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Imaginemos una agrupacion musical
de tamario prodigioso que llevara
tocando sin parar 20.000 millones de
arios. E imaginemos que la primera
impresion que nos produjese fuera de
armonia, pero al prestar mas
atencion, percibiesemos que el violin,
los platillos y el contrabajo
interpretaban una partitura diferente.
Eso mismo sucede cuando vivimos
en una época en la que la
degradacion ambiental y la
sobrexplotacion de los recursos
naturales estan deteriorando a gran
velocidad nuestro planeta.



RESUMEN

El rapido crecimiento de la poblacion, unidos al consumo, degradan el entorno con
enorme celeridad, convirtiendo al hombre en el administrador de su propio veneno,
al implementar practicas agricolas inadecuadas en los suelos, labranza y
fertilizacion excesiva y menor retorno de residuos de cosecha, disminuyendo con
el tiempo las concentraciones de carbono del suelo y al mismo tiempo acelerando
las emisiones de CO, que favorecen el calentamiento global. Es por ello que se
planteo evaluar una técnica, aun no evaluada en Venezuela, que permita contribuir
al secuestro del carbono del suelo y mantener una estabilizacion de las emisiones
de CO,. Una técnica que se fundamenta en la produccion del biochar 6 material
carbonizado, obtenido por pirdlisis de materiales vegetales subproducto de la
silvicultura. Para tal fin se propuso evaluar el efecto a corto plazo de la
mineralizacién del biochar de pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) en un
suelo de la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui. Consistiendo en la produccion y
caracterizacion del biochar bajo proceso de pirdlisis lenta a 450°C, y su posterior
incorporacion en el suelo en un experimento de incubacion de 180 dias bajo un
diseno totalmente aleatorizado para un factor, con 3 niveles cada uno con tres
replicas en laboratorio bajo condiciones controladas (25°C). El factor tratamiento
esta formado por tres niveles, estos niveles son: 1.- Suelo Control 6 Testigo, 2.-
Suelo+Biochar y 3.- Suelo+Pino (material de partida) en un suelo de pH
fuertemente acido (4,80). Los resultados muestran que el material obtenido por
pirdlisis o biochar tuvo un incremento de su concentracion de CO, constituido
principalmente por enlaces de carbono aromaticos, debidos al reordenamiento de
enlaces quimicos en los compuestos de celulosa, hemicelulosa y lignina,
originando un material recalcitrante, de estructura fisica porosa, con aumentos del
pH, de las concentraciones de Ca, Mg y K intercambiables y de la CIC. La
incorporacion del biochar produjo incrementos del pH del suelo en los primeros 28
dias de incubacion, asi como de la CIC durante los dias 87 y 180 del experimento,
posiblemente debido a los contenidos de bases intercambiables del biochar. Por
otro parte, el suelo con biochar presento la CE mas baja. En tal sentido, las
propiedades quimicas evaluadas durante los 180 dias de incubacion indican que
el biochar de pino caribe muestra un potencial de uso como enmienda y mejorador
de la fertilidad del suelo. Adicionalmente el biochar estimulo la respiracion y la
biomasa microbiana del suelo promovidos por la incorporacién de carbono labil en
el material y consecuente aumento del carbono hidrosoluble del suelo. Al
comparar la intensidad de mineralizacion del CO del suelo entre tratamientos, el
biochar genera un efecto positivo sobre esta actividad en el periodo entre los dias
3 y 56 del experimento, con un posible efecto negativo sobre la mineralizacién del
CO del suelo durante las primeras 24 horas en comparacion al control, indicando
un efecto inhibidor que se traduce en un posible secuestro de carbono en el suelo.
El efecto positivo en la mineralizacion del CO del suelo, se consideraria que no
compromete la posibilidad de un secuestro de carbono del suelo, ya que el biochar
puede aportar CO al suelo.

Palabras claves: Biochar, pirdlisis, mineralizacion del CO, secuestro del carbono.



ABSTRACT

The rapid population growth, linked to consumption, degrade the environment with
great speed. In this, humans are manager of their own poison, implementing
inadequate soil management, like excessive tillage and fertilization with low return
of crop residues to soil, decreasing over time the soil carbon concentrations while
accelerating CO, emissions that promote global warming. That is why we evaluate
a technique almost not investigated in Venezuela, allowing contribute to soil carbon
sequestration and maintain stabilization of CO, emissions. A technique based on
the production of biochar or carbonized material that is obtained by pyrolysis of
plant materials byproduct of forestry. In this research we evaluated the short-term
mineralization of biochar obtained from Caribbean pine (Pinus caribaea var.
hondurensis) in an acidic soil from the Mesa de Guanipa, Anzoategui state.
Characterization of biochar obtained under process of slow pyrolysis at 450 °C was
done previous to its incorporation into the soil. A laboratory incubation experiment
of 180 days was established under a completely randomized design, with 3 levels
each and three replicates in controlled conditions (25 °C). Treatment factor
consists of three levels: 1. Soil Control, 2. Soil+Biochar and 3. Soil+Pino (fresh
biomass) applied in a strongly acidic soil of pH 4.80. The results show that the
material obtained by pyrolysis or biochar had an increase in CO concentration,
consisting mainly in linked aromatic carbon, due to rearrangement of chemical
bonds in the compounds of cellulose, hemicellulose and lignin, resulting in a
recalcitrant material, of porous physical structure, which had an increase in its own
pH value and exchangeable concentrations of the bases Ca, Mg and K and also in
CIC. The incorporation of biochar increased soil pH during the first 28 days of
incubation, as well as the CIC during days 87 and 180, possibly due to the content
of exchangeable bases in biochar. The soil with biochar has the lowest CE. These
results indicate that biochar obtained from Caribbean pine at 450 °C has a
potential use as an amendment to increase soil pH and enhancing soil fertility.
Additionally, biochar stimulated soil respiration and soil microbial biomass probably
due to labile carbon incorporation of the material and consequent increase of the
water soluble soil carbon. By comparing the intensity of soil organic carbon
mineralization between treatments, perhaps biochar created a positive effect on
this activity in the period between days 3 and 56 of the experiment, with a possible
negative effect on the soil organic carbon mineralization during the first 24 hours
compared to the control, indicating an inhibitory effect which results in a possible
carbon sequestration in soil. However, the positive effect on the soil organic carbon
mineralization could not compromise the possibility of soil carbon sequestration, as
the biochar can incorporate CO to soil.

Key words: Biochar, pyrolysis, mineralization CO, sequestration carbon.
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INTRODUCCION GENERAL

A finales del siglo 19, exploradores europeos encontraron en la Amazonia
brasilera manchas oscuras en los suelos. Estos suelos fueron denominados terra-
preta do indio (tierra negra en portugués) que se cree que fueron creados por las
comunidades indigenas como producto de una técnica denominada tala y quema,
la cual consiste en someter biomasa vegetal a una quema a baja temperatura, un
proceso que técnicamente se conoce como pirdlisis. Se estima que estos suelos
se formaron en periodos de aproximadamente 40 - 50 afos (Lehmann y Rondon,
2006; Winsley, 2007). Dichos suelos son muy fértiles y permiten obtener grandes
rendimientos de cultivos, en comparacion a los suelos circundantes que son

menos fértiles (Renner, 2007).

La concentracion de la materia organica en dichos suelos fue estimulada por el
hecho de que contienen gran cantidad de carbono pirogénico, el cual se conoce
actualmente con el término de biochar (Lehmann et al., 2002; 2006). Fabiano et
al. (2012) senalan que en terra-preta do indio, existen fracciones que contienen
carbono pirogénico en grandes cantidades. El carbono pirogénico es la fraccion
de materia organica del suelo con la mas alta vida media en la tierra (Pessenda et
al., 2004). La misma se forma por la incineracion de la biomasa, mediante una
combustion incompleta de la materia organica (Renner, 2007; Woods y Denevan,
2009; Ferreira et al., 2009).

En los suelos antrépicos de la Amazonia, la materia organica se compone
aproximadamente del 35% de carbono pirogénico (Neves et al., 2003; Ferreira et
al., 2009), existiendo en la fraccion ligera y pesada de la materia organica las
mas altas concentraciones de carbono pirogénico, incrustado dentro de las capas
de oOxidos de hierro y aluminio y sobre la superficie del mineral arcilloso tipo

caolinita (Ferreira et al., 2009).

Los suelos de terra-preta do indio no solo muestran una concentracion de carbono

organico dos veces mayor si se comprara con suelos de la Amazonia que no son



del tipo terra- preta do indio, sino también una mas alta capacidad de intercambio
cationico (CIC), a la esperada a partir de la suma de la actividad coloidal de la
materia organica y los minerales de arcillosos tipo caolinita (Sombroek et al.,
1993).

Segun Glaser et al. (2001), la oxidacion en los bordes del nucleo aromatico del
carbono pirogénico (biochar) produce grupos carboxilicos, que estan implicados
en la formacion de complejos dérgano-minerales, y contribuyen con sitios de

intercambio por cationes.

Es por esto que los suelos de terra-preta do indio, han sido de gran interés para
los investigadores por representar un importante reservorio de carbono estable,
que puede extenderse a profundidades de 0,5 a 2 metros y de esta manera mitigar
el aumento de las concentraciones atmosféricas de CO,, y jugar un papel
importante en la fertilidad del suelo, especialmente cuando existen alteraciones
quimicas y biologicas. Esto significa que, el carbono pirogénico (biochar) es una
opcion eficaz, viable y sostenible en el secuestro del carbono en los suelos
agricolas (Vaccari et al., 2011) y es una opcion de mitigar los efectos del cambio

climatico.

En tal sentido, en el presente trabajo de investigacion se espera que a partir de
biomasa de pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) se pueda obtener un
biochar a 450°C, que tenga caracteristicas y composiciéon quimica que, luego de
un corto periodo después de su incorporacion al suelo, puedieran elevar el pH e
incrementar la CIC del suelo; asi como también la biomasa y actividad microbiana,
debido a que las concentraciones del carbono organico disuelto (COD) en el
biochar pudieran ser un estimulo para los microorganismos; sin embargo, se

espera que este efecto sea en los primeros dias de su incorporacion.

Para comprobar esta hipétesis, se realizé un experimento de incubacion durante
180 dias en condiciones controladas de laboratorio, enmarcado en los siguientes
objetivos:



OBJETIVO GENERAL

v' Evaluar el efecto a corto plazo de la mineralizacion del biochar de pino
caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) en un suelo con pH

extremadamente bajo de la Mesa de Guanipa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Producir biochar utilizando virutas de pino caribe (Pinus caribaea var.
hondurensis) por técnica de pirdlisis a temperatura de 450 °C.

v Caracterizar las propiedades quimicas (pH, concentraciones de carbono
organico y nitrogeno total, relacion C/N, conductividad eléctrica, capacidad
de intercambio catidnico, bases intercambiables, carbono organico
disuelto), estructura fisica y composicion quimica (grupos funcionales

presentes en la estructura quimica) del biochar.

v' Determinar el efecto de la incorporacion del biochar sobre las propiedades
quimicas del suelo medidas a través del pH, conductividad eléctrica,
concentracion de bases intercambiables y capacidad de intercambio

catioénico.

v' Determinar el efecto de la incorporacion del biochar sobre las propiedades
microbiologicas del suelo, medidas a través de la liberacion de CO; del

suelo y de la concentracion del carbono de la biomasa microbiana.



CAPITULO I

La produccidn del biochar partiendo de virutas de la especie pino caribe

(Pinus caribaea var. hondurensis) por técnica de piroélisis.

INTRODUCCION

El Biochar
El biochar (término inglés, ahora también usado en espafiol) es el producto de la

degradacion térmica de los materiales organicos (es decir, la biomasa originada en
un proceso bioloégico, espontaneo o provocado, utilizando fuente renovable de
energia, la cual tiene carbono fijado de la atmosfera en su composicion, debido a
las transformaciones quimicas de la energia solar, por medio de la fotosintesis) en
ausencia de aire (pirolisis) y a temperaturas relativamente bajas (<700 °C)
(Lehmann y Joseph, 2009; Lehmann et al., 2011). A temperaturas mayores a
700°C, se produce gasificacion, por lo que estas temperaturas son menos
apropiadas, ya que producen cantidades mucho menores de biochar, o ninguno en
absoluto (Lehmann, 2007). Ademas, el biochar se distingue del carbén vegetal por
presentar un gran potencial para mejorar la produccién agrondémica, cuando se

aplica como una enmienda del suelo (Laird et al., 2009).

