macro- y microelementos finales en las compostas se mantienen
dentro del rango aceptable y reportado por diversos autores (Rasapoor et al., 2009; Nasini et
al.,2016).

En el ACP se seleccionaron los valores del primer (61.77%) y segundo (27.01%) componente,
los cuales explican aproximadamente 89% de la varianza total. El primer componente mostré
correlacion entre las variables bacterias, temperatura y relaciéon C:N, asociadas al T1, ademds
de la correlacion entre N, P, K, Ca, Cu, Zn, Fe y Mn, asociados al T4. El segundo componente
mostrd correlacién entre hongos/levaduras, MO, H, Mg y humedad, asociados al T3 (Figura
3). Los resultados del ACP concuerdan con lo presentado anteriormente, donde se
correlacionan las variables macro y microelementos (excepto Mg), cuyas mayores
concentraciones se asocian al T4. Ademas, se confirma la correlacion de variables

relacionadas a la actividad microbiana (temperatura, C:N, MO y bacterias, principalmente),
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asociadas al TI1. Dichos comportamientos reflejan el incremento del proceso de

descomposicion, fomentado por la aplicacién de PB y el sustrato nopal.
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Figura 3. Andlisis de componentes principales para las variables fisicas, quimicas y biolégicas
de compostas estdticas. PB: preparados biodinamicos, N: nitr6geno, P: fo6sforo, K: potasio, Ca:
calcio, Mg: magnesio, Cu: cobre, Zn: zinc, Fe: hierro, Mn: manganeso, Temp: temperatura
maxima, Bact: bacterias totales, Hongos/Lev: hongos/levaduras totales, MO: materia organica,
H: hidrégeno, C:N: relaciéon carbono:nitrogeno. Fuente: datos obtenidos de campo y
laboratorio (FAUANL), 2016-2017. Procesador: SigmaPlot 10.0.
5. Conclusiones

A través de la interaccidn significativa de los factores evaluados (PB x sustrato), se concluye
que la combinacién de los PB con nopal alcanzé la mayor temperatura, reduccién de humedad

y en general, mayor mineralizacion. La diferencia significativa encontrada en los factores
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principales muestra una mayor actividad bacteriana en tratamientos con PB y mayor MO, H y

relacion C:N para tratamientos con el sustrato nopal.

La disminucién en la concentracion de N y C e incremento de los elementos evaluados durante

un afo, refleja el comportamiento caracteristico del proceso de compostaje. Al finalizar el

periodo evaluado (un afio), los valores de los pardmetros se encuentran dentro del rango
aceptable para un producto final maduro.

La aireacién de las compostas por medio del método pasivo foment6 la actividad microbiana,

medida a través de su incremento en poblacion y las variables relacionadas a ésta

(temperatura, mineralizacion, contenido de carbono y nitrégeno). El empleo de los sustratos

principales evaluados promueve el aprovechamiento de recursos regionales y a la vez el

reciclaje de los minerales y compuestos contenidos en la biomasa.
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Resumen

La elaboracion de compostas a partir de residuos agricolas permite generar una alternativa en la
produccién de abonos orgédnicos. Tradicionalmente el volteo constante, hace oneroso este sistema,
por lo que la producciéon de compostas estdticas asociadas a la aplicacion de preparados
biodindmicos (PB), promueve el desarrollo de alternativas sustentables. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la inclusion de PB (base fundamental de la agricultura biodindmica) en
compostas estdticas de restos de nopal y moringa como sustratos principales, estableciendo un
experimento con un disefio completamente al azar y arreglo bifactorial, en Zuazua, Nuevo Ledn.
Se consideraron cuatro tratamientos: T1, nopal+PB; T2, moringa+PB, T3, nopal y T4, moringa.
Asimismo, la estabilidad de las compostas fue evaluada durante un afio; a través, del
comportamiento de 16 variables (fisicas, quimicas y bioldgicas). Las interacciones significativas
mostraron que el uso de nopal y aplicaciéon de PB en las compostas, promovieron en general una
mayor mineralizacién, temperatura y menor humedad. De acuerdo a la significancia estadistica de
los factores principales, en tratamientos con PB se encontraron los maximos valores de UFC de
bacterias y en tratamientos con nopal los mayores valores de materia orgdnica, relaciéon C:N e
hidrégeno. La concentracion de macro- y microelementos increment6 en cada tratamiento al final
del periodo evaluado, con excepcion del N, K'y Cu. La descomposicion de los sustratos principales
regionales empleados en las pilas estaticas fue favorecida por la inclusién de PB.

Palabras clave: Moringa oleifera Lam., Opuntia ficus indica L. Mill.; agricultura biodindmica.

Recibido: enero de 2019
Aceptado: febrero de 2019
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El aumento poblacional durante las dltimas décadas conlleva al incremento de la demanda de
alimentos, provocando a su vez mayores cantidades de residuos orgénicos provenientes del sector
agricola o industrial. El manejo incontrolado de éstos dirige hacia un proceso de contaminacion,
incluyendo los mantos fredticos, atmésfera y suelo, debido a la lixiviacion de minerales indeseados,
gases efecto invernadero o quimicos contenidos en los residuos. Una de las estrategias para el
manejo de la materia orgédnica es el compostaje, definido como la transformacién de ésta en
compuestos mds estables en un proceso controlado y bajo condiciones aerébicas (Hubbe et al.,
2010). Ademads, las condiciones dentro de las pilas de compostaje reducen el potencial de
microorganismos patdgenos (Storino et al., 2016), el producto obtenido es de alto valor y funciona
como enmienda del suelo al mejorar sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.

Dentro de los métodos de compostaje, el manejo como pilas estdticas puede alcanzar la mayor
reduccion en energia y costos, debido a que no son necesarios los volteos (Hubbe e al., 2010;
Nasini et al., 2016). El manejo y uso eficiente de compostas no solamente es la base de la
fertilidad de los suelos en la agricultura sostenible, sino forma parte del conjunto de componentes
indispensables manejados dentro del enfoque de la agricultura biodindmica (Demeter
International, 2004).

La biodindmica (AB) surge durante la primera mitad de la década de los 20 (Steiner, 1988),
considerada como una forma de produccion agricola alternativa, bajo un sistema cerrado, donde
la inclusion de animales de granja y plantas es necesaria para obtener biofertilizantes y enmiendas
de suelo. El uso de preparados biodindmicos (PB) y composta se consideran como base
fundamental de la AB. Los seis PB que son empleados en la composta, pasan por un periodo de
fermentacién de seis meses a un afio y posteriormente son aplicados en proporciones de 5-15 cm’®
para 14 t de materia prima (Steiner, 1988; Zaller y Kopke, 2004). Las compostas con PB muestran
contenidos superiores de nitrégeno, temperaturas, actividad de enzima deshidrogenasa, mayor
actividad microbiana, capacidad de retencién de nutrientes, poblaciéon de microrganismos, en
contraste con la composta sin tratamiento (Carpenter-Boggs et al., 2000; Reeve et al., 2010;
Sradnick et al., 2013).

La AB considera el aprovechamiento de recursos regionales para la produccién agropecuaria y
toma como base la conservacion de la fertilidad del suelo. Por lo tanto, se plante6 como propdsito
de la presente investigacion evaluar la inclusion de los PB en el proceso de compostaje estético, de
residuales de nopal (Opuntia ficus indica L. Mill.) y moringa (Moringa oleifera Lam.).

El experimento se realizo en la finca organica “Zu-Nopalito” (certificada por BioAgriCert),
localizada en Zuazua, Nuevo Ledn (25° 53° latitud norte, 100° 02' longitud oeste). Se encuentra
alrededor de 355 msnm y una precipitacién anual de 520 mm. El nopal y moringa utilizadoscomo
sustratos principales en el proceso de compostaje, se obtuvieron de la finca orgdnica ‘Zu-Nopalito’
y de los invernaderos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
(FAUANL), respectivamente. Los PB fueron adquiridos de la finca certificada Demeter ‘El
Equimite (Demeter International, 2004).

La construccidn de las pilas se basé en el criterio principal de relaciéon C:N inicial 20:1. Cada uno
de los dos sustratos principales fue mezclado con estiércol vacuno/gallinaza (1:1), como fuente de
nitrégeno. Las dimensiones por pila fueron de aproximadamente 2.25, 0.90 y 1.30 m de largo, alto
y ancho, respectivamente. Para el sistema de aireacién pasivo, se emplearon tubos de PVC (3”

22



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 10 ndim. 1 01 de enero - 14 de febrero, 2019

diametro), con agujeros (3/4” pulgada) cada 10 cm, colocados transversalmente en la base de las
pilas de composta. Para el experimento fueron construidas cuatro pilas de composta, dos de nopal
y otras dos de moringa, como sustratos principales. De las pilas con el mismo sustrato, a una se le
dio el tratamiento con PB y la otra funcioné como testigo, sin PB (T1, Nopal+PB; T2,
Moringa+PB; T3, Nopal; T4, Moringa).

Se monitorearon 16 variables en el tiempo (octubre 2016-octubre 2017). Para la toma de muestras
se considero la media profundidad y la longitud total de las pilas.

Los sustratos principales y el material composteado (un afio) fueron analizados obteniendo una
muestra compuesta (cinco submuestras) y cuantificada en triplicado. Ademads, se analiz6 el agua
de riego para poder determinar el aporte nutrimental por parte de ésta.

Para el andlisis de carbono (C) e hidrégeno (H), las muestras fueron secadas a temperatura
constante de 60 °C por 24 h y determinados mediante el método de Dumas (combustion seca),
utilizando un analizador TruSpec (LECO, 2016). La materia orgdnica (MO) fue obtenida
multiplicando el C orgénico por un factor de 1.72 (Vos et al., 2007). El nitrégeno total (N) fue
cuantificado con el procedimiento de digestion Kjeldahl (Etheridge et al., 1998). La
determinacion del contenido de fésforo (P) fue realizado por el método vanadato-molibdato y el
uso de un espectrofotémetro Spectronic®, modelo Helios Epsilon (USA) (Krey et al., 2013). El
potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y manganeso (Mn)
fueron determinados por espectroscopia de absorcion atémica (UNICAM Solar®, modelo 9626).

La temperatura y humedad se monitorearon semanalmente durante las primeras 14 semanas,
considerando cinco muestras por composta. Para el registro de temperatura, se colocaron cinco
termémetros para la medicién al centro y a lo largo de las pilas. El porcentaje de humedad fue
determinado tras el secado a temperatura constante de 105 °C por 24 h (Escudero et al., 2012).