Se ha propuesto el uso del biochar como una posible practica o enmienda para
mejorar la fertilidad integral del suelo (Lehmann et al., 2006), por cuanto mejora su
estructura, la retencién de humedad, aumenta la disponibilidad de nutrientes,
aumenta el pH y reduce la toxicidad del aluminio en las raices de las plantas;
ademas, puede ayudar a reducir la biodisponibilidad de metales pesados (Winsley,
2007). Sin embargo, no todos los materiales de desechos agricolas son
adecuados para la produccion de biochar como enmienda del suelo, por ser
ineficaz en generar diferencias en las respuestas de los suelos y cultivos
(Lehmann et al., 2006; McHenry, 2009).



Por otra parte, la efectividad del uso de biochar como una herramienta para mitigar
los efectos del cambio climatico se basa en su recalcitrancia en relacion a su
descomposicion microbiana y por lo tanto en su transformacion lenta de carbono
organico a dioxido de carbono (CO-) de la atmosfera (Lehmann, 2007). Este tipo
de carbono puede mantenerse por largo tiempo secuestrado en el suelo, debido a
qgue el biochar tiene una concentracion aproximada de carbono de alrededor de 70
- 80% (Winsley, 2007), por lo que contribuiria a disminuir o retardar el incremento
del calentamiento global (Luo et al., 2011).

Los procesos de pirdlisis de biomasa vegetal.
Tradicionalmente, los hornos hechos de tierra, de ladrillo o de acero se han

utilizado para producir carbdn vegetal. Sin embargo, estos hornos representan una
condicion medioambiental negativa debido a que se relacionan con la
deforestacion y la contaminacion del aire (Kammen y Lew, 2005; Laird et al.,
2009). En un esfuerzo de combatir la emision de gases de efecto invernadero, hoy
en dia se han disefiado equipos pirolizadores, que se fundamentan en un proceso
termoquimico de transformacién de la biomasa, mediante la aplicacién de la

energia (calor) y en ausencia de oxigeno.

En el proceso de pirdlisis (ecuacién 1), se diferencian tres productos: sdlido,
liquido y gas. El sdlido, denominada como biochar, es generalmente de alta
concentracion de carbono y representa alrededor de la mitad del total del carbono
de la materia organica original. Las sustancias volatiles, pueden ser parcialmente
condensadas y generar una fraccion liquida (Bio-aceite), permaneciendo una
mezcla de los llamados gases no condensables (Demirbas y Arin, 2002).

Calor
Atmodsfera inerte

Biomasa ———> Sdlido + Liquido + Gas (ecuacion 1)

Agua, Alquitranes,

compuestos CO,, CO
organicos hidrofilos.

Biochar
CHgy, Ho,




Demirbas y Arin (2002) y Yaman (2004), consideraron que cada uno de los tres
productos de la pirdlisis (vista en la ecuacidn anterior) tendria propiedades y usos
que proporcionan un valor del proceso, considerando que para obtener biochar, se
utilizan una baja temperatura y un proceso de baja velocidad de calentamiento. En
el caso de maximizar el rendimiento de liquidos como producto del proceso de la
pirolisis de biomasa, se necesita baja temperatura, pero la velocidad de
calentamiento debe ser alta, por lo que el tiempo de residencia del gas es muy
corto. Finalmente, si el objetivo es maximizar el rendimiento de gas resultante de
la pirolisis, seria preferible utilizar altas temperaturas, baja velocidad de
calentamiento y residencia del gas por largo tiempo.

Resumiendo, los rendimientos de los productos finales de la pirdlisis estan
determinados por la composicion quimica del material de partida (biomasa
vegetal), tamafo de particulas, temperatura, velocidad de calentamiento y el
equipo para realizar la pirdlisis.

Relacion entre la composicion quimica de la biomasa vegetal y las
diferencias de las temperaturas de pirdlisis.
La materia prima utilizada actualmente en centros de investigacion especializados

en la produccién de biochar incluyen virutas de maderas, corteza de arboles,
residuos de cultivos (incluidas las cascaras de frutos secos, cascara de arroz),
pastos, bagazo de cafa de azucar, residuos de la industrias de aceitunas, entre
otros, diferenciandose en las cantidades relativas de celulosa, hemicelulosa vy
lignina (Yaman, 2004; Titirici et al., 2007; Steinbeiss et al., 2009; Luo et al., 2011;
Zimmerman et al., 2011; Cross y Sohi, 2011; Jones et al., 2011).

En tal sentido, las proporciones quimicas de la pared celular (celulosa,
hemicelulosa y lignina) en la biomasa vegetal y las condiciones de produccion,
especificamente la temperatura de pirdlisis determinan las proporciones del
biochar (Sohi et al., 2009; Brown, 2009). Debido a las diferencias estructurales,
cada componente quimico de la pared celular en las biomasas se descompone a
diferentes velocidades cuando se expone a diferentes temperaturas.



Por ejemplo, la celulosa es mas resistente a la descomposicién térmica que la
hemicelulosa, mientras que la lignina es mas dificil de descomponer que la
celulosa y la hemicelulosa, debido a sus composiciones quimicas (Demirbas,
2004). La celulosa es un polimero, formado por muchos restos de  — glucosa,
enlazados entre si por puentes de oxigeno que unen los atomos de carbono 1y 4,
de cada dos consecutivos, formando una larga cadena. La unidad de repeticidon de
polimero de celulosa es celobiosa, que consta de dos unidades de glucosa
anhidra, que a su vez se unen para componer la larga cadena lineal del polimero
de celulosa (Sandemann, 1968; Lépez, 2000; Garcia et al., 2003, Brown, 2009),
donde el numero de unidades de glucosa en una cadena de celulosa se conoce
como el grado de polimerizacion (DP). El DP promedio para celulosa es del orden
de 80.000 — 10.000 (Brown, 2009)

Por otra parte, el acoplamiento de moléculas de celulosa adyacentes por
hidrogeno y enlaces fuertes de Van der Waals resulta en una alineacion paralela
de celulosa dando una estructura cristalina. En la celulosa existen como hojas de
anillos de glucopiranosa en un plano con hojas sucesivas apiladas en la parte
superior de uno al otro para formar particulas tridimensionales que se agregan en
fibrillas elementales con una anchura cristalina de 4 a 5 nm. Por lo que esta
disposicion de micro fibrillas de celulosa cristalina hace mas resistente a la
descomposicion térmica que la hemicelulosa (Brown, 2009; Saccarello, 2010).

En el caso de la hemicelulosa, esta constituida por un gran numero de
heteropolisacaridosa a partir de hexosas (glucosa, manosa y galactosa) vy
pentosas (xilosa y arabinosa) y desoxihexosas, las cuales se encuentran
estrechamente asociados con la celulosa. (Lopez, 2000; Mogollon et al. 2008;
Brown, 2009). Por lo que en la estabilidad térmica, la hemicelulosa es inferior a la
celulosa debido a su falta de cristalinidad y menor DP, que es solo de 100 a 200
(Sandermann, 1968; Brown, 2009; Saccarello, 2010).

Ademas de la holocelulosa (celulosa + hemicelulosa) la pared celular contiene una
sustancia amorfa, altamente polimerizada, llamada lignina, la cual es un polimero

fendlico de unidades fenil-propano (Cs-C3) unidas entre si por enlaces de carbono-

7



carbono (C-C) y eéter (C-O-C); de estructuras amorfas regularmente
tridimensionales, lo que conduce a un gran numero de posibles interconexiones
entre las unidades individuales (Mogollén et al., 2008; Brown, 2009). El numero de
mondomeros que contiene la molécula de lignina han arrojado datos muy dispares,
entre 800 y 4.500, debido a la formacién de los enlaces C-C, lo cual significa que
existen ligninas con distintos DP (Garcia et al., 2003).

Entonces, los haces de fibrillas de celulosa estan incrustadas en una matriz de
hemicelulosa y la lignina se encuentra principalmente en el exterior de micro
fibrillas donde se une de manera covalente a la hemicelulosa (Brown, 2009). Estos
componentes son modificados durante el proceso de pirdlisis, ya que a
temperaturas superiores a 120 ° C, los materiales organicos comienzan a sufrir
alguna descomposicion térmica, perdiendo el agua quimicamente unida. La
celulosa sufre descomposiciones térmicas a temperaturas entre 240 a 350 ° C, la
hemicelulosa desde 200 a 260 ° C, y lignina desde 280 a 500 ° C (Downie et al.,
2009). Por lo tanto, si el objetivo es maximizar los rendimientos del biochar, los
materiales vegetales mas adecuados serian los de alto contenido de lignina. Esto
se atribuye al comportamiento de la celulosa durante la degradacion térmica,
como se ha descrito anteriormente, que apenas deja residuo carbonoso. Por el
contrario, a mayores contenidos de lignina en la biomasa inicial mayor sera el
rendimiento en peso del biochar debido a la gran estabilidad térmica que presenta
(Brown, 2009).

Equipos utilizados en la produccion del biochar.
Diferentes equipos de pirdlisis actualmente se han venido disefiando para la

produccion del biochar a nivel de centros de investigaciones. Por ejemplo, Luo et
al. (2011) utilizaron un horno CARBOLITE CWF 1200, para producir biochar de
Miscanthus (Miscanthus giganteus) con temperaturas de 350 y 700°C y una
velocidad de calentamiento de 1°C min™.

Zimmerman et al. (2011) mediante un reactor obtuvieron biochar de madera de
roble (Quercus laurifolia Michx), pino (Pinus taeda (L)) y bubinga (Guibourtia
demeusei), ademas de pasto (Tripsacum dactyloides) y bagazo de cafia de azucar
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(Saccharum officinarum) usando como medio de activacion de la muestra un
sistema de flujo continuo de Ny (para provocar la formacion de poros) y disefiando
dos procedimientos: uno para obtener biochar de baja temperatura (250 °C
temperatura atmosférica y 400°C para el sistema de flujo continuo) y otro para
biochar de alta temperatura (525 °C temperatura atmosférica y 650°C para el

sistema de flujo continuo).

Cross y Sohi (2011) obtuvieron biochar de bagazo de cafa de azucar en un horno
por pirdlisis lenta manteniendo en promedio una velocidad de calentamiento de 5-
10 °C min™", a diferentes temperaturas finales de 350, 450 y 550°C con un tiempo
de residencia en promedio de 20, 40 y 80 minutos, respectivamente,
especificaciones que variaron dependiendo del material de partida.

En general, es importante realizar una caracterizacion del material final, ya que
sus propiedades varian en funcion de la biomasa (material de partida), velocidad
de calentamiento, temperatura en el proceso y tiempo de residencia.

OBJETIVO ESPECIFICOS

Producir biochar utilizando virutas de pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis)
por técnica de pirdlisis a temperatura de 450 °C.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima (biomasa vegetal) para la produccion del biochar.
La materia prima fue obtenida de desechos (virutas) de la especie pino caribe

(Pinus caribaea var. hondurensis), de plantas provenientes de una plantacion de
aproximadamente 20 anos (Gamez, entrevista personal, 2012). Esta especie de
madera corresponde al grupo de las coniferas y es considerada como madera
blanda, ligera, de crecimiento rapido, color claro, facil de trabajar, procedentes de
los arboles que pertenecen al grupo bioldgico de las gimnospermas (Zanni, 2004;
Carpuz, 2005).



La seleccion de esta biomasa vegetal como materia prima para la obtencién de
biochar, se justificd por ser la principal conifera que se produce al sur de los
estados Monagas y Anzoategui. En ese sentido, el anuario de estadistica forestal
del Ministerio del Poder Popular para el Ambiente (2010), indica que la produccion
nacional de madera en rola para el afio 2008, fue de 1.501.732,800 m> Of (Metros
Cubicos Oficiales), y se destaca que el mayor aporte a la produccion nacional de
madera proviene de las plantaciones forestales de Pinus caribaea, ubicadas en
estas entidades con 1.251.971,000 m® Of, representando el 83,86% para ese afio.

Ademas, otro criterio considerado para la seleccién del pino caribe es el de ser
una planta C3, es decir, que la fijacion fotosintética del carbono es catalizada por
la RuBisCo (Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa/oxigenasa) y el primer producto
estable es un compuesto de 3 carbonos. Por consiguiente, plantas de este tipo
presentan un punto de compensacion de diéxido de carbono (CO,) entre 20 y 100
uL/L, es decir , mayor en comparacion a las plantas C4 (0 a 5 uL/L), debido a que
esta asociado con la presencia de fotorespiracion, virtualmente ausente en las
plantas C4 (Pérez, 2010).

A pesar de que las plantas C3 no son tan eficientes fotosintéticamente como las
plantas C4, por presentar dos vias de fijacion del CO, (PEP carboxilasa y la
RuBisCo), las concentraciones de carbono del fuste (madera de arbol sin
considerar la corteza) de pino caribe son aproximadamente del 50% (Palma,
2013).

Determinaciones de los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de
las virutas de Pinus caribaea var. hondurensis (materia prima).
Las concentraciones de celulosa, hemicelulosa y lignina del material de partida o

biomasa vegetal fueron determinados en el Laboratorio de Nutricion Animal de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Central de Venezuela, de acuerdo al
meétodo de Van Soest et al. (1991).
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Proceso de produccion del biochar de Pinus caribaea var. hondurensis.
La produccion del biochar se realizé mediante el uso de biomasa vegetal de pino

caribe, mediante técnica de pirdlisis lenta (velocidad de calentamiento 1°C min™" a
temperatura de 450°C) en un horno marca Mercurio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de las virutas de Pinus
caribaea.
El analisis bromatologico (Cuadro 1.1) de las virutas de Pinus caribaea indica que

el nucleo de la pared celular esta compuesta principalmente de tres clases de
moléculas organicas que representan el 90,28 %, donde la celulosa y lignina son
los componentes mayoritarios, con valores que se encuentran en el rango de
49,23 y 26,83%, respectivamente. El 14,22% restante le corresponde a los
contenidos de hemicelulosa.

Cuadro I. 1. Analisis bromatolégico de las virutas de Pinus caribaea.

Materia Prima Celulosa Hemicelulosa Lignina >
Pinus caribaea var. %
hondurensis 49,23 14,22 26,83 90,28

La concentracion de celulosa obtenida en esta investigacion se encuentra dentro
del rango de 40-50% sefialado por Saccarrello (2010) y Lépez (2010) para las
especies de maderas correspondiente al grupo de las coniferas y por debajo del
valor del 42% para maderas blandas segun su dureza segun Ganduglia et al.
(2009). La concentracion de hemicelulosa obtenida esta por debajo del rango
entre 18,95% y 21% indicado por Mogollén (2003) y por Ganduglia et al. (2009)
respectivamente, para maderas de especie de Pinus caribaea. Finalmente, la
concentracion de lignina se encontro dentro del rango de 25-30% indicado por
Ganduglia et al. (2009) y Saccarrello, (2010), pero por debajo del 29,51%
sefalado por Mogollon (2003) para maderas de esta especie. Las diferencias en
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las concentraciones en alguno de los componentes de la biomasa vegetal (materia
prima) con los sefialados por otros investigadores dentro de una misma especie,
se deben al tipo de suelo, condiciones climaticas y el tiempo de cosecha (Brown,
2009). En general, se puede inferir a partir del analisis bromatologico de este
trabajo y de otras investigaciones que la madera correspondiente al grupo de las
coniferas y en especial de la especie de Pinus caribaea se compone

principalmente de celulosa, lignina y en menor proporcion de hemicelulosa.

Asi mismo, la concentracién calculada de holocelulosa (celulosa + hemicelulosa)
seria de 63,45% con un 26,83% de lignina (Cuadro 1.1). Resultado que se
asemejan a los valores promedio de holocelulosa y lignina (69,48% y 29,56%,
respectivamente) de la pulpa de Pinus caribaea var. hondurensis de maderas de
15 a 18 afios de edad encontrados por Fuenmayor et al. (2010). Datos que
permiten confiar que la edad de cosecha de la madera utilizada en la presente
investigacion es de aproximadamente 20 afios.

Produccién del biochar de Pinus caribaea var. hondurensis.
En la Figura |.1 se observa el ciclo térmico de la calcinacion de la biomasa de pino

caribe que se utilizé para esta investigacion, esta grafica fue obtenida ya que el
horno, tiene acoplado un sistema automatizado para el registro de la temperatura
y velocidad de calentamiento durante el proceso de pirdlisis. Corroborando que el
ciclo térmico establecido para la produccidén de biochar de pino caribe se
incrementd automaticamente la temperatura a razéon de 1°C por minuto, hasta
llegar a 450°C, es decir, que el proceso de pirdlisis se inicié y finalizo a
temperatura bajas, al igual que la velocidad de calentamiento. Condiciones que
concuerdan con las utilizadas por Demirbas y Arin (2002), Yaman (2004),
Lehmann y Joseph, (2009); Lehmann et al. (2011), que para obtener biochar, se
deben utilizar rangos de baja temperatura (<700°C) con bajos aumentos de la

velocidad de calentamiento, en una atmosfera inerte (en ausencia de aire).
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CICLO TERMICO DE CALCINACION DE BIOMASA

g

g

Temperatura (:C)
8 -]

B

Fecha: 170172013
Hormo: Marcur

Tiempo (min)

Figura I. 1. Ciclo térmico de calcinacion de biomasa de Pinus caribaea var.

hondurensis.

Es importante acotar que el acoplamiento del sistema automatizado de registro de
la temperatura y velocidad de calentamiento, permite inferir que es un horno que
trabaja parecido a los equipos de pirdlisis como son el horno CARBOLITE CWF
1200, un reactor con sistema de flujo de N, etc., utilizados por Luo et al. (2011),
Zimmerman et al. (2011) y Cross y Sohi (2011) que permitieron realizar un

aumento gradual de la temperatura como en este caso.

Ademas, considerando que durante el proceso de pirdlisis, se obtienen tres
productos (biochar, liquido y gas), con el horno Mercurio y manteniendo el ciclo
térmico anteriormente sefalado en esta investigacion (Figura I.1), se garantiza que

del proceso de pirdlisis se genero el biochar de pino caribe (Figura 1.2),
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Figura l. 2. Biomasa vegetal (A) y Biochar de Pino Caribe producido a 450°C (B).

En cuanto a los liquidos y gases producidos en el proceso de pirdlisis, el horno no
contaba con un equipo acoplado que pudiera haber condesado los gases volatiles
generados durante el proceso de pirdlisis, para obtener los liquidos (Bio-aceite) y
quedaran los gases no condensables. Sin embargo, se pudo constatar que
durante el ciclo térmico ejecutado la permanencia de los gases volatiles fue al
finalizar el proceso de pirdlisis.

La liberacion de estos gases es producto del reordenamiento de los atomos de
carbono en una nueva estructura sélida (biochar), que se producen en un intervalo
de temperatura de 200-500°C (McLaughlin et al. 2009), impactando directamente
sobre la naturaleza quimica vy fisica del biochar, ya que los componentes de la
pared celular de la biomasa vegetal de la especie de pino caribe (Cuadro 1.1)
tienen patrones de descomposicion térmica distintos en el proceso de pirdlisis que
dependen de la temperatura y velocidad de calentamiento (Downie et al., 2009),
principalmente debido al grado de polimerizacion de las diferentes estructuras
quimicas e incrustaciones de fibrillas y micro-fibrillas que existen entre la celulosa,
hemicelulosa y lignina que componen la biomasa vegetal, como lo sefalan

Demirbas, (2004) y Brown, (2009). Por lo tanto, se supone que estas
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degradaciones térmicas de la celulosa, hemicelulosa y lignina ocurrieron durante

el proceso de produccion del biochar.

CONCLUSIONES

Se logré producir el biochar de material vegetal de Pinus caribaea var.
hondurensis, mediante técnica de pirdlisis lenta (velocidad de calentamiento
1°C min™" a temperatura de 450°C), por lo que se cree que durante el proceso de
pirolisis ocurrieron las degradaciones térmicas de celulosa, hemicelulosa y lignina,

influenciando en las caracteristicas quimicas y fisicas del biochar.
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CAPITULO II

Composicién quimica, estructura fisica y caracterizacion de las
propiedades quimicas de la biomasa vegetal y biochar de la especie pino

caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

INTRODUCCION

Composicion quimica (grupos funcionales presentes en la estructura
quimica) del biochar.
El biochar tiene un alto contenido de C, constituido principalmente por compuestos

aromaticos. A consecuencia de la degradacion térmica de la celulosa (entre 240 y
350 °C), existe una pérdida significativa de masa por la volatilizacion y la creacion
de una matriz de C esencialmente amorfa. Aproximadamente a los 330 °C,
aparecen las primeras formas de C aromaticos y por encima de 350 °C, hojas de
grafeno (sustancia formada por carbono puro, con atomos dispuestos en un patrén
regular hexagonal, similar al grafito, pero en una hoja de un atomo de espesor)
poliaromaticos comienzan a crecer a expensas de la matriz amorfa de C. Por
encima de 600 °C, la carbonizacién se convierte en el proceso dominante, y se
caracteriza por la eliminacion de la mayoria de los restantes atomos distintos del C
y las laminas de grafeno continuan creciendo lateralmente, y se unen finalmente,
aumentando la concentracion de C en la fase solida (biochar) alrededor de 40 a
50% del peso inicial de materia prima, donde después del proceso de pirdlisis
(entre 240 y 600°C) la concentracion de C puede alcanzar hasta un 70-80 % en
peso, ¥y 90% en peso después de los 600°C (Baldock y Smernik, 2002; Antal y
Gronli, 2003 y Demirbas, 2004).

Paralelamente, en la superficie externa de las laminas de grafeno y en las
superficies de los poros, se originan numerosos grupos funcionales (hidroxilos-
OH, fendlicos y alcohodlicos, aminas -NH,, aldehidos -(C=0O)H, carboxilos —
(C=0)OH, ésteres -(C=0)OR, nitros -NO;), producto del rompimiento vy
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reordenamiento de los enlaces quimicos en la biomasa vegetal (Harris, 1997;
Harris y Tsang, 1997; Van Zwieten et al., 2010).

Adicionalmente, durante el proceso de pirdlisis los componentes principales de la
biomasa (C, H y O) se volatilizan, donde el H y O se pierden en cantidades
proporcionalmente mayores que el C, inicialmente como agua, y mas tarde como
hidrocarburos, vapores alquitranados, Hy, CO y CO, (Antal y Gronli, 2003). Es
decir que la presencia de heteréatomos (H, O, N, P y S) se encuentran
predominantemente en el anillo aromatico y también se suma a la heterogeneidad
en la superficie del biochar. Esto se atribuye a la variacion de la electronegatividad
de los heteroatomos en relacién con los atomos de C (Amonette y Joseph, 2009)
principalmente a causa de la materia prima y las condiciones del proceso de
pirdlisis bajo las cuales se produce (Schmidt y Noack, 2000; Lehmann et al.,
2011).