Las poblaciones de bacterias y hongos/levaduras fueron cuantificadas cada cuatro semanas
durante la fase mas activa del proceso de compostaje (14 semanas). Se extrajeron cinco muestras
del centro y a lo largo de cada pila y posteriormente almacenadas a 4 °C hasta su andlisis. Las
muestras fueron preparadas en diluciones de 1:106 y 1:107 para cuantificar el crecimiento de
hongos/levaduras y bacterias, respectivamente. La inoculaciéon de 1 mL por muestra fue realizada
en placas 3M™ PetrifilmTM. Para hongos/levaduras, las placas 3M Petrifilm RYM fueron
incubadas a 28 °C £2 °C durante cinco dias. Para bacterias, las placas 3M Petrifilm AC fueron
incubadas a 35 °C +2 °C durante 48 h.

El experimento fue establecido bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2,
siendo uno de los factores principales el uso de PB con dos niveles (con, sin PB) y el otro factor
el tipo de sustratos con dos niveles (nopal, moringa). Los datos obtenidos de las variables en los
diferentes puntos de muestreo fueron sometidos a un andlisis de varianza (Anva) de una via. En
caso necesario, se realizé la transformacion arcoseno previo al Anva. La comparacién de medias
fue realizada empleando la prueba de honestidad de la diferencia significativa de Tukey (p<
0.05). Adicionalmente, se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) para encontrar la
relacion entre las variables fisicas, quimicas y biolégicas en el proceso de compostaje y su
asociacion con los distintos tratamientos. Los andlisis estadisticos fueron realizados por medio del
paquete estadistico SPSS 17.0.
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Por medio del Anva se encontré interaccién altamente significativa de los factores evaluados (PB
x Sustrato) para las variables temperatura, K, Mg, Cu, Fe, Mn y una interaccién significativa
para humedad, N, P, Ca y Zn. La aplicacién de los PB en las compostas indujo el aumento de
temperatura, reduccién de humedad y en general, la disminucion de la concentracion final de los
elementos anteriormente mencionados (Figura 1).
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4. Variables fisicas y quimicas con interaccion significativa (*P<0.05) y altamente
significativa (**P<0.01) en los factores evaluados (Preparados Biodinamicos x Sustrato).
Fuente: datos obtenidos de campo y laboratorio (FAUANL), 2016-2017. Procesador: SigmaPlot
10.0.

Figura

En caso del factor principal -PB-, se encontré diferencia altamente significativa para la variable
bacterias y unicamente significativo para relacion C:N, en donde los tratamientos con inclusién
de PB mostraron los médximos valores. Para el factor principal -sustrato-, se encontré una
diferencia altamente significativa para MO, relacion C:N e H, donde los tratamientos con nopal
mostraron los maximos valores (Cuadro 1). La variable hongos/levaduras no present6 diferencia
estadistica  significativa entre tratamientos (4.97x10911.53x109, 4.75X10911.83x109,
6.77x10°+8.99x10° y 5.18x10°+6.11x10% UFC totales, para T1, T2, T3 y T4, respectivamente).

Cuadro 2. Variables con diferencia significativa (*P<0.05) y altamente significativa (**P<0.01) en
los factores principales (Preparados Biodinamicos y Sustrato).

Factor  Inclusién Bacterias C:N'f MO (%) H" (%)
ANVA PB/Sustrat (UFC' totales)

(0]

Con PB 1.61x10°+2.05x10’ 11.66+4.59 a* 24.08+5.10 a 1.62+0.35 a
PB a**

Sin PB 1.27x10%+1.64x10" b 9.30+3.18 b 26.96+4.92 a 1.81£0.27 a

Nopal 1.54x10%+1.92x107 a 13.7842.25 a**  29.65+2.64 1.92+0.16
Sustrat i o
0 Moringa  1.37x10°+2.87x10” a 7.18+0.85 b 21.40+2.64 b 1.42+0.24 b

Medias con letras iguales por factor y por columna, no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
"Unidades formadoras de colonias; "Relacién carbono:nitrégeno; "Materia orgénica; "Hidrégeno. Fuente:
datos obtenidos de laboratorio FAUANL (2017).
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Los resultados de temperatura obtenidos concuerdan con Zaller y Kopke (2004); Reeve et al.
(2010), quienes reportaron temperaturas superiores en las pilas inoculadas con PB, en
comparaciéon con los controles (sin PB). Ademds, indican mayor actividad microbiana en las
primeras, sugerido por la mayor actividad de la enzima deshidrogenasa. El incremento en
temperatura es el producto de la descomposiciéon de la materia orgdnica, como reflejo de la
actividad microbiana, lo cual a su vez disminuye la humedad y la concentracién de elementos,
tales como el C, Hy O (Singh et al., 2016).

Los valores de MO al final del periodo evaluado no mostraron diferencia significativa entre
tratamientos con y sin PB (Cuadro 1). Sin embargo, el porcentaje de pérdida de carbono (a lo
largo del periodo de evaluacion) reflejo la mayor actividad de descomposicion del material
organico en aquellas pilas con PB (54 y 64% para T1 y T2, respectivamente), en contraste con
las pilas sin PB (50 y 57% para T3 y T4, respectivamente).

El porcentaje de humedad alcanzado se encuentra dentro del rango adecuado para la actividad
microbial (Tang et al., 2006), éste es un pardmetro critico para la optimizacién de dichos
sistemas (Luo et al., 2008), el cual depende de la correcta seleccion y proporcion de mezcla de
los materiales. Los puntos mdximos de temperatura alcanzados fueron de 58, 55, 59 y 56 °C para
el T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Tales valores garantizan el control de patégenos para
humanos (Storino et al., 2016).

En el Cuadro 1 se observa que la relaciéon C:N de los cuatro tratamientos se mantuvo entre
valores de 7:1 y 14:1. Nair y Delate (2016) sugieren valores entre 10-15:1, como 6ptimos para
compostas maduras a ser aplicadas en campo. El ajuste de la relacion C:N inicial en las
compostas de la presente investigacion (20:1) se calculé de acuerdo a los valores iniciales de los
sustratos principales, siendo éstos de 24.88, 36.67, 8.02 y 13.77 para nopal, moringa, gallinaza y
bovinaza, respectivamente. Este pardmetro es uno de los mds importantes para el desarrollo de
un proceso de compostaje (Guo et al., 2012).

El periodo més activo del proceso de compostaje (fase mesofilica y termofilica) fue durante las
primeras 14 semanas. Periodo donde se obtuvieron los maximos valores de temperatura, UFC de
bacterias y hongos/levaduras.

En la Figura 2, se observa la comparacién de las concentraciones de elementos de las mezclas
iniciales y las pilas de composta maduras (un afo). La concentracién de N disminuyé hacia el
final del proceso en todos los tratamientos, al igual que los valores de K y Cu (excepto para el
T4). La concentracién de P, Ca, Mg, Zn, Fe y Mn en las compostas maduras incrementd, debido
a la disminucion caracteristica del volumen del material en descomposicién (Oliveira et al.,
2017) y al aporte de macroelementos por parte del agua de riego (Ca, 11.48 meq L-1; Mg, 7.71
meq L-1). En el T4 se encontré la menor concentracién de microorganismos y temperatura, por
ende, un menor grado de descomposicion y mineralizacién, manteniendo los minerales fijados en
el material original.
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Figura 5. Concentracion inicial y final (un afio) de macro- y microelementos en compostas estaticas,
considerando nopal y moringa como sustratos principales y la inclusion de preparados
biodinamicos (PB). Comparacion estadistica inicamente entre concentraciones finales. Barras
sin letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Fuente: datos obtenidos de laboratorio
(FAUANL), 2016-2017. Procesador: SigmaPlot 10.0.

En general, se observaron menores concentraciones de macro y microelementos en las pilas de
composta con inclusiéon de PB y de nopal. Dicho comportamiento fue debido al incremento de la
descomposicion y la mineralizacion, promovida principalmente por la actividad bacteriana, lo
cual a su vez increment6 la liberacién de los elementos al medio, ya sea por lixiviacién y
volatilizacién. Tal aspecto se refleja como una desventaja de la aplicacién de PB. Sin embargo,
la correcta captacion o retencion de los elementos liberados, hacen del uso de los PB un método
para incrementar la disponibilidad de los elementos contenidos en los materiales originales, hacia
las plantas.

Las concentraciones de macro- y microelementos finales en las compostas se mantienen dentro
del rango aceptable y reportado por diversos autores (Rasapoor et al., 2009; Nasini et al., 2016).

En el ACP se seleccionaron los valores del primer (61.77%) y segundo (27.01%) componente,
los cuales explican aproximadamente 89% de la varianza total. El primer componente mostro
correlacion entre las variables bacterias, temperatura y relacion C:N, asociadas al T1, ademas de
la correlacion entre N, P, K, Ca, Cu, Zn, Fe y Mn, asociados al T4. El segundo componente
mostré correlacion entre hongos/levaduras, MO, H, Mg y humedad, asociados al T3 (Figura 3).
Los resultados del ACP concuerdan con lo presentado anteriormente, donde se correlacionan las
variables macro y microelementos (excepto Mg), cuyas mayores concentraciones se asocian al
T4. Ademas, se confirma la correlacion de variables relacionadas a la actividad microbiana
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(temperatura, C:N, MO vy bacterias, principalmente), asociadas al T1. Dichos comportamientos
reflejan el incremento del proceso de descomposicion, fomentado por la aplicacién de PB y el
sustrato nopal.
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Figura 6. Analisis de componentes principales para las variables fisicas, quimicas y biolégicas de
compostas estaticas. PB= preparados biodinamicos; Temp= temperatura maxima; Bact=
bacterias totales; Hongos/Lev= hongos/levaduras totales; MO= materia organica; H=
hidrégeno; C:N= relacion carbono:nitrégeno. Fuente: datos obtenidos de campo y laboratorio
(FAUANL), 2016-2017. Procesador: SigmaPlot 10.0.

Conclusiones

A través de la interaccion significativa de los factores evaluados (PB x sustrato), se concluye que
la combinacién de los PB con nopal alcanzé la mayor temperatura, reduccién de humedad y en
general, mayor mineralizacion. La diferencia significativa encontrada en los factores principales
muestra una mayor actividad bacteriana en tratamientos con PB y mayor MO, H y relacién C:N
para tratamientos con el sustrato nopal.

La disminucién en la concentraciéon de N y C e incremento de los elementos evaluados durante
un afio, refleja el comportamiento caracteristico del proceso de compostaje. Al finalizar el
periodo evaluado (un afio), los valores de los pardmetros se encuentran dentro del rango
aceptable para un producto final maduro.