La estructura fisica del biochar.
La estructura fisica del biochar se basa en la porosidad y el area superficial del

mismo, producido bajo diferentes temperaturas de pirdlisis, por lo que son
particularmente importantes y tienen un papel preponderante en los efectos
significativos sobre la capacidad de retencion de agua, capacidad de adsorcion y
la capacidad de retencion de nutrientes (Downie et al., 2009; Sohi et al., 2010). La
macroestructura del biochar resultante es similar a la inicial de la biomasa vegetal
utilizada en el proceso de pirdlisis, pero con poros mas pequefos y abertura del
material, sobre todo cuando los materiales vegetales tienen alto contenido de
celulosa, porque durante el proceso de pirdlisis se eliminan los compuestos
volatiles que se encuentran en la macroestructura de la biomasa vegetal (Sohi et
al., 2010), sumado a la tension estructural causada por las grietas en esta
macroestrutura (Downie et al., 2009). Luego sigue una tendencia general de
crecimiento superficial y de la porosidad del biochar con el aumento de la
temperatura de pirdlisis (Bagreev et al., 2001; Keiluweit et al., 2010), es decir, en
rangos comprendidos entre 400-600°C (Lehmann y Joseph, 2009).
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La caracterizacion de las propiedades quimicas del biochar.
Durante el proceso de pirdlisis en la produccion del biochar se crean cambios en

sus propiedades quimicas como: (pH), conductividad eléctrica (CE), carbono y
nitrogeno total (C y N Total), capacidad de intercambio cationico (CIC) y en las
bases intercambiables (Ca, Mg, K y Na), a consecuencia de las degradaciones
térmicas de la celulosa, hemicelulosa y lignina. Es asi que durante las
degradaciones térmicas de la celulosa y hemicelulosa (entre 250 y 300°C) se
producen acidos organicos y sustancias fendlicas que disminuyen el pH del
biochar, pero luego de los 300°C las sales alcalinas comienzan a separarse de la
matriz organica y aumenta el pH del biochar hasta que se vuelve constante a una
temperatura alrededor de 600°C cuando todas las sales se han separado de la
estructura pirolizada (Abe et al., 1998; Shinogi y Kanri, 2003). Paralelamente la CE
puede aumentar lentamente con temperaturas de hasta 500°C pero a
temperaturas mas altas disminuye casi a la mitad la CE, incidiendo en la
disminucién de la concentracién de sodio del biochar en comparacion al material

de partida (Hoossain et al., 2011).

El contenido de carbono organico total (COT) aumenta con la temperatura durante
el proceso de pirdlisis, esto indica que la temperatura ha aumentado la estructura
carbonada incurriendo en un mayor ordenamiento de los atomos de carbono,
porque el oxigeno se ha eliminado a través de la deshidratacién y volatilizacion, en
consecuencia la disposicion de estructuras de carbono se transforma de

compuestos alifaticos a aromaticos (Novak et al., 2009).

En cambio el contenido de nitrégeno total (N Total) del biochar dependera no solo
de la temperatura sino del tipo de material de partida, del proceso de pirdlisis, y de
la velocidad de calentamiento. Es asi como, la concentracion de nitrégeno puede
disminuir producto de la volatilizacidon [los gases estan compuestos en parte por
oxido nitrico (NO) y dioxido de nitrégeno (NOz)] y su eliminacion causaria una
disminucién en el porcentaje del elemento, o en su defecto puede aumentar

debido a que se pueden generar otros compuestos nitrogenados de mayor
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resistencia a los procesos térmicos, tendencia que se debe al nitrdgeno movil y

residente, respectivamente (Shinogi y Kanri, 2003; Mukherjee et al., 2011).

Finalmente, la capacidad de intercambio catiénico (CIC) del biochar (como medida
de la cargas negativas del material que pueden ser neutralizadas por cationes
intercambiables), es afectada por el proceso de pirdlisis, la misma disminuye con
el aumento de la temperatura, debido a la disminucion de material organico volatil
responsable de la mayor parte de la CIC en las superficies del biochar (Chen et
al., 2008; Mukherjee et al., 2011). No obstante, puede ocurrir un incremento de las
concentraciones de las bases Ca, Mg, K del biochar en comparacion al material de
partida, a consecuencia que las mismas no son susceptibles a la volatilizacion a
temperaturas inferiores a los 700°C, por lo que no hay consideracion de la
pérdidas de peso y la consecuente concentracion relativa durante la produccién
del biochar (Neary et al., 1999; Knoepp et al., 2005).

OBJETIVO ESPECIFICOS

Caracterizar las propiedades quimicas (pH, concentraciones de carbono vy
nitrogeno totales, relacion C/N, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio
cationico, bases intercambiables, carbono organico disuelto), estructura fisica y
composicion quimica (grupos funcionales presentes en la estructura quimicas) del

biochar.

MATERIALES Y METODOS

Para las evaluaciones de la composicion quimica (grupos funcionales presentes
en la estructura quimica), estructura fisica y caracterizacion de las propiedades
quimicas de la biomasa vegetal de virutas de la especie pino caribe (Pinus
caribaea var. hondurensis) y del biochar producido por técnica de pirdlisis a
temperatura de 450°C, se recolectaron aproximadamente 500 g de dichos

materiales, para realizar las siguientes determinaciones:
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Espectroscopia infrarroja-transformada de Fourier (FT-IR).
Para determinar la presencia de grupos funcionales dentro de la estructura

quimica de la biomasa vegetal y del biochar, las muestras (0,2 g) se mezclaron
con bromuro de potasio. El grado espectroscopico de los espectros de absorcion
en el infrarrojo fueron realizados usando un equipo Varian modelo 640 operado en
modo de transformadas de Fourier (Luo et al., 2011), con uso del accesorio de
reflexion difusa. Todos los espectros fueron obtenidos por triplicado y en
porcentaje de transmitancia, con un intervalo espectral maximo de 4000 a 400
cm™ a través de 32 barridos en 4084 puntos con resolucion espectral de 4 cm™.

Microscopia electronica de barrido (SEM).
Para observar la estructura fisica (tejidos y porosidad) tanto del material de partida

como del biochar resultante, se usé un microscopio electrénico de barrido (SEM)
Hitachi, modelo S-2400. Para el analisis se prepararon las muestras mediante
recubrimiento con oro-paladio de aproximadamente 10 A (Angstrom) a < 150°C
(Luo et al., 2011).

Caracterizacion de las propiedades quimicas.

pHy CE.

El pH de la biomasa vegetal y del biochar se determin6 en agua mediante una
relacion 1:15 (peso/peso), se agitdé durante 1 minuto y se dejé reposar durante 30
minutos, este procedimiento se repitié para posteriormente realizar las mediciones
del pH con un potenciometro Orion 2 Star pH Benchtop (Thermo Electron
Corporation), (Luo et al., 2011). La conductividad eléctrica (CE), se determin6 en
las mismas suspensiones preparadas para medir pH y fue medido con un
conductimetro YSI (Yellow Springs Instrument), modelo 35.

Concentracion de carbono organico total (% COT) y nitrégeno total (% N Total).
La determinacion del COT y N total se realiz6 con un equipo de analisis elemental

Thermo Scientific, modelo Flashea serie 2000. En general, este analisis consistio
en la oxidacion completa e instantanea de las muestras de la biomasa vegetal y
biochar por combustion con oxigeno ultra puro a temperatura entre 900 a 1100°C.

La calibracion se realizd con estandares certificados por el proveedor del equipo.
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La cantidad del patron estandar que se empled para la calibracion se encontré
entre 2,3 a 2,8 mg. El patron que se empleo es BBOT Standard CHNS que es el
compuesto organico 2,5 — {Bis (5-tert-butyl-2-benzo-oxazol-2-yl) triophene}, cuyo
contenido elemental es: C (72,52%), H (6,09%), N (6,51%), S (7,44%) y O
(7,43%). En el caso de las muestras de biomasa vegetal y del biochar se utilizaron
entre 3 a 4 mg y se realizaron las determinaciones por triplicado. Como la lectura
esta directamente relacionada al peso de la muestra, la concentracién de COT se
expresa en %p/p.

C/N.
La relacion C/N se calculé de la division del contenido de COT entre el contenido
de N total.

Concentracion de Carbono organico disuelto (COD).

Muestras de biomasa vegetal y del biochar producido se mezclaron y agitaron
suavemente con agua desionizada en una proporcion de biomasa vegetal o
biochar: agua de 1:10, durante 30 minutos. Luego, los extractos acuosos se
filtraron a través de una membrana de filtro de nitrato celulosa con una apertura de
poros de 0,45 um: este procedimiento de extraccion fue repetido 5 veces para
obtener 50 ml del filtrado (Luo et al., 2011). En el extracto obtenido se determino¢ el
contenido de carbono organico mediante un analizador de carbono (Equipo
Teledyne Tekmar, modelo Apolo 9000).

Capacidad de Intercambio catidnico (CIC) y concentracion de bases intercambiables.
La CIC se determind mediante la saturacion de los sitios de intercambio de las

muestras de biomasa vegetal y el biochar (1g) dos veces con una solucién de
acetato de amonio (40 ml, 1 M a pH 7). Tanto la biomasa vegetal, el biochar y la
solucion de acetato de amonio se agitaron durante toda la noche anterior al
analisis. Posteriormente se transfirieron la solucion y el material solido respectivo
en una jeringa con un filtro de lana de vidrio para eliminar la solucion durante un
periodo de dia y medio. Luego las muestras de biomasa vegetal y biochar
retenidas en la lana de vidrio se enjuagaron con alcohol isopropilico,
descartandose del sistema. Luego se adicion¢ a la jeringa solucion de KCI (40 ml,

2 M) dos veces para sustituir los iones de amonio (Hale et al., 2011). Las bases

21



intercambiables se determinaron mediante espectrofotometria de absorcion
atomica (Equipo Perkin Elmer, modelo 3110) y el N-NH;" mediante el método
Kjeldahl (USDA, 1972).

Analisis estadistico.
Los resultados obtenidos de las determinacion de las caracteristicas de las

propiedades quimicas de la biomasa vegetal de virutas de la especie pino caribe
(Pinus caribaea var. hondurensis) y del biochar producido a 450°C, fueron
sometidos a un analisis exploratorio para la comprobaciéon de los supuestos
estadisticos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk, modificado), pruebas T para
muestras independientes, mediante el programa estadistico INFOSTAT Version/E
(Di Rienzo et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica (grupos funcionales presentes en la estructura
quimica) de la biomasa vegetal y biochar de Pinus caribaea var.
hondurensis.

La espectrometria IR de compuestos organicos de Silverstein et al. (2005),

permitio la identificacion de los diferentes picos de asignacion correspondientes a
los grupos funcionales en la biomasa vegetal (Figura II.1 y Cuadro 11.1) y biochar
(Figura 1.2 y Cuadro 1l.2) de Pinus caribaea var. hondurensis, resultados que
indican cambios en los grupos funcionales presentes en la estructura quimica del
biochar en comparacion a la de la biomasa vegetal producto del proceso de
pirolisis, que se visualizan principalmente entre los numeros de onda de 600 a
1800 cm™, es decir, que el proceso de pirdlisis gener6 cambios en los grupos
funcionales encontrados cercanos a los nimeros de ondas a los 1700 cm™ que
corresponden a compuestos que provienen de la hemicelulosa, aproximadamente
a los 1400-1500 cm™ a la celulosa y lignina, y a los 1300 cm™ a la celulosa;
hemicelulosa, intervalos de numeros de ondas propios de biomasas vegetales de
maderas como son de pino (Pinus sp y Pinus sylvestris L), pino ponderosa (Pinus
ponderosa), Boj comun (Buxus sempervirens), y lamparilla (Populus tremula),
(Pandey y Pitman, 2003, Colom et al., 2003; Morre y Owen, 2001).
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Figura Il. 1. Espectroscopia infrarroja-transformada de Fourier (FT-IR) de la
biomasa vegetal de Pinus caribaea var. hondurensis.
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Figura Il. 2. Espectroscopia infrarroja-transformada de Fourier (FT-IR) del biochar
de Pinus caribaea var. hondurensis producido con técnica de pirdlisis a 450°C.
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Cuadro II.1.- Caracterizacién de bandas de espectros de infrarrojo de la biomasa

vegetal de Pinus caribaea var. hondurensis.

Nimero de Ondas (cm™)

Asignacion de grupo funcional

3350
2926
1715
1650
1500

1390
1310

1225y 1200

1087 y 1075
900

O-H estiramiento de alcohol o agua (producto del
KBr)
C-H estiramiento asimétrico de alcano (CHy).
C=0 estiramiento cetona alifatica saturada del
grupo carbonilo.
C=C estiramiento no conjugado alqueno lineal.
C=C estiramiento de hidrocarburo aromatico
mononucleares
C-0 estiramiento de fenoles.
C-C estiramiento de esteres de acido aromatico.
C-O-C estiramiento simétrico y asimétrico de
éteres.
C-0 estiramiento de alcohol.
C-H aromatico fuera del plano de flexién.

Cuadro 1l.2.- Caracterizacion de bandas de espectros de infrarrojo del biochar de

Pinus caribaea var. hondurensis producido con técnicas de pirdlisis a 450°C.

Numero de Ondas (cm’)

Asignacion de grupo funcional

3623
3400
2953 y 2926
1600
1450
1310
1275
900 y 832

O-H estiramiento de alcohol o agua (producto del KBr).
O-H estiramiento de alcohol.

C-H estiramiento simétrico y asimétrico de alcano.
C=C estiramiento asimétrico de anillos aromaticos.
C-H estiramiento asimétrico de CHa.

C-C estiramiento esteres de acido aromatico conjugado.
C-O-C estiramiento de éteres.

C-H aromaticos fuera del plano de flexion.
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De la misma manera, se infiere que durante el proceso de pirdlisis lenta (velocidad
de calentamiento 1°C min™ a temperatura de 450°C) existieron transformaciones
basicamente iniciado por la inestabilidad de los enlaces quimicos individuales
dentro de la biomasa vegetal y continuado gracias a las elevadas temperaturas
implicadas en la carbonizacién, es decir que los componentes principales de la
biomasa vegetal se transformaron térmicamente, segun cada componente:
celulosa (240 a 350°C), hemicelulosa (200 a 260°C) y la lignina (280 a 500°C),
siendo las principales reacciones de descomposicion en la biomasa vegetal de
pino caribe la desvolatilizacién (liberacion de sustancias volatiles) y carbonizacion,
es decir una desgasificacion y despolimerizacion (Downie et al., 2009; Herbert et
al., 2012) generando la disminucion de la concentracion de los grupos funcionales
(% de transmitancia) y en los picos de los respectivos numeros de ondas: 3400
cm' para enlaces O-H de estiramiento de alcohol; 2926 cm™ para C-H de
estiramiento asimétrico de alcano; 1275 cm™ para C-O-C de estiramiento de
éteres, y la desapariciones de los picos de los grupos funcionales en sus
respectivas longitudes de ondas: 1715 cm™ para C=O de estiramiento cetona
alifatica saturada del grupo carbonilo, 1390 cm-1 para C-O de estiramiento de

fenoles, 1087 y 1075 cm™' para C-O de estiramiento de alcohol.

Al mismo tiempo, el proceso de pirdlisis genero el incremento de la concentracion
(% de transmitancia) de los siguientes grupos funcionales en sus numeros de
ondas correspondientes: 1600 cm™ para enlaces C=C de estiramiento asimétrico
de anillo aromatico, 1310 cm™ para C-C de éteres de acido aromatico conjugado y
los 900 cm™ para C-H aromaticos fuera del plano de flexién, y adicionalmente se
generaron las bandas 2953 cm™ para enlaces C-H de estiramiento simétrico de
alcano, 1450 cm™ para C-H de estiramiento asimétrico CH,, y los 832 cm’' para C-
H aromaticos fuera del plano de flexion, del mismo modo se genero a los 3623
cm™ un estiramiento de alcohol o agua, producto del KBr ya que la muestra del

biochar se encontraba seca al momento del analisis.

Estos resultados indican coincidencia con los sefialados por Lui et al. (2015) y
Jindo et al. (2014), quienes sefalaron que durante el proceso de pirdlisis de
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biomasa vegetal para la produccién del biochar, se generan cambios en las
vibraciones O-H (aproximadamente a 3400-3500 cm™); C-H (2920-2848 cm™);
C=0 (1600 cm™); C=C (1600cm™); C=C y C-H (1400 cm™) y C-H (750-900 cm™),
como resultado de la temperatura de carbonizacidn que modifica los grupos
funcionales, y por lo tanto los grupos de C alifaticos tienden a disminuir pero el C
aromatico aumenta, como consecuencia de las degradaciones térmicas de la
celulosa, hemicelulosa y lignina en este orden, ya que la lignina es la mas dificil de
descomponer (Demirbas, 2004). Suponemos entonces que en el proceso llevado
en nuestra investigacion para obtener biochar a 450 °C ocurrié algo similar que al
final generd un carbon recalcitrante proveniente de la lignina como componente

principal del biochar, por resistir parcialmente la descomposicion pirolitica a 450°C.

En el mismo orden de ideas y sobre la base de las mediciones de FI-IR del biochar
de Pinus caribaea var. hondurensis, estos resultados son semejantes a los
obtenidos en investigaciones de Zhao et al. (2015) en la produccidn de biochar de
Pinus massoniana y Cunninghamia lanceolata a 450°C; Zhang et al. (2013), al
producir biochar de aserrin de pino a temperaturas de 550; 700 y 850°C ; Jindo et
al. (2014) al utilizar biomasa vegetal de residuos del cultivo de arroz (Oryza sativa
L.), astillas de madera de manzano (Malus pumila) y roble (Quercus serrata) para
la produccion de biochar a diferentes temperaturas (400, 500, 600, 700, y 800°C) y
Luo et al. (2011, 2013), evaluando biochar de Miscanthus (Miscanthus giganteus)
producidos a 500 y 750 °C; todos ellos encontraron que con el incremento de la
temperatura de pirdlisis, en el biochar ocurre un incremento del grado de
aromaticidad (grupos aromaticos C=C) debido a la mayor carbonizacion durante el

proceso de pirdlisis en comparacion con la muestra de biomasa vegetal.

Finalmente, también se observo en los resultados de FI-IR del biochar en los
nimeros de onda entre 2700 a 3500 cm™' que la generacion y disminucion de
enlaces C-H (estiramiento simétrico y asimétrico de alcano) en esta zona, asi
como cualquier heteroatomo, permite la heterogeneidad quimica (variacion de la

electronegatividad de los heteroatomos en relacion con los atomos de C ) del
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biochar, cuyo origen es fundamentalmente por la materia prima y las condiciones
del proceso de pirdlisis bajo las cuales se producen (Amonette y Joseph, 2009,
Schmidt y Noack, 2000 y lehmann et al., 2011).

Caracterizacion de la estructura fisica de la biomasa vegetal y del biochar
de Pinus caribaea var. hondurensis.
Al comparar las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de la

biomasa vegetal y biochar producido a 450°C (Figura 11.3), se observan los
grandes cambios morfolégicos de la biomasa vegetal como consecuencia del
proceso de pirdlisis para llegar a la estructura fisica del biochar, notandose la
desaparicion de la epidermis de la virutas del material de partida y la aparicion de
las paredes de lo que eran las traqueidas y las células parenquimaticas del radio
(Figura 11.3), en comparacion con la estructura de la biomasa vegetal en la que se
observa solamente la epidermis de la virutas del material de partida (Figura 11.3).
Del mismo modo, este estudio demuestra que el biochar conserva una estructura
porosa significativa de tejido biolégico, como consecuencia de la liberacion de
sustancias volatiles y carbonizacién durante el proceso de pirdlisis de los

principales componentes del pino caribe.

Resultados que se asemejan con los encontrados por Zhang et al. (2013), quienes
afirmaron que la condicion de pirdlisis de calentamiento lento para obtener biochar
de aserrin de pino manteniendo una velocidad de calentamiento entre 273; 272;
271°C.seg™ a temperaturas de 550; 700 y 850°C permitié que la estructura fibrosa
del aserrin de pino se mantuviera en el biochar, esto asociado a la porosidad
natural del material de partida que permite la volatilizacion de sustancias que son
liberadas a través de las traqueidas durante la descomposicion térmica vy
paralelamente ocurriendo la aparicion de espacio poroso y en mayor abundancia a
medida que las temperaturas aumentan, debido al grado de carbonizacion, lo que
conduce a un mayor ablandamiento de la lignina, de fusién (cambio de estado,
producto de un proceso fisico como consecuencia de la temperatura de pirdlisis) y
de ese modo los poros son parcialmente obstruidos en el biochar (Luo et al., 2011;
Shaaban et al., 2013; Anginy Sensoz, 2014).
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Figura Il. 3. Micrografia electronica de barrido (SEM) de la epidermis de la viruta
de pino caribe (imagen de la izquierda) y biochar (imagen de derecha) mostrando:
A) los tabiques de radio parenquimatico y B) las puntiaduras de los conductos de
la traqueida del biochar producido a 450°C

Igualmente investigadores como Zheng et al. (2013) al observar imagenes de SEM
de biochars obtenido de cafa brava (Arundo donax L) producidos a 300, 350, 400,
500 y 600°C, respectivamente, encontraron que todos los biochars tenian una
estructura celular tipica de la planta, y las diferencias entre ellos en el SEM eran
insignificantes. Sin embargo, la cantidad total de poros aumentd con el incremento

de la temperatura.

En resumen, Las imagenes de SEM de los materiales antes y después de la
pirdlisis (Figura Il. 3) indican que los compuestos volatiles liberados durante el
proceso crearon poros en el biochar aunque se mantienen las caracteristicas de la
estructura fisica fibrosa del material de partida debido a la baja velocidad de

calentamiento, lo que conduce a una carbonizacion parcial.
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Caracterizacion de las propiedades quimicas de la biomasa vegetal y del
biochar de Pinus caribaea var. hondurensis.
La degradacion térmica de la celulosa, hemicelulosa y lignina de la biomasa

vegetal durante el proceso de pirdlisis, determina las caracteristicas quimicas del
biochar, las cuales estan influenciada por los grupos funcionales presentes en la
estructura quimica vy fisica del biochar. En tal sentido, las caracteristicas quimicas
del biochar obtenido se presentan en el Cuadro 11.3, observandose los siguientes

cambios:

pHy CE.
La diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en los resultados de la medicién

del pH en el biochar, indicaron un aumento con una diferencia de 1,95 unidades
de pH entre el material de partida y el biochar de pino caribe (4,90 y 6,85,

respectivamente).

Sobre la base de dichos resultado, el pH del biochar obtenido se encuentra
cercano al rango de 6,6-6,7 para biochar de pino producido a 450°C. (Ronsse et
al., 2013 y Zhao et al., 2015, respectivamente). En cambio usando temperatura
contiguas de 450°C con biomasas vegetales diferentes a la utilizada en esta
investigacion el pH del biochar de Miscatus giganteus a 350 y 700°C alcanzo 7,81
y 10,80, respectivamente (Luo et al., 2011, 2013) y para biochar de lodos de
aguas residuales sometidos a temperaturas de 300, 400, 500 y 700°C, los pH se
encontraron entre 5,32 a 12 (Hossain et al., 2011). Aun cuando existen diferencias
entre los materiales de partida utilizados en las investigaciones citadas para la
produccion de biochar aunque manteniendo temperatura de pirdlisis proximas a la
de nuestra investigacion, en general el pH aumenta con la temperatura de pirdlisis
y se asume que esto es consecuencia de la degradacion térmica de la pared
celular (celulosa, hemicelulosa y lignina) de la biomasa vegetal, y en este caso de
las virutas de pino caribe (Capitulo |) y concuerda con la composicién quimica
(grupos funcionales) de ambos materiales (Cuadro 11.1 y 11.2), ya que el proceso de
pirolisis permite la separacion de los compuestos organicos (carbono) e
inorganicos (sales de metales alcalinos), efecto que se genera en temperaturas de
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pirdlisis mayores de 300 °C (Abe et al.,

1998; Shinogi y Kanri, 2003) con el

concomitante aumento del pH del biochar, dandole un potencial de enmienda

agricola.

Cuadro Il 3.- Caracteristicas de las propiedades quimicas de la biomasa vegetal y

biochar de Pinus caribaea var. hondurensis.