La aireacion de las compostas por medio del método pasivo foment6 la actividad microbiana,
medida a través de su incremento en poblacion y las variables relacionadas a ésta (temperatura,
mineralizacién, contenido de carbono y nitrégeno). El empleo de los sustratos principales
evaluados promueve el aprovechamiento de recursos regionales y a la vez el reciclaje de los
minerales y compuestos contenidos en la biomasa.
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CAPITULO II. PREPARADOS BIODINAMICOS EN COMPOSTAS ESTATICAS A
PARTIR DE RESTOS DE NOPAL Y MORINGA
7. Resumen

La agricultura biodindmica (AB) surgié como una alternativa hace casi un siglo, considerando los
preparados biodindmicos (PB) y el compost como esenciales para la sostenibilidad de las granjas. El
compostaje es una forma de obtener biofertilizantes o enmiendas del suelo, mientras que el método
de pilas estéticas reduce la energia y el costo porque no se necesitan volteos. El presente estudio tiene
como objetivo evaluar el efecto de los PB sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
compost estatico a partir de residuos de nopal y moringa (sustratos principales regionales). El
experimento se llevé a cabo en una granja orgdnica (Nuevo Ledn, México) considerando cuatro
tratamientos: T1, nopal + PB; T2, moringa + PB; T3, nopal y T4, moringa. Los resultados mostraron
una actividad bacteriana significativamente mds alta (p <0.05) en T1 (hasta 1.38x10"° UFC), por lo
tanto las temperaturas mds altas y la mineralizacién (menor concentracién de micro-microelementos
en el compost final). Los tratamientos con nopal alcanzaron las temperaturas mds altas en mas de 100
dias de compostaje, en comparacion con aquellos con moringa (significativamente en el 71% del total
de dias de muestreo, p <0.05). El ambiente aerébico se mantuvo mediante el sistema de aireacion
pasiva (tuberias de PVC con orificios, colocados en la capa inferior). El material final se considerd
descontaminado, segin los andlisis de Enterobacteriaceae, Escherichia coli y Salmonella | Shigella
para el control de calidad. Los resultados indican la eficiencia de los PB en la descomposiciéon de
sustratos regionales, mediante el uso del método de pilas estaticas.

Palabras clave: microorganismos, mineralizacion, Moringa oleifera, Opuntia ficus-indica, andlisis de

componentes principales.
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8. Introduccion

La agricultura biodindmica (AB) surgié durante la primera mitad de la década de 1920 como una
forma alternativa de producir de manera sostenible y autosuficiente (Pfeiffer 2011). Los fundamentos
del movimiento biodindmico fueron presentados por el filésofo austriaco Rudolf Steiner (en
Koberwitz, actualmente Polonia), quien acepté la solicitud de los agricultores a dar una respuesta a la
pérdida de la fertilidad progresiva del suelo, la viabilidad de las semillas y la disminucién de la salud
animal (Steiner 2009). La AB tiene caracteristicas comunes con la produccién orgdnica, como la
rotacién de cultivos , el uso de biofertilizantes, el control biolégico de plagas y enfermedades, pero
el enfoque biodindmico holistico considera la inclusién de animales de granja y plantas. Ademads, la
piedra angular de la agricultura biodindmica son los preparados biodindmicos (PB), aplicados en el
suelo, los cultivos y en compost. Hay seis PB utilizados en el compost, expuestos a un periodo de
fermentacion de 6 meses a 1 afio y enterrados en el suelo. Después de la cosecha de los PB, estos se
aplican a tasas de entre 1 y 5 g aproximadamente (von Wistinghausen et al. 2000, Reeve et al. 2010).
Aunque éste tipo de agricultura se ha practicado durante casi un siglo, la informacién en revistas
revisadas cientificas aln es escasa con respecto al efecto perceptible de PB en el producto de compost
final (Carpenter-Boggs et al., 2000; Reeve et al. 2010). En la mayoria de los paises, la AB no es muy
conocida, como México, donde actualmente se pueden encontrar mds de 83,000 granjas orgdnicas,
pero solo 5 biodindmicas (de https://www.demeter.net/). Sin embargo, la atencién ha ido en aumento
en diferentes continentes, creciendo en dreas y miembros, como Asia, América, Africa, pero
especialmente en Europa (Villanueva-Rey et al. 2014).

A pesar del bajo interés de las formas alternativas de producir, ni las técnicas para producir
promotores de mejoramiento de suelos, biofertilizantes, biocontroles de enfermedades y plagas, ni el
impacto social o ambiental de la agricultura han recibido una considerable atencién cientifica.

Durante las ultimas décadas, los desechos orgdnicos provenientes del sector industrial o agricola
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estdn en aumento, los cuales merecen mas atencién para desarrollar y mejorar el manejo 6ptimo de
esos desechos. Dentro de esos métodos, el proceso de compostaje es una forma de reducir los olores
provenientes de la descomposicion descontrolada de la materia orgdnica, la contaminacién ambiental,
los posibles microorganismos patégenos para humanos, mientras se obtiene un subproducto de alto
valor, que mejora las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas en el suelo (Stoffella y Kahn
2006). Sin embargo, deben considerarse las condiciones para un proceso éptimo, como el contenido
de humedad, la tasa de aireacidn, la densidad aparente, la relacién carbono:nitrégeno (C:N) y el costo
energético. La madurez del compost es un pardmetro clave para evaluar su calidad y efecto positivo a
través de su aplicacion (Sen et al. 2007).

El compostaje de pilas estdticas promueve un proceso eficiente, principalmente por la reduccién de
energia y costos, ya que no es necesario realizar volteos (Hubbe er al. 2010). Nasini et al. (2016)
reportaron el uso de compostaje de pilas estaticas y su eficiencia para convertir la extraccion de aceite
de oliva y los productos derivados de la transformacién de uva en una enmienda de suelo de alta
calidad, considerando la estabilidad, la madurez y el impacto ambiental.

El disefio y la gestion de los procesos de compostaje biodindmico para agricultores de dreas de paises
subdesarrollados deben dirigirse a la reduccion de energia y costos. Por lo tanto, el propdsito de este
estudio es evaluar el efecto de uno de los fundamentos de la agricultura biodindmica, los PB. El
proceso de compostaje se llevé a cabo como pilas estéticas, utilizando los residuos de cultivos de
nopal (Opuntia ficus indica L. Mill.) y moringa (Moringa oleifera Lam.) como sustratos principales.
Este es el primer estudio sobre la evaluacion del efecto de los PB que se centra en la reduccién de
energia, que se suele utilizar para el sistema de volteo o de aireacion de pilas. Ademds, todo el
proceso se llevé a cabo en condiciones locales y sin una modificacidn especifica de los materiales,

facilitando su implementacion.
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9. Materiales y Métodos

9.1. Ubicacion del experimento
El experimento de campo se establecié en la granja orgdnica "Zu-Nopalito" (certificada por
BioAgriCert), ubicada en Zuazua, Nuevo Ledn (25 ° 53 'N, 100 © 02' W), a unos 355 m sobre el nivel
del mar y una precipitacion anual de 520 mm.

9.2. Material biolégico
Los principales sustratos para el compostaje de pilas estdticas fueron los desechos de nopal y
moringa, procedentes de una granja orginica e invernadero de produccién convencional,
respectivamente. Se utiliz6 estiércol de gallina y bovinos en cada pila para ajustar la proporciéon C:N
en una proporcién de 1: 1. Los PB para el compost (Cuadro 2) se obtuvieron de la granja certificada

Demeter "El Equimite" (Veracruz, México).

Cuadro 3. Identificacion de los preparados biodindmicos y descripcién de sus componentes.

IN Composition of biodynamic preparations

502 Flores de milenrama (Achillea millefoilium L.)

503 Flores de manzanilla (Matricaria recutita L.)

504 Brotes de ortiga (Urtica dioica L.)

505 Corteza de roble (Quercus robur L.)

506 Flores de diente de le6n (Taraxacum officinale L.)

507 Extracto de flores de valeriana (Valeriana officinalis L.)

9.3. Compostas estaticas
Las proporciones de los materiales para cada pila se calcularon para obtener una relacion inicial

aproximada de C:N de 20:1. El volumen final (2 m3) y el peso total (1.5 toneladas) de cada pila de
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compost fueron similares, con el fin de disminuir la variabilidad causada por la estructura y
dimensiones de la pila (para todos los tratamientos: 1.3, 0.9 y 2.5 m de ancho, altura y longitud,
respectivamente). Los sustratos se organizaron en tres capas, cada una de aproximadamente 30 cm de
altura. Los residuos de nopal y moringa se cortaron hasta obtener trozos de 5-10 cm y se usaron en la
capa inferior para promover la aireacion. En la capa media y superior, los materiales vegetales se
cortaron hasta obtener un tamafio inferior a 5 cm para aumentar la mineralizacion. En cada pila, los
desechos de los cultivos fueron los primeros en colocarse sobre el suelo para retener o disminuir los
lixiviados.
Se construyeron cuatro pilas, dos se trataron con PB y las otras se analizaron como controles, sin PB
(T1, nopal + PB; T2, moringa + PB; T3, nopal; T4, moringa). La proporcién de PB consistié en 2 g
de cada preparacion sélida (502-506) y 5 ml de liquido (507). Masson y Masson (2013) mencionan la
cantidad de PB anterior para 10-15 m® de materia prima.
Se instalé un sistema de microaspersion para el riego de pilas de compost. El tiempo de riego fue el
mismo para todos los tratamientos, calculado después del andlisis de humedad, para obtener el
ambiente adecuado para el desarrollo de microorganismos (aproximadamente 60% de humedad). El
agua fue obtenida de una fuente subterrdnea.

9.4. Analisis quimicos, fisicos y biolégicos de pilas de compost.
Cinco muestras por tratamiento fueron tomadas y analizadas en una frecuencia especifica segiin el
pardmetro y segin el cambio de valor a lo largo del tiempo. En cada dia de muestreo, las muestras
fueron tomadas a lo largo de 2,5 m de longitud y media profundidad de la pila. Los diferentes valores
de los parametros fueron la manera de decidir cudndo el compost estaba "listo", pero principalmente
la actividad de los microorganismos y estabilizacion de temperatura (cercana a la ambiental),

considerada como la fase de enfriamiento (Hubbe et al. 2010).

34



94.1. Parametros fisicos
El intervalo de lectura de la temperatura se modificé segin las tasas de aumento o disminucion de la
temperatura. Se monitorizaron tres capas diferentes (inferior, media y superior), con los termémetros
ubicados en 8 posiciones a lo largo de la pila. El porcentaje de humedad se determindé mediante
secado a temperatura constante de 105°C durante 24 horas (Escudero et al. 2012). El volumen total se
calcul6 por la diferencia entre las dimensiones de las pilas de compost final e inicial.

9.4.2. Parametros quimicos
La conductividad eléctrica (CE) y el valor de pH del compost se midieron en un extracto de agua
1:10 (Nasini et al. 2016), utilizando un multipardmetrico (Thermo Scientific Orion 4-Star).
Las muestras de compost se incineraron utilizando un horno de mufla ajustado a 400°C durante 24 h,
donde se calcul6 el contenido de materia orgdnica (MO) con la diferencia del peso inicial y final
(Solano et al. 2001). EI nitrégeno total del compost se cuantificé utilizando un procedimiento de
digestion con Kjeldahl (Etheridge et al. 1998). El contenido de P se determiné utilizando el método
de vanadato-molibdato con un fotometro espectral (Krey et al. 2013). El contenido de K, Ca, Mg, Cu,
Zn, Fe y Mn se estimé mediante espectroscopia de absorcion atémica (UNICAM Solar®, modelo
9626).

9.4.3. Parametros biolégicos
Todas las muestras se prepararon en una dilucién de 1:10 (muestra: buffer de fosfato de potasio) y en
diluciones consecutivas hasta que se alcanzar los recuentos Optimos de los microorganismos de
interés, en un rango de 30 a 300 UFC de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994 (Wang et al. 2012). Se
utilizaron diluciones 1:10° y 1:107 para evaluar el crecimiento de levaduras/hongos y bacterias,
respectivamente.
La inoculacién de 1 mL por muestra se realizd en placas 3M ™ Petrifilm ™. Para levaduras y

hongos, las placas 3M ™ Petrifilm ™ RYM se incubaron a 28°C+/-2°C durante 5 dias. Para las
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bacterias, las placas 3M ™ Petrifilm ™ AC se incubaron a 35°C+/-2°C durante 48 h. La
cuantificacion final se realizé con la ayuda de un contador de colonias SOL-BAT Q-14.
Después de un periodo de 100 dias, se tomaron muestras de diferentes puntos considerando la
profundidad y la longitud completas de las pilas y se analizaron para la deteccion de bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli / Coliformes totales y Salmonella / Shigella, utilizando
las respectivas placas de recuento y periodos de incubacion: 3M ™ Petrifilm ™ Enterobacteriaceae /
temperatura ambiente durante 24 h; 3M ™ Petrifilm ™ E. coli/Coliform y Salmonella-Shigella Agar
BBL durante 48 horas a 35°C+2°C.

9.5. Diseno y analisis estadistico.
Los valores de los pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos medidos a lo largo del tiempo
(temperatura, pH, CE, porcentaje de humedad, relacion C:N, MO, nitrégeno y UFC de
microorganismos) se analizaron mediante la selecciéon de modelos de regresion no lineal con criterios
del mayor coeficiente de determinacién (R?) y menor cuadritico medio del error. Se utilizé el
software Sigma-plot para el analisis de regresion.
Los datos obtenidos de cada variable en los diferentes puntos de muestreo se sometieron a un analisis
de varianza (ANOVA). La comparacion de medias se realiz6 utilizando la prueba de diferencia de
significancia de Tukey (p<0,05). Al final del experimento, se analizaron 18 variables y se sometieron
a un andlisis de componentes principales (ACP). El paquete de software estadistico SPSS se utilizé
para ANOVA, comparacion de medios y ACP.

10. Resultados

10.1. Parametros fisicos
Durante las primeras 24 horas, las temperaturas de las pilas de compost aumentaron hasta un maximo
de 55.8+1.3°C. Debido a las altas tasas de aumento/disminucién de temperatura durante el primer

mes, fue necesario registrar tres veces por semana. Aproximadamente 35 dias después de que el
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material se mezcld, la temperatura mostré una tasa de cambio menor, registrandola una vez por
semana hasta que se estabiliz6 alrededor de la temperatura ambiente (desde el dia 50).

Al comparar las capas dentro de los tratamientos, se observo que en las pilas con nopal como sustrato
principal (T1 y T3), la temperatura media de la capa superior y media durante los primeros 55 dias
fue mayor que la de la capa inferior, pero estadisticamente en 92% de los dias de muestreo. Al
utilizar la moringa como sustrato principal (T2 y T4), tales diferencias se lograron hasta el dia 52,
estadisticamente en el 81% de los casos. Después de esos periodos, las temperaturas fueron
estadisticamente similares entre las capas (Figura 4).

Al comparar los tratamientos por capa, la Figura 4 muestra que las temperaturas medias de los
tratamientos con nopal (T1 y T3) fueron mds altas que los tratamientos con moringa (T2 y T4)
durante los primeros 100 dias de compostaje (excepto los primeros 2 dias en T1, capa superior),
estadisticamente en el 71% de los dias de muestreo.

Se encontraron diferencias significativas de temperatura entre los tratamientos con y sin PB.
Respecto a las pilas con nopal (T1 y T3), las temperaturas medias de T1 fueron superiores a las de T3
durante los 100 dias de compostaje, pero estadisticamente en 64, 64 y 42% de los dias de muestreo
para las capas superior, media e inferior, respectivamente. En el caso de pilas con moringa (T2 y T4),
las temperaturas medias de T2 fueron superiores a T4 para las capas superior, media (excepto el
primer dia) e inferior durante los 100 dias de andlisis, pero estadisticamente en 38, 38 y 31% del
muestreo, respectivamente. Solo el 4% de los dias de muestreo totales mostraron una temperatura

media mds alta en una pila sin PB, en comparacién con el mismo sustrato principal y PB.
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Figura 7. Temperatura media de las pilas estaticas (T1 e nopal de nopal + PB; T2 x moringa + PB; T3
A de nopal; T4 -moringa) por capa en las fase mdas activa (100 dias). Las medias (£SD) se
calcularon a partir de cinco repeticiones para cada tratamiento y dia de muestreo. Diferencia

estadistica (prueba de Tukey, p <0.05).

La humedad de las pilas mostré una diferencia significativa en diferentes dias de muestreo. Durante

los primeros ocho dias, la humedad de T2 fue estadisticamente inferior a la de otros tratamientos. En
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el dia 64 se registr6 la humedad mas baja para T1 y T3. Y al final del periodo analizado, los valores

mads bajos se encontraron en T1 y T4 (Figura 5).
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Figura 8. Humedad de las pilas estdticas (T1 e nopal de nopal + PB; T2 * moringa + PB; T3 A de
nopal; t4 M moringa) durante 100 dias de analisis. Las medias (+ SD) se calcularon a partir de cinco
repeticiones para cada tratamiento y dia de muestreo. Diferencia estadistica (prueba de Tukey, p
<0.05).
10.2. Parametros quimicos

Los valores de pH médximo y minimo durante el periodo analizado (100 dias) oscilaron entre 8.2 y 9.3
(Figura 6). Se registraron diferencias significativas de valores de pH para los siguientes tratamientos
y dias de muestreo (tiempo de compostaje): valor mds bajo para T3, primer dia; valores maximos
para T2 y T4, dia ocho, 22, 36 y 100.

EC vari6é dependiendo del punto de muestreo y material de las pilas. Los valores estadisticamente
mdaximos a lo largo del tiempo se alcanzaron para los siguientes tratamientos y dias de muestreo; T2-
T3 (primero); T2-T4 (22) y T4 (100). El valor mdximo se mostr6 al final del periodo analizado (T4,

3.99 £ 0.44 dS m-1) (Figura 6).
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Figura 9. pH y conductividad eléctrica (CE) de pilas estdticas (T1 e nopal de nopal + PB; T2 x
moringa + PB; T3 A de nopal; T4 ™ moringa) durante 100 dias de analisis. Las medias (+ SD) se
calcularon a partir de cinco repeticiones para cada tratamiento y dia de muestreo. Diferencia

estadistica (prueba de Tukey, p <0.05).

Los valores de MO, nitrégeno y relacién C:N disminuyeron durante el periodo evaluado y de acuerdo
con los diferentes tratamientos. Se registraron diferencias significativas de los valores de MO para los
siguientes tratamientos y dias de muestreo (tiempo de compostaje): el valor mas bajo para T1, dia 64;
valores méaximos para T2 y T3, dia 100. Los valores de nitrégeno mostraron las siguientes diferencias
significativas para los tratamientos respectivos y los dias de muestreo: valores maximos para T4 y

valores minimos para T1, dia 36, 64 y 100. La relacion C:N se vio afectada significativamente
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durante el tiempo, T2 y T4 mostraron los valores minimos en los dias 36 y 100 de compostaje (Figura
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Figura 10. Materia orgédnica (MO), nitrégeno (N) y relaciéon C:N de pilas estaticas (T1 e nopal + PB;
T2 » moringa + PB; T3 A nopal; T4 ™ moringa) durante 100 dias de analisis. Las medias (+ SD) se
calcularon a partir de cinco repeticiones para cada tratamiento y dia de muestreo. Diferencia

estadistica (prueba de Tukey, p <0.05).
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Al analizar los macro- y micronutrientes en las muestras de compost después de 100 dias, se
encontraron interacciones entre los factores evaluados (uso de PB y sustratos principales) para las
variables N, K, Zn y Mn. La inclusién de PB mostr6 una alta diferencia significativa (p<0.01) en
concentraciones de K y Mn. Valores estadisticamente superiores (p<0.01) de Ca/Mg y Cu fueron

encontradas en compost de restos de nopal y moringa, respectivamente (Figura 8).
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Figura 11. Concentracién de macro- y microelementos después de 100 dias de compostaje y su
interaccion significativa (*p<0.05) y altamente significativa (**p<0.01) entre factores evaluados (PB:
preparados biodindmicos y sustratos principales). Medias fueron calculadas a partir de cinco
repeticiones para cada tratamiento y dia de muestreo.

10.3. Parametros biologicos
La poblacién total de microorganismos (UFC g"' compost) en el material biolégico mostré los valores

ma4s altos en preparados biodindmicos que los residuos organicos de cultivos y animales (Cuadro 3).
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Cuadro 4. Hongos, levaduras y bacterias totales (UFC g™ compost) en sustratos principales utilizados

en pilas estdticas y preparados biodindmicos.