Propiedades

Quimicas

Pinus caribaea

var. hondurensis

Biochar
a450°C

pH en agua (1:15)

CE en agua (1:15) dS m™

C Total (%)
H/C

COD (ug C.g")
N Total (%)
C/N

CIC (cmol.kg™)

4,90 (£0,00) b
0,11 (+0,01) a
46,84 (0,01) b
1,49 (20,01) a
698,97 (+0,01) a
0,13 (+0,01) a
351,30 (0,01) b
44,17 (+1,44) a

6,85 (+ 0,07) a
0,06 (+0,01) b
73,41 (x0,01) a
0,57 (+0,01) b

232,79 (+0,01) b
0,16 (+0,01) a

458,75 (+0,01) a
16,67 (+1,44) b

Bases intercambiables (cmol. kg™)

Ca 0,88 (£0,16) b 4,37 (20,45) a
K 0,09 (£0,02) b 0,43 (+0,14) a
Mg 0,39 (0,13) b 1,88 (20,33) a
Na 0,21 (0,00) a 0,12 (£0,04) b

CE: conductividad eléctrica; C Total: carbono total; H/C: relacion hidrégeno-carbono N Total:
nitrégeno total; C/N: relacion carbono-nitrogeno; COD: carbén organico disuelto; CIC: capacidad
de intercambio cationico; Ca, K, Mg y Na: calcio, potasio, magnesio y sodio intercambiables,
respectivamente. Numeros en paréntesis representa la desviacion estandar y letras minusculas

diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los materiales (Prueba T, 95%)

No obstante, la diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en las mediciones
de CE, mostraron que las CE fueron mas bajos en el biochar de pino caribe (0,06
dS.m™) en comparacion al material de partida (0,11 dS.m™). Este valor de CE esta
en los rangos obtenidos por Gundules y Delucas, (2006), para biochar de pino
ponderosa producido a 350 y 800°C (0,001 a 0,15 dS m™). Hossain et al. (2011),
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aunque trabajando con lodo de agua residual pirolizado a temperaturas de 300,
400, 500 y 700°C, también encontraron que la CE disminuy6 (4,12; 4,15; 4,7y 2,5
dS m”, respectivamente) a medida que aumento la temperatura de pirdlisis en
comparaciéon al material de partida (11,95 dS.m‘1); sefalan que ademas, ocurrio

una disminucioén en la concentracion de sodio.

Por lo tanto existe una correlacién inversa entre el pH y CE, es decir que la
separaciéon de compuestos organicos e inorganicos en el proceso de pirdlisis,
genera un incremento del pH y una disminucion de la CE. En esta investigacion
también se encontraron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) para las
concentraciones de sodio intercambiable siendo mas baja en el biochar (0,12
cmol..Kg™) en comparacion al material de partida (0,21 cmol..Kg™).

Concentraciones de COT.
Con base a las diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en las

concentracion de COT entre la biomasa vegetal y el biochar (Cuadro 11.3), se
observo una tendencia a presentar mayor concentraciones de C total en el biochar
(73,41 %) seguido de la biomasa vegetal (46,84%). Este resultado se encuentra
cercano al rango (73,9 y 81,7% COT) obtenido por Gaskin et al. (2008) para
biochar de madera de pino (Pinus taeda) producido a 400 y 500°C
respectivamente. Aunque se encuentran a 9,1 y 12, 89 unidades por debajo (82,5
y 86,3 % de COT) para biochar de madera de pino producido a 300 y 400°C,
respectivamente (Ronss et al., 2013) e igualmente por debajo de los 95% del COT
para biochar de madera Prosopis utilizando pirdlisis lenta por Mahimairaja y
Shenbagavalli (2012). Sin embargo, las diferencias en las concentraciones de
COT del biochar se deben a las variaciones de las concentraciones de celulosa,
hemicelulosa y lignina en las especies de pino usadas, asi como a la degradacion
térmica en el proceso de pirdlisis (Capitulo 1), incidiendo en el incremento del COT,

es decir en un material mas aromatico.

Como se aprecia estadisticamente con la determinacién de la relacion H/C, el
biochar presenta una relacion mas baja (0,57) en comparacién a la biomasa
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vegetal de pino caribe (1,49). La relaciéon H/C del biochar es semejante al obtenido
en 0,56 y 0,49 para biochar de madera de pino producido a 300 y 450 °C,
respectivamente (Ronss et al., 2013). No obstante, se encuentra por encima de
0,03 encontrado para biochar de Pinus massoniana producido a 450°C (Zhao et
al., 2015). Estas diferencias en las relacion atomica, son producto de la incidencia
de la temperatura de pirdlisis sobre los principales componentes del material de
partida, que resulta en una perdida desproporcionada de hidrégeno mientras que
el carbono forma compuestos mas estables de naturaleza aromatica ( Van Zwieten
et al., 2010). En tal sentido, la disminucion en las relaciones atémicas refleja el
creciente grado de modificaciones estructurales del biochar, debido a las
reacciones de carbonizacion en el mismo al aumentar la temperatura (Zheng et al.,
2013), por lo que exhiben un alto grado de carbonizacion en estructuras
aromaticas (Novak et al., 2009). Esto es confirmado con el analisis de FI-IR
(Cuadro 1.1 y 11.2) con la presencia de un pico de estructura mas aromaticas (es
decir, una disminucion de la trasmitancia en el grupo funcional carbono de doble
enlace en el FI-IR del biochar), resultados que corroboran que durante el proceso
de pirdlisis a 450°C ocurrié el reordenamiento y formacion de una estructura mas

aromatica de carbono (Luo et al., 2011, 2013).

Carbono Organico Disuelto (COD).
El proceso de pirdlisis produjo una disminucion estadisticamente significativa de la

concentracion de carbono organico disuelto (COD) del biochar (232,79 ug C g™)
en comparacion a la del material de partida (698,97 ug C. g™'), y se encontré muy
por encima del valor de 2,54 ug C. g'1 para biochar de Pinus massoniana
producido a 450°C (Zhao et al., 2015) e igualmente para biochar de Pinus taeda
producido a 400 y 500°C (0,12 y 0,09 ug C. g™') segun investigacion de Gaskin et
al. (2008).

La mas baja concentracion de COD del biochar es a consecuencia de la
desaparicion de grupos funcionales como cetonas, ésteres y alcoholes, como se
aprecia en el analisis de FI-IR (Cuadro 11.1 y 11.2), resultado que concuerda con lo
encontrado por Mimmo et al. (2014) quienes al producir biochar de Miscanthus
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(Miscanthus giganteus), con el uso de temperaturas de pirdlisis de 350, 360, 370,
400 y 450°C, respectivamente, concluyeron que a temperaturas mayores a los
350°C existe la desaparicion de grupos funcionales como los grupos carboxilico
(acidos carboxilicos, esteres, aminas), carbonilo (cetonas, aldehidos) e hidroxilo
(alcoholes), originando la disminucion de la fraccién de carbono labil (COD) del

biochar.

Concentraciones de N Total
Las concentraciones de N Total en el biochar de pino caribe (0,16%) producto del

proceso de pirdlisis (Cuadro Il 3), genero un ligero incremento del 0,03% al
compararlo con el material de partida (0,13%). La concentracién de N total del
biochar se encuentra por debajo del rango 0,25 y 0,23% para biochar de Pinus
taeda producido a 400 y 500°C, respectivamente, por Gaskin et al. (2008). Estos
mismos investigadores también encontraron que el nitrégeno se mantiene en el
biochar, en vista que la concentracién inicial de nitrégeno de la virutas de Pinus
taeda era de 0,09 %, es decir que una proporcion relativamente alta del nitrégeno
del material de partida se conserva a bajas temperaturas (mas a 400°C que a
500°C). Almendros et al. (2003) asociaron esta tendencia a la incorporacion del
nitrogeno en estructuras resistentes al calentamiento térmico, debido a que existe
una moderada oxidacion térmica que permite la aromatizacion y la formacion de
nitrogeno heterociclico, resultados que fueron obtenidos por los mismos autores al
obtener un incremento del nitrégeno de residuos carbonizados durante
transformaciones térmicas de la materia organica de turba a 350°C. Por su parte,
Chan y Xu (2009), senalan que debido al proceso de pirdlisis de materiales
organicos, ocurren pérdidas de N total a temperaturas superiores a 400 °C lo que
simultdneamente produce un cambio en la estructura quimica de los restantes
grupos con atomos de N en el biochar, incrementando su concentracion al
compararlos con el material de origen, en vista de que a temperaturas de
aproximadamente 330°C comienzan aparecer las primeras formas de C aromatico
en el biochar, lo cual genera una resistencia a la volatilizacion durante el proceso

de pirdlisis, resefia que concuerda con los resultados de esta investigacion.
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Relacion C/N.
Si se consideran los efectos que tiene el proceso de pirdlisis sobre la biomasa

vegetal para la obtencion de biochar en las concentraciones de CO y N Total, se
entiende el porqué la relacion C/N de ambos materiales son diferentes
estadisticamente, existiendo una diferencia de 107 unidades entre el biochar
(458,75) y el material de partida (351,30), como consecuencia del proceso de
pirdlisis. Segun Chan y Xu (2009) las relaciones de C/N de biochar pueden diferir
bastante, entre 7 y 500 para una amplia variedad de materiales. Sigua et al. (2014)
en su investigacion sefalan que ciertamente el material de partida y el proceso de
pirolisis determina la relacion C/N, e indican que los biochars derivados de
materiales lignoceluldsicos presentan mas alta relacion C/N que los derivados de
materia prima a bases de estiércol. Al comparar la relacién obtenida en esta
investigacion con las relaciones para sustratos organicos (C/N > 20) sefialadas por
Navarro y Navarro (2003), se inferiria que el biochar e incluso el material de
partida pueden inmovilizar el nitrogeno que estaria disponible para las plantas
cuando se incorpora a los suelos agricolas, por accion de los microorganismos.
Schomberg et al. (2012) consideran que los biochars derivados de madera tienden
a tener mayor retencion del N en el suelo, que aquellos derivados de biomasas
herbaceas, principalmente por su alta relacion C/N. Ademas, es importante
considerar el aporte de COD (una forma de carbono labil) que se derivaria de

ambos materiales, al momento de ser incorporados en los suelos agricolas.

Capacidad de Intercambio Cationico (CIC).
Los resultados de CIC del material de partida y el biochar de pino caribe obtenido

a 450°C en esta investigacion presentaron diferencias estadisticas, y el proceso
de pirdlisis origind6 un descenso en la CIC del material de partida al producir el
biochar (de 44,17 a 16,67 cmol. Kg™). Este valor se asemeja al encontrado por
Mahimairaja y Shenbagavalli (2012) quienes produjeron un biochar de madera de
Prosopis a pirdlisis lenta, con CIC de 16 cmol+.Kg'1 a un pH de 7,57. Asimismo,
Gundale y Delucas (2006) reportaron CIC préximos a 20 cmol..Kg™"' para biochar
de pino ponderosa (Pinus ponderosa) producido a 350°C. Sin embargo, Huff et
al. (2014) produjeron biochar de pino a 300, 400 y 500°C con una CIC mas baja de
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10 cmol..Kg1 a pH igual a 7. Igualmente, Gaskin et al. (2008) reportaron que la
CIC de biochar de Pinus Taeda producido a 500 °C fue significativamente menor
(5,03 cmol..Kg”') que el producido a 400°C (7,27 cmol..Kg™'). En resumen el
proceso de pirdlisis ocasiona disminucion de la CIC del biochar debido a la perdida
de grupos funcionales oxigenados, como se muestra en el analisis de FI-IR
(Cuadro 11.1 y 11.2). Para Mukherjee et al. (2011) seria la causa del descenso en la
CIC del biochar.

Bases (Ca, Mg y K) intercambiables.
El biochar de pino caribe producido a 450°C presentd concentraciones mas altas

de Ca, Ky Mg (4,37, 0,43 y 1,88 cmol...Kg™, respetivamente) y estadisticamente
diferentes que las del material de partida (0,88, 0,09 y 0,39 cmol® Kg~,
respetivamente). El incremento de las bases en el biochar obtenido se debe en
parte por las degradaciones térmica de la pared celular de la viruta de pino caribe,
gue, no obstante la temperatura de 450°C usada en el proceso de pirdlisis, esta no
es suficientemente alta como para llegar a las temperaturas umbrales de
volatilizacion, por lo que las bases intercambiables se incorporan a la estructura
carbonada del biochar, permitiendo el incrementos de las mismas. En este
sentido, Van Zwieten et al. (2010) al realizar los analisis quimicos de dos tipos de
biochar derivados de la pirdlisis lenta (velocidad de calentamiento 5-10°C min™" y
temperatura de 550 °C) de lodos de plantas de pulpas de madera, encontraron
concentraciones de Ca, Ky Mg de 6,2, 0,22 y 1,2 cmol* Kg™' respectivamente,
infieren que los cambios en las concentraciones de las bases intercambiables de
los biochars se debe a las temperaturas en el proceso de pirdlisis, dado que el
potasio (K) es susceptible a la volatilizacion a temperaturas entre 700-800°C,
mientras que el magnesio (Mg) y el calcio (Ca) se volatilizan a temperaturas
superiores a 1000°C en materiales madereros (Neary et al., 1999; Knoepp et al.,
2005).