Substratos y preparados biodindmicos Hongos y Bacterias
levaduras (UFC g™
(UFC g

Nopal 4.20x10° 7.35x10°

Moringa 1.03x10° 3.20x10°

Bovinaza 2.00x10° 2.49x10°

Gallinaza 2.50x10° 5.52x10°

Preparados biodindmicos

502 Milenrama (Achillea millefoilium L.) 3.75x10’ 9.80x10°
503 Manzanilla (Matricaria recutita L.) 1.66x10’ 3.20x10’
504 Ortiga (Urtica dioica L.) 6.00x10° 4.40x10°
505 Roble (Quercus robur L.) 3.50x10° 4.80x10°
506 Diente de Ledn (Taraxacum officinale L.) 7.50x10° 3.18x10’
507 Valeriana (Valeriana officinalis L.) 1.28x10’ 2.38x10’

Las bacterias totales, hongos y poblaciones de levaduras (UFC g™) contenidas en las pilas de compost
mostraron una diferencia significativa a lo largo del tiempo. Los valores de la poblacion de bacterias
mostraron diferencias significativas para los siguientes tratamientos y dias de muestreo: valores
maximos para T2 y T4, dia 8; T1, dia 22; T1, T2 y T3, dia 36; T3 y T4, dia 64. El valor mdximo para
las bacterias se alcanzé para el T1 en el dia 22 (1.38x10'° + 3.04x10°). Los valores de la poblacién de

hongos y levaduras fueron significativamente mds altos para los siguientes tratamientos y dias de
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muestreo: T2 y T4, dia 8; T3, dia 64. La poblacién mdxima de hongos y levaduras se encontr6 en T3

en el dia 64 (7.20x107 + 0.00) (Figura 9).
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Figura 12. Compuesto total de CFU g-1 de bacterias, mohos y levaduras en pilas estaticas (T1 e
nopal + PB; T2 * moringa + PB; T3 A de nopal cactus; T4 ™ moringa) durante 65 dias de analisis.
Las medias (= SD) se calcularon a partir de cinco repeticiones para cada tratamiento y dia de

muestreo. Diferencia estadistica (test de Tukey, p <0.05).

En cuanto al analisis de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, de Escherichia

coli/Coliformes y Salmonella/Shigella, una concentracion de 62 UFC de Escherichia

coliColiformes por gramo de compost (base peso seco) fue detectado en T3.
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10.4. Interaccion de variables fisicas, quimicas y biologicas a través de un PCA
Se seleccionaron el primero y segundo componente principal, que explican aproximadamente el 89%
de la varianza total. El primer componente mostr6 correlacién entre N, P, K, Cu, Zn, Fe, Mn, pH y
volumen, asociado a T4. Ademds, en el mismo componente se asocid una correlacion entre el calcio,
el magnesio y la relacion C:N a T1. El segundo componente mostr6 una correlaciéon entre las
bacterias y la temperatura, asociada a T1 y T2. Ademads de una correlacion entre CE, MO, hongos y

levaduras, asociada a T3 (Figura 10).

T2

Bac

EC Electrical Conductivity
OM Organic Matter
C:N C:N Ratio

Bac Bacteria
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-1 Tem Temperature
Hum  Humidity

Vol Volume

T3 T1 Prickly Pear+BP
T2 Moringa+BP
T3 Prickly Pear

2 . : T4 MoringaI

-1 0 1 2
PC1 (61.77%)

PC2 (27.01%)

Figura 13. Andlisis de componentes principales de variables fisicas, quimicas y bioldgicas de pilas
estdticas. PB: preparaciones biodindmicas, N: nitrégeno; P: foésforo; K: potasio, Ca: calcio, Mg:

magnesio, Cu: cobre, Zn: zinc, Fe: hierro, Mn: manganeso.
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11. Discusion
11.1. Parametros fisicos

Al analizar las temperaturas de las capas por tratamiento, los valores crecientes a lo largo del tiempo
(lo que sugiere actividad microbiana) mostraron la eficiencia del sistema de aireacion pasiva en el
mantenimiento de un entorno aerdbico, sin volteos de pilas. Las diferencias maximas entre las
temperaturas de las capas superior (superior e intermedia) e inferior fueron 12.6, 19.9, 15.6 y 24.5°C
en T1, T2, T3 y T4, respectivamente (alcanzadas durante los primeros cuatro dias), debido a las
tuberias de PVC perforadas, colocadas sobre el suelo. La tasa de aumento de temperatura mds baja de
las capas inferiores en pilas con moringa (T2 y T4) contribuy¢ a las maximas diferencias (Figura 4).
Los valores de temperatura no fueron los mismos para las pilas completas, la capa media y superior
de cada tratamiento alcanzaron valores por encima de 50°C, siendo Optima para el proceso de
compostaje (Isobaev et al. 2014). Por otro lado, el inconveniente de las dimensiones de las pilas fue
la temperatura alcanzada en las capas inferiores (bajo 45°C). Sin embargo, podria modificarse para
alcanzar el valor deseable aumentando la altura de las pilas. Bajo el compostaje tradicional de volteo,
la temperatura de la capa inferior aumenta en el mismo nivel o mds alto que las capas superiores
(Hubbe et al. 2010; Luo et al. 2008).

En la Figura 4, la comparacién entre los sustratos principales (T1 y T3 frente a T2 y T4) mostro las
temperaturas medias mds altas en pilas estdticas con nopal, debido a las condiciones 6ptimas de
crecimiento de los microorganismos promovidas por el mucilago. Este compuesto polimérico de
sustancias de carbohidratos se considera un medio de crecimiento 6ptimo para microorganismos, que
contiene L-arabinosa, D-Galactosa, L-ramnosa, D-xilosa, d4cido galacturénico en varias proporciones,
baja acidez y alto contenido de sélidos solubles (Gebresamuel y Gebre- Mariam 2012). Esté
estructurado por pectina y mucilago, con Ca**/gelificante y sin propiedades gelificantes,

respectivamente (Matsuhiro et al. 2006; Sepulveda et al. 2007).

46



Al comparar las temperaturas de los tratamientos por capas, los valores medios de las pilas con PB
fueron mds altos que aquellos con el mismo sustrato y sin PB. Las diferencias significativas durante
los 100 dias de compostaje mostraron el efecto de la inclusiéon de PB en el aumento de la
temperatura, que es una consecuencia de la actividad de los microorganismos en la descomposicion
de la materia orgdnica, produciendo calor como liberacion de energia (Yang et al. 2016).
Investigadores reportan la aceleracion en el proceso de descomposicion al usar los PB en el compost,
que mostré temperaturas mds altas, contenido de nitrégeno, actividad de la enzima deshidrogenasa
(lo que sugiere una mayor actividad microbiana), capacidad de retencién de nutrientes, poblacion de
microorganismos, en contraste con el compost no tratado (Carpenter-Boggs et al. 2000; Mider et al.
2002; Sradnick et al. 2013).

El mantenimiento de la temperatura mencionada garantiza la desinfeccién e higienizacion del
producto de compostaje, refiriéndose a las semillas de malezas, al desarrollo potencial de
enfermedades de plantas y humanos (Barberi 2002; Cayuela et al. 2008; Deportes et al. 1998). La
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) especifica
aproximadamente 55°C durante al menos 3 y 15 dias en la pila estética aireada y en el compostaje de
hileras (5 vueltas), respectivamente, como el requisito de temperatura para el compostaje de
biosélidos. La EPA se refiere generalmente al producto final comercializable como Clase A, que
proporciona caracteristicas fisico-quimicas al suelo como fertilizante orgdnico y sin niveles
detectables de patogenos (US EPA 2002).

El comportamiento de humedad fue una funcién de aumento de temperatura. Los valores mas bajos
se observaron en los tratamientos con PB, debido al mayor aumento de temperatura. Sin embargo, la
humedad durante el periodo analizado oscil6 entre un valor 6ptimo para el desarrollo de la poblacion

de microorganismos (Figura 5). La humedad se ha citado como un pardmetro critico para la
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optimizacion de sistemas (Luo et al. 2008), la cual depende de la seleccion correcta de materiales y la
proporcién de mezcla.

11.2. Parametros quimicos
Masson y Masson (2013) consideran una relacién 6ptima inicial de C:N de 30:1. Sin embargo, los
principales sustratos utilizados en el presente estudio contenian una proporcién baja de C:N (nopal
24.88, moringa 36.67, estiércol de gallina 8.02, estiércol de vaca 13.77) para alcanzar el valor 6ptimo
después de la mezcla. El manejo de valores bajos de relacion C:N en las pilas puede aumentar el uso
de estiércol, sin embargo, también aumenta la pérdida de nitrégeno en forma de NHj3; o NH4+,
dependiendo del pH (Hubbe et al. 2010).
En la Figura 6, al comparar el comportamiento del pH entre pilas con el mismo sustrato, se puede
observar la diferencia entre T1 y T3 durante los primeros dias, debido a la actividad microbiana
méxima en TI1, liberando NH3 al medio y aumentando el valor de pH (Singh ef al. 2016). Las
diferencias entre los tratamientos con nopal y moringa se obtuvieron a lo largo del tiempo debido a la
naturaleza del material.
La evolucién de los valores de EC a lo largo del tiempo depende de interacciones multiples de
variables. El progreso en el proceso de compostaje se reflej6 a través de las tasas de
aumento/disminucién, logrando valores entre 1.3+0.3 a 4.0+0.44 dS m™ durante el compostaje de 100
dias. Tal comportamiento es generalmente esperado, tal como los resultados de Tatano et al. (2015),
quienes reportaron valores crecientes en diferentes composteadores experimentales, con valores de
hasta 5.5 dS m™.
Aunque en el dia 100 de compostaje no hubo una diferencia estadistica de la relaciéon C:N entre las
pilas con el mismo sustrato principal, es necesario estudiar los factores individuales de donde
proviene. Al analizar la MO y el nitré6geno entre las pilas con nopal, el T1 mostr6 valores

estadisticamente mds altos que el T3, que proponen una mayor descomposicion del material en el
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primero, promovido por la inclusion de PB. En las pilas con moringa, los valores de MO fueron
estadisticamente similares con y sin inclusién de PB, pero la concentracion de N en los dias 36 y 64
de compostaje fue significativamente menor en aquellos con PB debido a la volatilizacion o
lixiviacién de los elementos, promovida por la actividad de los microorganismos, la temperatura, la
humedad y su interaccién (Singh et al. 2016).

La concentracion de nitrégeno en diferentes tratamientos disminuyd con el tiempo, sin embargo,
durante el periodo mds frio (entre los dias 65 y 80, promedio de 15°C) se observaron los niveles més
bajos de nitrégeno (Figura 4 y 7). Después del periodo mencionado, la temperatura ambiente
comenz6 a aumentar, asi como la concentracidén de nitrégeno para todos los tratamientos. Podemos
suponer que los microorganismos aumentaron junto con la temperatura, que puede ser responsable de
la fijacién de nitrégeno, como Singh et al. (2016) mencionan que las bacterias de vida libre juegan un
papel importante en este proceso. Resultados similares fueron obtenidos por Gigliotti et al. (2012),
quienes reportaron el aumento de nitrégeno desde el dia 47 hasta el 126, con valores de 0.89 a 1.76%,
respectivamente. Se sugieren estudios adicionales para analizar el comportamiento del aumento de
nitrégeno relacionado con los microorganismos

11.3. Parametros biologicos

Las UFC de bacterias totales fueron estadisticamente mds altas en pilas con PB (T1 y T2) que
aquellas sin PB (T3 y T4). Tales resultados concuerdan con Reeve et al. (2010), quienes informaron
que los PB (como sustancias fermentadas) estimulan a los organismos presentes en la materia prima,
lo que aumenta la actividad de los microorganismos seguida por un aumento de la descomposicion.
Masson y Masson (2013) refieren que bajo el compostaje de pila biodindmica, no se requieren
temperaturas superiores a 55°C porque la poblacion de microorganismos puede verse afectada
negativamente. Se sabe que entre toda la poblacién de microorganismos en el suelo (alrededor de 1.5

billones de UFC por gramo), el 2-5% pertenece a los microorganismos beneficiosos, mejorando
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procesos como la fijacidn de nitrégeno, la solubilizacién de fésforo, aumentando la disponibilidad de
hierro en la planta, etc. (Stoffella y Kahn 2006). Los hongos y levaduras fueron los primeros
microorganismos en colonizar diferentes tratamientos. Como informan Stoffella y Kahn (2006), estos
son el primer tipo de microorganismo que descompone el material para continuar con el aumento de
la poblacién de bacterias.

Enterobacteriacea, Salmonella y Shigella no se detectaron a través de la longitud y profundidad de las
pilas de compost, pero en T3, Escherichia coli / Coliformes se ubicaron por debajo de los niveles
detectables para ser considerados como material desinfectado (Gantzer et al. 2001). Estos resultados
mostraron que la desinfeccion o higiene no solo depende de la temperatura, sino también de la fuente
del material del sustrato. Turner (2002) demostré que a 55°C la inactivacion de E. coli se produce
rdpidamente, pero a 50°C puede depender de la humedad y la naturaleza del material. Ademds,
explica que la destruccion de los patégenos bacterianos podria depender no solo de la temperatura,
sino también de la concentraciéon de amoniaco libre, la duracién del calor y el control y la
competencia de los microorganismos (Singh et al. 2016). Otros autores informan la no deteccion de
Escherichia coli 0157: H7 y Salmonella enteritidis por temperaturas mas bajas durante periodos de
72 y 48 h, respectivamente, o considerando grados dias de 180 y 300 (Lung et al. 2001; Hess et al.
2004). Droffner y Brinton (1995) examinaron Salmonella y Escherichia coli durante el compostaje
aerébico de desechos municipales y residuos bioldgicos, lo que sugiere que la eliminacién de
microorganismos es compleja y no solo depende del entorno fisico térmico. En el mismo estudio,
ambas bacterias sobrevivieron a aproximadamente 60°C, pero se hizo indetectable durante la etapa de
enfriamiento y curado.

La actividad microbiana estd fuertemente correlacionada con el aumento y la disminucién de la
temperatura, de ahi su importancia que se debe monitorear para evaluar la eficiencia y la

estabilizacion del proceso de compostaje (Bustamante et al. 2008).
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114. Interaccion de variables fisicas, quimicas y biolégicas a través de un ACP.
El ACP concuerda con los resultados descritos anteriormente, con respecto a la asociacién entre las
pilas de compost y el comportamiento de las variables a lo largo del tiempo. Los macro y
microelementos se correlacionaron (excepto Ca y Mg) y se asociaron a T4, debido a la tasa de
descomposicion més baja y los elementos que aun se encuentran en la materia prima. Ademads, se
confirma la correlacion de variables relacionadas con la actividad microbiana (temperatura y
bacterias) asociadas con T1 y T2, promovida por la inclusiéon de PB. La mayor proporcién de C:N
asociada a T1 fue promovida por la actividad microbiana (principalmente bacterias) y la pérdida de
nitrégeno.

12. Conclusiones
Los PB promovieron la reproduccién de microorganismos (principalmente bacterias), las
temperaturas aumentaron y la descomposicién de la materia prima, en comparacion con pilas sin PB.
El uso de nopal como sustrato principal afecté positivamente el proceso de compostaje. La
combinacién de los dos factores anteriormente descritos alcanzé el compost final de mejor calidad en
el presente estudio (T1, nopal + PB).
El sistema de aireacion pasiva proporciond suficiente flujo de aire al sistema, manteniendo un
ambiente aerobico sin necesidad de voltear. Andlisis adicionales confirmaron el saneamiento del
compost final.
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Biodynamic preparations on static pile composting from prickly pear cactus and moringa crop
wastes

Running title: Biopreparations on static piles from regional crop wastes

Abstract

Biodynamic agriculture surged as an alternative almost a century ago, considering biodynamic
preparations (BP) and compost as essential to farms sustainability. Composting is a way to obtain
either biofertilizers or soil amendments, whereas static piles method reduce energy and cost
because no turnings are needed. The present study aims to evaluate the BP effect on physical,
chemical and biological properties of static piles compost from prickly pear cactus and moringa
crop wastes (regional principal substrates) over 100 days of composting. Experiment was carried
out in an organic farm (Nuevo Ledn, Mexico) considering four treatments: T1, Prickly pear
cactus+BP; T2, Moringa+BP; T3, Prickly pear cactus and T4, Moringa. Results showed
significantly highest bacterial activity (p<0.05) on T1 (until 1.38x10'° CFU), therefore highest
temperatures and mineralization. Treatments with prickly pear cactus attained the highest
temperatures, compared with those with moringa (significantly in 71% of total sampling days,
p<0.05). Aerobic environment was maintained by the passive aeration system (holed PVC pipes
placed at the bottom layer). Final material was considered sanitized, according to
Enterobacteriaceae, Escherichia coli and Salmonella/Shigella analysis for quality control. Results
indicate the BP efficiency on regional substrates decomposition, by using static piles method.

Key words: microorganisms, mineralization, Moringa oleifera, Opuntia ficus-indica, principal

component analysis
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Introduction

The biodynamic agriculture (BA) surged during the first half of 1920’s as an alternative way to
produce in a sustainable and self-sufficient way (Pfeiffer 2011). The fundaments of the biodynamic
movement were presented by the Austrian philosopher Rudolf Steiner (in Koberwitz, currently
Poland), who accepted the farmers requesting to give an answer to the progressive soil fertility, seed
viability and animal health decrease (Steiner 2009). The BA has common characteristics with the
organic production, such as crop rotation, use of biofertilizers, pests and diseases biocontrol, but the
holistic biodynamic approach considers the inclusion of farm animals and plants. Moreover, the
cornerstone of the biodynamic farming is the biodynamic preparations (BP), sprayed in the soil and
crops and applied in compost. There are six BP used on the compost, exposed to a fermentation
period from 6 months to 1 year and buried in the topsoil. After the BP harvest, those are applied at
rates between 1 and 5 g approximately (von Wistinghausen et al. 2000, Reeve et al. 2010).

Although the BA has been practiced during almost a century, reports and information in peer
reviewed journals are still scarce regarding the discernible effect of BP on the final compost product
(Carpenter-Boggs et al., 2000; Reeve et al. 2010). In most of the countries, the BA is not well
known, such as Mexico, where currently can be found more than 83,000 organic farms, but only 5
biodynamic (from https://www.demeter.net/). Nevertheless, the attention has been increasing in
different continents, growing in area and members, such as Asia, America, Africa, but especially in
Europe (Villanueva-Rey et al. 2014).

Despite to the low interest of the alternative ways to produce, neither the techniques to produce soil
improvement promoters, biofertilizers, disease and pest biocontrols nor the social or environmental
impact of the agriculture have received a considerable scientific attention. During the last decades
organic wastes coming from industrial or agricultural sector are under increase, which deserve more

attention in order to develop and improve the optimal management of those wastes. Within those
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methods, the composting process is a way to reduce the odors coming from the uncontrolled
decomposition of organic matter, the ambient contamination, the potential human pathogenic
microorganisms, while it is obtained a high extra value sub-product, which improves physical,
chemical and biological characteristics in the soil (Stoffella and Kahn 2006). However, the
conditions for an optimal process must be considered, such as moisture content, aeration rate, bulk
density, carbon:nitrogen ratio (C:N) and energy cost. The compost maturity is a key parameter to
evaluate its quality and positive effect through its application (Sen et al. 2007).

The static pile composting promotes an efficient process mainly by energy and costs reduction,
because of no turning is needed (Hubbe et al. 2010). Nasini et al. (2016) reported the use of static
piles composting and its efficiency to convert olive oil extraction and grape transformation by-
products into high quality soil amendment, considering the stability, maturity and environmental
impact.

The design and management of biodynamic composting processes for farmers from areas of under-
developed countries need to be addressed to the energy and cost reduction. Therefore, the purpose of
this study is to evaluate the influence of one of the biodynamic agriculture fundaments, the BP. The
composting process was carried out by as static piles, using the crop wastes of prickly pear cactus
(Opuntia ficus indica L. Mill.) and moringa (Moringa oleifera Lam.) as principal substrates. This is
the first study on evaluating the BP effect focusing on the complete lack of energy, typically used for
the piles turning or aeration system. Furthermore, the whole process was carried out under local

conditions and without a specific materials modification, making it easily to implement.
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Materials and methods

Experiment location
The experiment was established under open field conditions in the organic farm “Zu-Nopalito”
(certified by BioAgriCert), located in Zuazua, Nuevo Ledn (25° 53' N, 100° 02' W), about 355 m
above sea level and an annual precipitation of 520 mm.

Biological material
The principal substrates for the static pile composting were prickly pear cactus and moringa crop
wastes, coming from an organic farm and greenhouse under conventional production, respectively.
Dairy and chicken manure were used on each pile to adjust C:N ratio in a proportion of 1:1.
The compost BP (Table 1) were obtained from Demeter certified farm “El Equimite” (Veracruz,
Mexico).

Table 1. Biodynamic preparations identification number (IN) and components descriptions.

IN Composition of biodynamic preparations

502 Yarrow blossoms (Achilliea millefoilium L.)

503 Chamomile blossoms (Matricata recutita L..)
504 Stinging nettle shoots (Urtica dioica L.)

505 Oak bark (Quercus robur L.)

506 Dandelion flowers (Taraxacum officinale L.)
507 Valerian flower extract (Valeriana officinalis L.)

Static pile composting
The materials proportions for each pile were calculated in order to obtain an initial approximate C:N
ratio of 20:1. The final volume (2 m®) and total weight (1.5 ton) of each compost pile were similar, in

order to decrease the variability may caused by the pile structure and dimensions (for all treatments:
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1.3, 0.9 and 2.5 m of width, height and length, respectively).The substrates were arranged in three
layers, about 30 cm height each one. Moringa and prickly pear cactus wastes were chopped up to
obtain 5-10 cm pieces and used in the bottom layer to promote the aeration. In the middle and top
layer plant materials were chopped up until obtaining a size lower than 5 cm to increase the
mineralization. In each pile, the crops wastes were first placed above the ground to retain or decrease
lixiviates.
Four piles were constructed, two treated with BP and the other ones were analyzed as controls,
without BP (T1, prickly pear cactus+BP; T2, moringa+BP; T3, prickly pear cactus; T4, moringa).
The BP proportion consisted of 2 g of each solid preparation (502-506) and 5 mL of the liquid one
(507). Masson and Masson (2013) mention the previous BP amount for 10-15 m° of raw material.
A micro-sprinkler system was installed for the compost piles irrigation. The irrigation time was the
same for all treatments, calculated after the moisture analysis, in order to attain an adequate
environment for microorganism development (approximately 60% moisture). Water was obtained
from a ground waterstorage.