CONCLUSIONES
El biochar de pino caribe present6 un incremento del grado de aromaticidad e

incidiendo en la concentracion del COT. Paralelamente conserva una estructura

porosa significativa del tejido biolégico y con aumento en los valores de las

35



siguientes caracteristicas y propiedades quimicas (pH, N total, relacién C/N, CIC y
bases de Ca, Mg y K intercambiable). Por otra parte, el biochar presento los
valores mas bajos de CE, Na intercambiable y COD en comparacién con el
material de partida. Debido a esto, se cree que el biochar producido en esta
investigacion presente caracteristicas como un material con potencial de uso como
enmienda organica y mejorador de las propiedades quimicas y biologicas en
suelos acidos.
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CAPITULO III

El efecto de la incorporacién del biochar de la especie pino
caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) sobre las propiedades

quimicas de un suelo.

INTRODUCCION

Efectos del biochar en las propiedades quimicas del suelo.
El biochar influye en las propiedades quimicas del suelo, produciendo cambios en

el pH, conductividad eléctrica (CE), bases intercambiables y capacidad de
intercambio catiénico (CIC) (Gundale y Deluca, 2007; Warnock et al., 2007).

Dependiendo de la biomasa utilizada para obtener biochar, y sus contenidos de
cationes basicos, tales como Ca, Ky Mg, asi como de Si, pueden formar éxidos o
carbonatos durante el proceso de pirdlisis. Tras la liberacion de estos Oxidos
en el suelo, reaccionarian con el H'y el A" reduciendo la acidez
intercambiable y por consiguiente elevando el pH del suelo (Novak et al., 2009).
Asi mismo, cuando el biochar presenta altas concentraciones de carbonatos
puede tener propiedades de encalado para superar la acidez del suelo (Chan y
Xu, 2009).

Se ha informado que el biochar obtenido de residuos de las fabricas de papel que
usan eucalipto (Eucalyptus) resultd eficiente para elevar el pH de un suelo
Ferrosol acido de Australia, de 4,20 a 5,93 en el suelo sin incorporacion de
fertilizantes y de 4,13 a 5,73 en el suelo con fertilizantes, en consecuencia el
biochar disminuyé significativamente el A" intercambiable (Van Zwieten et al.
2010). De igual forma, Luo et al. (2011) encontraron que la incorporacion de
biochar obtenido de Miscanthus giganteus a 350 y 700°C, en un experimento
de incubacién con suelos de diferentes pHs provenientes de un Aquic paleudalf
del Reino Unido, aumentd el pH del suelo después de 90 dias de incorporado,
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para los suelo de pH bajo desde 3,7 a 4,4 (biochar 350°C) y 5,1(biochar 700°C),
mientras que para los suelos de pH altos los valores aumentaron desde 7,4 a 7,7 y
8,0. (350 y 700°C, respectivamente).

No obstante, la CE es un parametro quimico que debe ser analizado con cautela,
ya que su determinacion en el biochar es una medicion indirecta de sales
solubles totales y contenidos de Ny S (Lehmann y Joseph, 2009). En base a lo
citado anteriormente, Gundale y DelLuca (2006) reportaron sales solubles
acumuladas en los espacios porosos de biochars obtenidos de pino ponderosa y
abeto de Douglas (Pinus ponderosa y Psuedotsuga menziesii, respectivamente),
probablemente debido a las diferencias en la composicién del tejido de la biomasa
vegetal de las especies, producto de los procesos de pirdlisis, que fueron mas
altos en el biochar producido a altas temperaturas que los de biochar obtenidos
a temperaturas mas bajas (desde 350 hasta 800°C). Aunque estos autores no
evaluaron el efecto en la CE del suelo, sefialan que si se debe tener en cuenta al
pensar incorporar el biochar en cualquier orden de suelos, para evitar posibles
problemas de salinidad. Como Nigussie et al. (2012), lo propusieron en su
investigacion al incorporar biochar obtenido de tallo de maiz (Zea mays) después
de su aplicacién en un suelo Nitisol de Jimma (Etiopia), el mismo género un
incremento en la CE del suelo (0,21 a 0,27 dS.m™), atribuido a los carbonatos de
metales alcalinos, cantidades variables de Si, y pequefas cantidades de N

organico e inorganico.

Otro efecto que tiene la incorporacién del biochar en las propiedades quimicas del
suelo, es el aumento de la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Lehmann
et al., 2002) por presentar mayor capacidad para adsorber y retener cationes en
formas intercambiables, debido a su area superficial y cargas negativas
superficiales (Liang ef al., 2006). Los estudios han demostrado un aumento
significativo en la disponibilidad de Ca, Mg y K, cuando se adiciona biochar al
suelo (Glaser et al., 2002; Lehmann et al., 2002; Topoliantz et al., 2005). Sin
embargo, aunque el biochar recién producido presenta bajas capacidades de
intercambio anionico y cationico (Cheng et al., 2006; 2008; Lehmann, 2007),

38



estas aumentan progresivamente al transcurrir el tiempo después de su
incorporacion al suelo, debido a la oxidacion abidtica y bidtica de la superficie
del biochar, dando como resultados un incremento muy particular de los grupos
carboxilicos en la superficie, originandose una mayor carga negativa y
posteriormente una capacidad cada vez mayor para retener los cationes (Cheng et
al., 2006).

OBJETIVO ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la incorporacion del biochar sobre las propiedades
qguimicas del suelo medidas a través del pH, conductividad eléctrica, concentracion
de bases intercambiables y capacidad de intercambio catidnico.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas Generales de la zona.
El area de estudio forma parte de la region fisiografica Llanos Orientales de

Venezuela, especificamente en la ciudad de El Tigre, capital del municipio Simén
Rodriguez del estado Anzoategui, el elemento geomorfologico del lugar
seleccionado lo constituyen las Mesas, y su basamento geologico es la Formacion
Mesa de edad cuaternaria (Comerma y Chirinos, 1977).

El clima de la zona corresponde con las condiciones de la zona bioclimatica de
Bosque Seco Tropical, con vegetacion tipica de sabana; caracterizada por la
existencia de dos periodos bien definidos: uno de sequia (noviembre-abril) y otro
lluvioso (mayo-octubre) con una precipitacién y evaporaciéon anual de 1162,5 mmy
2335,6 mm, respectivamente, y una temperatura minima y maxima media anual de
22 °Cy 32,6 °C, respectivamente (INIA, 2013).

Caracteristicas del sitio de estudio.
El suelo que se utilizo en esta investigacién, fue obtenido de la Estacidn

Experimental Anzoategui (INIA - El Tigre), perteneciente a la Serie Guanipa,
taxondmicamente identificado a nivel de gran grupo como Haplustox (Comerma vy

Chirino, 1977). Las caracteristicas generales se muestran en el Cuadro Ill.1, como

39



texturas arenosa franco (aF) a los 25 cm de profundidad, pH fuertemente acido y
fertilidad muy baja (bajos valores de COT, CIC y bases intercambiables). Los
valores obtenidos en esta investigacién se encuentran dentro del ambito sefialado
por otros autores para los llanos orientales, como Gomez y Paolini (2006) al
encontrar predominancia de texturas gruesas y pHs de 4,8 a 5,3 en suelos de
sabana nativa del estado Anzoategui. También se corresponden con los bajos
niveles encontrados por Sanchez et al. (2011) y Romero et al. (2011) para COT
(< 0,23 %), y bajas proporciones de bases intercambiables que variaron entre
Ca>Mg>Na>K. respectivamente.

Cuadro lll 1. Propiedades Fisico-Quimicas del suelo de la estacion Experimental
Anzoategui (INIA-EI Tigre).

Suelo de la estacion

Propiedades Experimental Anzoategui

Fisico-Quimicas

(INIA-EI Tigre)

Profundidad (cm) 0-25
Clase Textural aF
pH en agua (1:1) 4,8
CE en agua (1:1) dS m” 0,04
COT (%) 0,28
N Total (%) 0,03
Relacion C:N 9,33
CIC (cmol. kg™ 0,05
Bases intercambiables (cmol. kg™)

Ca*? 0,01
Mg*2 0,004
K" 0,003
Na® 0,001

Fuente: Datos propios.

En cuanto al uso y manejo, el suelo seleccionado para esta investigacion

permanece bajo vegetacion natural de chaparro (Byrsonia crassifolia) y Paja Saeta
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(Trachypogon sp), durante periodos prolongados de mas de 20 afos (Bastardo,
entrevista personal, 2011).

Muestreo del suelo.
Se tomaron muestras compuestas al azar (20 submuestras) de 0-25 cm de

profundidad con barreno para un total de 150 kg. Las muestras se trasladaron
refrigeradas al Laboratorio de Fertilidad y Biologia de Suelos de la Universidad
Central de Venezuela para su refrigeracion a 4 °C.

Tamizado y pre-tratamiento del suelo.
Se realizo un pre-tratamiento a las muestras de suelos, el cual consistio en tamizar

el suelo humedo a < 2mm para su uniformidad, posteriormente se elimind todo tipo
de restos de raices u otro material. Se determiné la humedad gravimétrica del
suelo (en estufa a 105 °C, 24h) para realizar el ajuste del contenido de humedad
del suelo a 40% de su maxima capacidad de retencion de humedad (Grace et al,.
2003, Aciego y Brookes, 2009). Finalmente las muestras de suelo fueron pre-
incubadas durante 7 dias a 25°C antes de comenzar los experimentos, para
permitir estabilizar cualquier efecto estimulador del muestreo y tamizado sobre la
actividad microbiana (Aciego, 2005). Una vez cumplidas estas condiciones los
suelos estuvieron listos para los tratamientos de incubacién con el biochar

producido y la biomasa vegetal de pino fresca.

Disefio experimental.
Consistio en un experimento de incubacion de 180 dias bajo un disefio totalmente

aleatorizado en el cuarto de incubacion del Laboratorio de Fertilidad y Biologia de
Suelos (UCV-Agronomia) a 25 °C. Se establecieron tres tratamientos: 1.- Suelo
Control o Testigo; 2.- Suelo + Biochar y 3.- Suelo + pino (material de partida). La
cantidad del biochar y biomasa vegetal fresca de pino que se agrego al suelo
aportd 50 y 5 mg C g™ de suelo (en base a peso seco), respectivamente (Luo et
al. 2011). El tratamiento Control fue mezclado de la misma manera que los suelos
mezclados con el biochar o pino, para tomar en cuenta el efecto de disturbancia
mecanica (si lo hubiese). Se adicioné a los suelos de todos los tratamientos
NH4sNO3; (170 ug N g'1 suelo, en base a peso seco) para evitar cualquier
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insuficiencia microbiana del elemento (Luo et al., 2011; Aciego y Brookes, 2009).
Posteriormente se prepararon 10 bolsas plasticas por tratamiento, para un total de
30 bolsas plasticas. Las bolsas plasticas fueron incubadas en un pipote de metal
de capacidad de 220 litros con su respetiva tapa, el cual internamente tenia dos
rejillas circulares del diametro del pipote, con la finalidad de permitir tres niveles en
el mismo y poder distribuir las bolsas aleatoriamente; en el pipote se colocaron
envases con NaOH para absorber el CO, del aire y otros con agua para mantener
la humedad en el interior (Aciego, 2005). En los dias 1, 3, 7, 14, 28, 56, 87, 120,
150 y 180, se sacaron del pipote 3 bolsas (una por tratamiento) para determinar
pH, CE y los analisis de bases intercambiables y CIC se realizaran exclusivamente
en los dias 1,28, 87 y 180. Todos los analisis se hicieron por triplicado, con base a
peso de suelo seco en estufa (105°C, 24h). Es importante sefalar que todas las
muestras de suelo se consideraron destructivas una vez realizado cada uno de los

analisis planteados en el experimento.

Métodos Analiticos
Los métodos utilizados para el analisis de las muestras de suelo en los dias

senalados, se describen a continuacion:

pHy CE.
Se determinaron en la misma suspension, mediante una relacion suelo: agua en

una proporcion de 1:1. El suelo seco al aire (10 g) se agitdé con agua desionizada
(10 mL) durante 1 minuto, se dejo reposar durante 30 minutos repitiendo el
procedimiento una vez mas para posteriormente realizar las mediciones del pH
con un potenciometro (Orion 2 Star pH Benchtop (Thermo Electron Corporation) y
CE con un conductrimetro YSI (Yellow Springs Instrument), modelo 35 (Aciego y
Brookes, 2008).