Chemical, physical and biological analyses of compost piles
Five samples per treatment were taken and analyzed on a specific frequency depending on the
parameter and according the value change over time. On each sampling day, samples were taken
along the 2.5 m length and at a half depth of the pile. The different parameters values were the way
to decide when the compost was “ready”, but principally the microorganism activity and
temperature stabilization (near ambient), considered as the cooling stage (Hubbe et al. 2010).

Physical parameters

Temperature reading interval was modified depending on the temperature rising or decreasing rates.
Three different layers were monitored (bottom, middle and top), with thermometers placed at 8

locations along the length of the pile. The moisture percentage was determined by drying at constant
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temperature of 105 °C for 24 hours (Escudero et al. 2012). The total volume was calculated by the
difference between the final and initial compost piles dimensions.

Chemical parameters
Electrical conductivity (EC) and pH value were measured in a 1:10 compost:water extract (Nasini et
al. 2016), using a multiparameter meter (Thermo Scientific Orion 4-Star).
The compost samples were ashed using a muffle furnace set to 400°C over 24 h, where the organic
matter (OM) content was calculated with initial and final difference weight (Solano et al. 2001).
Compost total nitrogen was quantified using a Kjeldahl digestion procedure (Etheridge et al. 1998).
The P content was determined using the vanadate-molybdate method with a spectral photometer
(Krey et al. 2013). The K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe and Mn content were estimated by atomic absorption
spectroscopy (UNICAM Solar®, model 9626).

Biological parameters
All samples were prepared in a 1:10 dilution (sample: potassium phosphate buffer) and in
consecutive dilutions until the optimal counts of the target microorganisms were reached, ranging
from 30-300 CFU (Wang et al. 2012). 1:10%and 1:10” dilutions were used to assess yeast/fungus and
bacteria growth, respectively.
The inoculation of 1 mL per sample was done in 3M™ Petrifilm™ plates. For yeast and fungus,
3M™ Petrifilm™ RYM plates were incubated at 28°C +/- 2°C during 5 days. For bacteria,
3M™ Petrifilm™ AC Plates were incubated at 35°C +/- 2°C for 48 h. Final enumeration was done
with the aid of a SOL-BAT Q-14 colony counter.
After 100 days period, samples were taken from different points considering the whole depth and
length of the piles and analyzed for detection of Enterobacteriaceae, Escherichia coli/Coliform and

Salmonella/Shigella, by using respective count plates and incubation  periods:
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3M™ Petrifilm™ Enterobacteriaceae/ ambient temperature for 24 h; 3M™ Petrifilm™ E.
coli/Coliform and Salmonella—Shigella Agar BBL for 48 h at 35°C+2°C.

Statistic design and analysis
The values of the physical, chemical and biological parameters measured over the time (temperature,
pH, EC, moisture percentage, C:N ratio, OM, nitrogen and microorganisms CFU) were analyzed by
the selection of nonlinear regression models with criteria of the highest determination coefficient
(R?) and minimum mean squared error. Sigma-plot software was used for regression analysis.
The data obtained of each variable in the different sampling points were subjected to an analysis of
variance (ANOVA). Mean comparison was performed using Tukey honestly significance difference
test (p<0.05). At the end of the experiment, 18 variables were analyzed and subjected to a principal
component analysis (PCA). Statistical software package SPSS were used for ANOVA, means
comparison and PCA.
Results

Physical parameters
During the first 24 hours, compost piles temperatures increased until a maximum of 55.8+1.3°C.
Because of the high increase/decrease temperature rates between the first month, it was necessary to
record thrice a week. Approximately 35 days from the material mixing the temperature showed a
lower rate of change, recording it once weekly until it varied nearly the ambient temperature (from
day 50).
By comparing layers within treatments, was observed that in piles with prickly pear cactus as
principle substrate (T1 and T3), the mean temperature of the top and middle layer during the first 55
days were higher than those of the bottom layer, but statistically in 92% of the sampling days. By

using moringa as principle substrate (T2 and T4), such differences were achieved until the day 52,
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statistically in 81% of the cases. After those periods, temperatures were statistically similar between
layers (Figure 1).

By comparing treatments per layer, Figure 1 depicts that the mean temperatures of treatments with
prickly pear cactus (T1 and T3) were higher than those by using moringa (T2 and T4) during first
100 days of composting (except for the first 2 days in T1, upper layer), statistically in 71% of
sampling days.

Significant temperature differences were found between treatments with and without BP. Regarding
the piles with prickly pear cactus (T1 and T3) the mean temperatures of T1 were higher than T3
during 100 days of composting, but statistically in 64, 64 and 42% of the sampling days for the top,
middle and bottom layers, respectively. In case of piles with moringa (T2 and T4), mean
temperatures of T2 were higher than T4 for the top, middle (except first day) and bottom layers
during 100 days of analysis, but statistically in 38, 38 and 31% of sampling days, respectively. Just
4% of the whole sampling days showed a higher mean temperature in a pile without BP, compared

with the same principal substrate and BP.
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Figure 1. Mean temperature of static piles (T1 e prickly pear cactustBP; T2 * moringa+BP; T3 A
prickly pear cactus; T4 ™ moringa) per layer over the most active phases (100 days). Means (+SD)
were calculated from five replicates for each treatment and sampling day. Statistically difference

(Tukey test, p<0.05).

Piles moisture showed a significant difference at different sampling days. During the first eight days

the moisture of T2 was statistically lower than other treatments. At day 64 the lowest moisture were
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recorded for T1 and T3. And at the end of the analyzed period, lowest values were found in T1 and

T4 (Figure 2).

90 1

T1; Linear; R%:0.99
— = —  T2; Cubic; R%:0.93
............. T3; Linear: R? 0.75
sod  mmi—— T4; Cubic; R*:0.52

70 4

60 A

Moisture (%)

50 A

40 A

30 T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Time (days)

Figure 2. Moisture of static piles (T1 e prickly pear cactus+BP; T2 * moringa+BP; T3 A prickly pear
cactus; T4 ™ moringa) over 100 days of analysis. Means (+SD) were calculated from five replicates
for each treatment and sampling day. Statistically difference (Tukey test, p<0.05).
Chemical parameters

The maximum and minimum pH values over the analyzed period (100 days) ranged between 8.2 and
9.3 (Figure 3). Significant differences of pH values were recorded for the following treatments and
sampling days (time of composting): lowest value for T3, first day; maximum values for T2 and T4,
day eight, 22, 36 and 100.

EC varied depending on the sample point and piles material. The statistically maximum values over
the time were attained for the following treatments and sampling days; T2-T3 (first); T2-T4 (22) and
T4 (100). The maximum value was showed at the end of period analyzed (T4, 3.99+0.44 dS m'l)

(Figure 3).
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Figure 3. pH and Electrical conductivity (EC) of static piles (T1 e prickly pear cactus+BP; T2 x
moringa+BP; T3 A prickly pear cactus; T4 ™ moringa) over 100 days of analysis. Means (+SD)
were calculated from five replicates for each treatment and sampling day. Statistically difference

(Tukey test, p<0.05).

OM, nitrogen and C:N ratio values decreased over the evaluated period and according to the
different treatments. Significant differences of OM values were recorded for the following
treatments and sampling days (time of composting): lowest value for T1, day 64; maximum values
for T2 and T3, day 100. Nitrogen values showed the following significant differences for the
respective treatments and sampling days: maximum values for T4 and minimum values for T1, day
36, 64 and 100. C:N ratio was significantly affected over the time, T2 and T4 showed the minimum

values at day 36 and 100 of composting (Figure 4).
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Figure 4. Organic matter, nitrogen (N) and C:N ratio of static piles (T1 e prickly pear cactus+BP; T2
* moringa+BP; T3 A prickly pear cactus; T4 ™ moringa) over 100 days of analysis. Means (+SD)
were calculated from five replicates for each treatment and sampling day. Statistically difference

(Tukey test, p<0.05).

By analyzing macro- and microelements in compost samples after 100 days composting, interactions

between evaluated factors (BP use and compost substrate) were found for N, K, Zn and Mn values.
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BP inclusion showed a highly statistical difference (p<0.01) in K and Mn concentrations.
Statistically higher values (p<0.01) of Ca/Mg and Cu were found in compost from prickly pear

cactus and moringa substrates, respectively (Figure 5).
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Figure 5. Compost macro- and microelements after 100 days composting and its
significant (*p<0.05) and highly significant (**p<0.01) interaction between evaluated factors
(BP:Biopreparations and compost substrate). Means (+SD) were calculated from five replicates for

each treatment and sampling day.

Biological parameters
Total microorganism population (CFU g™ compost) in the biological material showed the highest
values in biodynamic preparations than crop and animal organic wastes (Table 2).
Table 2. Total molds, yeast and bacteria (CFU g compost) in principal substrates and biodynamic

preparations used in static piles.
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Substrate and Biodynamic preparations Molds and Bacteria

yeast (CFU g'l) (CFU g‘l)
Prickly pear cactus 4.20x10° 7.35x10*
Moringa 1.03x10° 3.20x10°
Cow manure 2.00x10° 2.49x10°
Chicken manure 2.50x10° 5.52x10°
Biodynamic preparations
502 3.75x10’ 9.80x10°
503 1.66x10’ 3.20x10’
504 6.00x10° 4.40x10°
505 3.50x10° 4.80x10°
506 7.50x10° 3.18x10’
507 1.28x10’ 2.38x10’

Total bacteria, molds and yeast populations (CFU g™') contained in compost piles showed significant
difference over the time. Bacteria population values showed the significant differences for the
following treatments and sampling days: maximum values for T2 and T4, day 8; T1, day 22; T1, T2
and T3, day 36; T3 and T4, day 64. The maximum value for bacteria was attained for the T1 at day
22

(1.38x10'°+3.04x10°%). Molds and yeast population values were significantly higher for the following
treatments and sampling days: T2 and T4, day 8; T3, day 64. The maximum yeast and molds

population was found in T3 at day 64 (7.20x10+0.00) (Figure 6).
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Figure 6. Total CFU g'] compost of bacteria, molds and yeast in static piles (T1 e prickly pear
cactus+BP; T2 » moringa+BP; T3 A prickly pear cactus; T4 ™ moringa) over 65 days of analysis.
Means (+SD) were calculated from five replicates for each treatment and sampling day. Statistically
difference (Tukey test, p<0.05).
Regarding the Enterobacteriaceae, Escherichia coli/Coliform and Salmonella/Shigella analysis, a
concentration of 62 CFU Escherichia coli/Coliform per gram of compost (dry weight basis) were
detected in T3.

Physical, chemical and biological variables interaction through a PCA
The first and second principal components were selected, which explain approximately 89% of the
total variance. The first component showed correlation between N, P, K, Cu, Zn, Fe, Mn, pH and
volume, associated to T4. Moreover, in the same component a correlation between calcium,

magnesium and C:N ratio was associated to T1. The second component showed a correlation
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between bacteria and temperature, associated to T1 and T2. In addition to a correlation between EC,

OM, molds and yeast, associated to T3 (Figure 7).
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Figure 7. Principal component analysis of physical, chemical and biological variable of static piles.
BP: biodynamic preparations, N: nitrogen; P: phosphorus; K: potassium, Ca: calcium, Mg:
magnesium, Cu: copper, Zn: zinc, Fe: iron, Mn: manganese.

Discussion

Physical parameters

By analyzing layers temperatures per treatment, increasing values over time (suggesting microbial
activity) showed the passive aeration system efficacy on maintaining an aerobic environment,
without piles turning. Maximum differences between upper (top and middle) and bottom layers
temperatures were 12.6, 19.9, 15.6 and 24.5°C in T1, T2, T3 and T4, respectively (achieved during

the first four days), because of the holed PVC pipes placed above the ground. The lowest increase
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temperature of bottom layers in piles with moringa (T2 and 4) contributed for the maximum
differences (Figure 1).

Temperature values were not the same for entire piles, the middle and top layer from each treatment
achieved values above 50°C, being optimal for the composting process (Isobaev et al. 2014). On the
other hand, the piles dimensions drawback was the temperature attained in bottom layers (under
45°C). However, it could be modified in order to reach the desirable value by increasing the piles
height. Under the traditional turned windrow composting, the bottom layer temperature increases at
the same or higher level than upper layers (Hubbe et al. 2010; Luo et al. 2008).

In Figure 1, the comparison between principal substrates (T1 and T3 vs T2 and T4) shows the
highest mean temperatures in static piles with prickly pear cactus, because of the optimal growth
conditions for the microorganisms, promoted by mucilage. This polymeric compound of
carbohydrate substances is considered as an optimum microorganisms growth medium, containing
L-arabinose, D-Galactose, L-rhamnose, D-xylose, galacturonic acid in various proportions, low
acidity and high soluble solids content (Gebresamuel and Gebre-Mariam 2012). It is structured by
pectin and mucilage, with Ca®*/gelling and no gelling properties, respectively (Matsuhiro et al. 2006;
Septlveda et al. 2007).

By comparing treatments temperatures per layers, the mean values of piles with BP were higher than
those with the same substrate and without BP. The significant differences during the 100 days of
composting showed the effect of BP inclusion on the temperature increase, which is a consequence of
the microorganism activity on organic matter decomposition, producing heat as energy release (Yang
et al. 2016). Researchers report the acceleration on decomposition process by using the BP on
compost, it showed higher temperatures, nitrogen content, dehydrogenase enzyme activity

(suggesting higher microbial activity), nutrient holding capacity, microorganism population, in
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contrast with the untreated compost (Carpenter-Boggs et al. 2000; Mider et al. 2002; Sradnick et al.
2013).
The maintenance of the mentioned temperature guarantee the sanitization and hygienization of the
composting product, referring to weed seeds, potential human and plant disease development
(Barberi 2002; Cayuela et al. 2008; Deportes et al. 1998). The United States Environmental
Protection Agency (EPA) specify about 55°C for at least 3 and 15 days in aerated static pile or in-
vessel and in turned windrow composting (5 turns), respectively, as the temperature requirement for
biosolids composting. The EPA refers usually to the marketable end product as Class A, which
provides physical-chemical characteristics to the soil as an organic fertilizer and without pathogen
detectable levels (US EPA 2002).
The moisture behavior was a temperature increase function. The lowest values were observed in
treatments with BP, because of the highest temperature increase. However, the moisture over the
analyzed period ranged between an optimum value for microorganism population development
(Figure 2). Moisture has been cited as a critical parameter for systems optimization (Luo et al. 2008),
it depends on the correct materials selection and mixing proportion.

Chemical parameters
Masson and Masson (2013) consider an optimal initial C:N ratio of 30:1. However, the principal
substrates used in the present study contained a low C:N ratio (prickly pear cactus 24.88, moringa
36.67, chicken manure 8.02, cow manure 13.77) to attain the optimal value after mixing. The
management of low values C:N ratio in the piles can increase the use of manures, nevertheless, it
also increases the loss of nitrogen in the form of NH; or NH,", depending on the pH (Hubbe et al.
2010).
In Figure 3, by comparing pH behavior between piles with the same substrate, can be observed the

difference between T1 and T3 during the first days, because of the maximum microbial activity in
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T1, releasing NH3 to the medium and increasing pH value (Singh et al. 2016). Differences between
treatments with prickle pear and moringa were obtained over the time because of the nature of the
material.

EC values evolution over time depended of multiple variable interactions. The progress in the
composting process was reflected through the increase/decrease rates, attaining values between
1.3£0.3 to 4.0+0.44 dS m™ over the 100 day composting (Figure 3). Such behavior is generally
expected, as results from Tatano et al. (2015), who reported increasing values in different
experimental composters, with values up to 5.5 dS m™.

Although at day 100 of composting there was no C:N ratio statistical difference between piles with
the same principal substrate, there is needed to study the individual factors where it comes from
(Figure 4). By analyzing OM and N between piles with prickly pear cactus, T1 showed statistically
lower values than T3, which propose a higher material decomposition in the first one. The highest
OM reduction was promoted by the BP inclusion and substrate. Similar results during composting
processes were reported by Gigliotti et al. (2012), where the OM loss reached values around 50% and
Jiang et al. (2011) found a total organic carbon loss about 33.8% to 54.0%. In piles with moringa,
OM values were statistically similar with and without BP inclusion, but N concentration at day 36
and 64 of composting were significantly lower in those with BP due to element volatilization or
lixiviation, promoted by microorganism activity, temperature, moisture and its interaction (Singh et
al. 2016).

Nitrogen concentration of different treatments decreased over the time, however during the coldest
period (between day 65-80, average 15°C) were observed the lowest nitrogen levels (Figure 1 and 4).
After the mentioned period, ambient temperature started increasing, as well as the nitrogen
concentration for all treatments. We can assume that microorganisms increased together with

temperature, which may be the responsible of nitrogen fixation, as Singh et al. (2016) mention that
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free living bacteria play an important role in this process. Similar results were obtained by Gigliotti et
al. (2012), who reported the nitrogen increase from day 47 to 126, with values from 0.89 to 1.76%,
respectively. Further studies are suggested to analyze the behavior of nitrogen increase related to
microorganismes.
Biological parameters

Total bacteria CFU were statistically higher in piles with BP (T1 and T2) than those without BP (T3
and T4), observed in Figure 6. Such results agree with Reeve et al. (2010), who reported that BP (as
fermented substances) stimulates organisms present in the raw material, which increase
microorganism activity followed by decomposition increase. Masson and Masson (2013) refer that
under biodynamic pile composting, temperatures above 55°C are not required because the
microorganism population can be negative affected. It is known that between the whole
microorganism population in the soil (about 1.5 billion CFU per gram), 2-5 % belongs to the
beneficial microorganisms, improving processes as the nitrogen fixation, phosphorus solubilization,
increasing iron availability to the plant, etc. (Stoffella and Kahn 2006). Molds and yeast were the
first microorganism to colonize different treatments. As Stoffella and Kahn (2006) reports, these are
the first kind of microorganism that breakdown the material to continue with the bacteria population
increase.

Enterobacteriacea, Salmonella and Shigella were not detected through the compost piles length and
depth, but in T3 Escherichia coli/Coliform were below detectable levels to be considered as a
sanitized material (Gantzer et al. 2001). These results showed that the sanitization or hygienization
not only depends on the temperature, but on the substrate material source. Turner (2002)
demonstrated that at 55°C E. coli inactivation occurs rapidly, but at 50°C may depend on moisture
and nature of the material. Moreover, explain that the bacterial pathogens destruction could depend

not only on temperature, but on free ammonia concentration, heat duration and microorganisms
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biocontrol and competition (Singh et al. 2016). Other authors report the no detection of Escherichia
coli 0157:H7 (food-borne infectious pathogen of public health importance that causes diarrhea and
hemorrhagic colitis) and Salmonella enteritidis by lower temperatures during periods of 72 and 48 h,
respectively, or considering degree days about 180 and 300 (Lung et al. 2001; Hess et al. 2004).
Droffner and Brinton (1995) examined Salmonella and Escherichia coli during aerobic composting
of municipal wastes and biowastes, suggesting that the microorganisms removal is complex and not
merely depends on thermal physical environment. In the same study, both bacteria survived at about
60°C, but became undetectable during the cooling and curing stage.
The microbial activity is strongly correlated with the increase and decrease of temperature, hence its
importance to be monitored in order to evaluate the composting process efficiency and stabilization
(Bustamante et al. 2008).

Physical, chemical and biological variables interaction through a PCA
The PCA agree with the results above described, regarding the association between compost piles
and variables behavior over time. Macro- and microelements were correlated (except Ca and Mg)
and associated to T4, because of the lowest decomposition rate and elements still found in the raw
material. In addition, the correlation of variables related to microbial activity (temperature and
bacteria) associated with T1 and T2 is confirmed, promoted by the BP inclusion. The highest C:N
ratio associated to T1 was promoted by the microbial activity (mainly bacteria) and nitrogen lost
(Figure 7).
Conclusions
BP promoted the microorganisms reproduction (principally bacteria), temperatures increase and
decomposition of the raw material, in comparison with those piles without BP. The use of prickly

pear cactus as principal substrate affected positively the composting process. The combination of
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both factors previously described attained the best quality final compost in the present study (T1,

prickly pear cactus+BP).

The passive aeration system provided enough air flux to the system, maintaining an aerobic

environment without need of turning. Further analyses, confirmed the sanitization of the final

compost.
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