Bases intercamables y Capacidad de Intercambio Cationico (CIC).
Se coloco el suelo (5 g) en una fiola de 125 mL, con 20 ml de la solucién de

acetato de amonio 1M a pH 7. Se tapoy se agitdé durante 10 minutos y se
dejé reposar hasta el dia siguiente. Luego se transfirio el contenido de la fiola
a un embudo de CIC (previamente humedecido el papel de filtro con 5 ml de
acetato de amonio 1M a pH 7). Se dejé percolar con 75 mL de acetato de
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amonio 1M a pH 7, en un balon aforado de 100 ml. Se enraso y se conservo
para el analisis de bases intercambiables mediante el uso de absorcion atomica.
Una vez extraidos los cationes se lavo el suelo saturado de amonio que quedd
en el embudo anteriormente utilizado, con alcohol isopropilico (95%) en
cuatro porciones de 10 mL cada vez, descartando los respectivos lavados.
Posteriormente se continué lavando el material contenido en el embudo,
utilizando 100 mL de NaCl 10% (p/v) con alicuotas de 25 ml cada vez, se dejo
drenar completamente y se recogi6 el producto lixiviado en un beaker de 100 ml y
se enras6 con agua destilada para determinar el N-NH," mediante el método
Kjeldahl (USDA, 1972).

Analisis estadistico.
Se conformd una base de datos para desarrollar un analisis univariado a cada uno

de los resultados obtenidos en el laboratorio, determinando analisis de estadistica
descriptiva. Posteriormente, se procedié a realizar la prueba de normalidad
Shapiro-Wilks modificado por Mahibbur y Govindarajulu (1997), con el fin de
determinar la distribucién de los datos. Una vez cumplidos los supuestos de
normalidad, se aplicé un analisis de varianza y pruebas de medias de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05; basado en dos factores
(tratamiento y tiempo) con interaccion, el factor tratamiento con tres (3) niveles
cada uno con tres (3) replicas y el muestreo con 10 niveles, utilizando el siguiente
modelo (Di Rienzo et al., 2013):

1.- Dentro de cada muestreo.
Yij =u+T+ Eij.

Donde:

Yj: Observaciones de las variables respuestas.
u: Media general.

Ti: Efecto de i-ésimo tratamiento.

Eij: Término de error aleatorio asociado a la observacion Y.
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2.- Entre muestreo (dos factores — combinados).
Yijk =pt Mj + Rk(Mj) +T; + MjTi + Eijk-

Donde:

Yix: Observaciones de las variables respuestas.

u: Media general.

M;: Efecto asociado de j-ésimo dia de muestreo.

R«(M;): Termino de error debido al efecto asociado de j-ésimo dia del muestreo en
las k-ésimas observaciones.

T;: Efecto de i-ésimo tratamiento.

M;Ti: Interaccion entre j-ésimo dia de muestreo y el i-ésimo tratamiento.

Eix: Término de error aleatorio asociado a la observacion Yij en las observaciones
k.

Ademas, se realizé un analisis exploratorio a partir de la matriz basica de datos,
por medio de la aplicacién del analisis de componente principal (ACP) segun por
Pla (1986), generando el polinomio caracteristico de la correlacion y se tomo los
componentes que genero la interaccidon tratamiento-tiempo, basandose en el

criterio de maxima variabilidad.

De los componentes principales (CP) generados, se seleccionaron aquellos cuyo:
1.- Valores propios fueran superior a uno (1),

2.- La sumatoria de todos los componentes dieran igual a la varianza total, y

3.- La suma acumulada de los componentes explicara al menos el 75% de la
variabilidad total.

Una vez seleccionados los componentes se realizd un analisis de los coeficientes
en el ACP que permitié determinar cuales variables estaban asociadas a cada CP
especifico. En este sentido se seleccionaron los coeficientes de mayor valor

(absoluto) representado por las variables con mayor peso dentro de cada
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componente. Adicionalmente se considero que la correlacion cofenetica fuera

mayor a 0,60.

Para completar el ACP, se construyo la grafica de doble representacion (biplot)
entre los CP de mayor capacidad explicativa de los datos, con el fin de realizar
interpretaciones respecto al componente entre las variables y la distribucion de las
observaciones, pudiendo determinar grupos de individuos con caracteristicas
diferentes en los diferentes tratamientos, mediante la interpretacion angular entre
los vectores (variables) en términos de correlacion entre variables (Di Rienzo et
al., 2013). Todos los analisis se realizaron mediante el programa estadistico
INFOSTAT Version/E.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cambios del pH en los tratamientos.
Los cambios en el pH del suelo de la Mesa de Guanipa durante el experimento de

incubacion producidos con la incorporacién de biochar y viruta de pino caribe
(Cuadro 1ll.2) se caracterizan por presentar fluctuaciones estadisticamente
significativas entre los tratamientos para cada momento del muestreo (p<0,05)
durante los 180 dias de incubacion. La adicion de biochar aument6 el pH del suelo
de 5,15 a 5,42 durante los primeros 28 dias, y continué con un descenso
sostenido hasta el final del experimento para dar 4,10. Los demas tratamientos
(Control y Suelo+Pino) tuvieron los valores de pH mas bajo (4 a 4,4) durante los
primeros 28 dias del experimento, posiblemente producto de la nitrificacién,
causada por la adicién del N mineral (Espinosa y Molina, 1999; Navarro y Navarro,
2003), pero siempre manteniéndose la tendencia del pH fuertemente acido
durante los 180 dias del experimento.

Aun cuando el pH aumenta en los primeros dias en el tratamiento con biochar, se
nota el efecto buffer que tiene el suelo, asociado a su bajo contenido coloidal
(COT: 0,28%, arcilla 11%) al incorpérarle enmiendas organicas (biochar o virutas

de pino caribe) aunado al posible efecto ocasionado por la adicion de N inorganico
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como fertilizacion basal, traduciéndose en la resistencia del suelo a modificar su

pH sostenidamente.

Cuadro Ill 2. Cambios del pH del suelo de la Mesa de Guanipa, estado
Anzoategui, durante la incorporacion de biochar de virutas de la especie Pino
Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

, pH (1:1)
Dias de

incubacion Tratamiento Tratamiento | Tratamiento
Control Suelo+Biochar| Suelo+Pino

1 403c 515a 422 b

3 400 c 5,03 a 423 b

7 412 c 5,25 a 427 b

14 420b 5,20 a 415b

28 4,07 c 5,42 a 440 b

56 452b 4,65 a 445b

87 463 a 445b 440 b

120 462 a 427 b 430b

150 415 a 3,77 ¢ 400b

180 4,40 a 410 c 430b

La minima diferencia significativa (MDS) por el método de comparacion de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05, se denota con letras diferentes entre
tratamiento para cada dia de incubacion.

Estos resultados son comparables con los sefalados por Clough et al. (2010) y
Zhao et al. (2015), quienes también encontraron incrementos en el pH de los
suelos en momentos tempranos de la incubacion. Por ejemplo, Clough et al.
(2010) al incubar un suelo Pallic de Nueva Zelandia con biochar de pino (Pinus
radiata) mas una fuente externa de nitrogeno asociado a la adicion de orina de
bovino logrando un incremento del pH inicialmente hasta 8,0 durante los 3
primeros dias para luego disminuir a pH 6,1 después de mas de 50 dias de
incubacion. Zhao et al. (2015) en un suelo Ultisol de China con biochar de Pinus

massoniana mas NH4NO3, encontraron menores incrementos del pH desde 4,2

46



hasta 4,33 después de 24 dias de incubacion. Si bien, los autores anteriormente
citados utilizaron suelos diferentes al utilizado en esta investigacion, se puede ver
qgue el biochar presenta caracteristica de enmienda al incrementar el pH del suelo
poco tiempo después de su incorporacion.

Aunque el biochar contiene algunas sustancias alcalinas, producto del proceso de
pirolisis, que permiten aumentar el pH del suelo (Wan et al., 2014), también se ha
sefalado que presentan grupos funcionales asociados a enlaces de oxigeno, que
pueden absorber y proporcionar protones a través de reacciones de asociacion a
pH bajos y reacciones de disociacion a pH altos, y asi amortiguar el cambio de pH
del suelo, incidiendo en el aumento de la capacidad amortiguadora de los suelos
acidos (Xu et al., 2012). Quizas por esto, el aumento de pH en el suelo de la Mesa
de Guanipa incubado con biochar fue de corta duracion en este experimento.

Cambios de la CE en los tratamientos.
La CE en los tratamientos estuvo significativamente determinada por la

incorporacion de enmiendas organicas (biochar y virutas de pino) mas una fuente
externa de N mineral (p<0,05) (Cuadro III.3). El tratamiento Suelo+Biochar
presento los valores mas bajos de la CE (0,35 a 0,54 dS m™) significativamente
durante los 180 dias, en comparacion con el tratamiento Control (0,55 a 0,75 dS
m™) y tratamiento Suelo+Pino (entre 0,51 a 0,67 dS m™), sin riesgo de salinizacion
a las dosis aplicadas (USDA, 1999).

Para los fines comparativos, los valores obtenidos en esta investigacion se
encuentran por encima de 0,057 y 0,12 dS m™, sefialados por Alburquerque et al.
(2014) para suelos Haplic Luvisol con la adicion de biochar de madera de pino y
por Kloss et al. (2014) para suelos Planasol con la incorporacién de biochar de
madera mixta, respectivamente, probablemente debido a las diferencias fisico-

quimicas de los suelos.
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Cuadro Ill 3. Cambios del CE del suelo de la Mesa de Guanipa, estado
Anzoategui, durante la incorporacion de biochar de virutas de la especie Pino
Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

CE dS m™ (1:1)
Dias de

incubacién | Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Control Suelo+Biochar | Suelo+Pino

1 0,56 a 0,38 b 0,51a

3 0,55 a 0,37 b 0,53 a

7 0,59 a 0,41c 0,53 b

14 0,56 a 0,36 b 0,61a

28 0,66 a 0,35¢ 0,54 b

56 0,75 a 0,54 c 0,64 b

87 0,63 a 0,49 b 0,65 a

120 0,60 a 0,44 b 0,62 a

150 0,59 a 0,54 a 0,57 a

180 0,68 a 0,49 b 0,67 a

La minima diferencia significativa (MDS) por el método de comparacion de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05, se denota con letras diferentes entre
tratamiento para cada dia de incubacion.

La magnitud de estos valores sugiere que en el suelo bajo estudio, se puede
incrementar la CE del suelo al incorporar materiales organicos e inorganicos por
presentar sales solubles (Gundale y Deluca, 2006; Nigussie et al., 2012;
Alburquerque et al., 2014; Kloss et al., 2014), y por la adicion de N mineral
(Contreras et al., 2013). Evidentemente, el incremento de la CE del suelo por la
incorporacion de biochar dependera de la cantidad de sales que se encuentran en
los tejidos vegetales de la materia prima, y del proceso de pirdlisis para producir el
biochar, ademas de las cantidades de biochar que son incorporadas en el suelo
(Kloss et al., 2014). Sin embargo, la utilizaciéon de biochar de pino no genera
problemas de salinidad por el bajo contenido de ceniza que presentan los
materiales lechoso del pino (Alburquerque et al., 2014).
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Cambios en las bases intercambiables y Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC) en
los tratamientos.
Al comparar los tres tratamientos planteados en esta investigacion, se observaron

que los contenidos de bases intercambiables (Ca*?, Mg*?, K* y Na*) (Cuadros I11.4
y lIl.5) y la capacidad de intercambio catidnico (CIC) (Cuadro II.6) en el suelo de
la Mesa de Guanipa, fue significativamente influenciada por la adicion de biochar y
virutas de pino caribe en los diferentes tiempos de medicién de las mismas
(p<0,05), aunque es importante sefalar que los valores encontrados en los
analisis son muy bajos, como es de esperarse para un suelo de este tipo

taxondmico y caracteristicas texturales.
Bases intercambiables Calcio (Ca*?), Magnesio (Mg*?), Potasio (K*) y Sodio (Na*):

Las concentraciones de Ca*? y K* en los suelos incubados resultaron afectadas en
forma significativa por la adicion de biochar (p<0,05), desde el dia 28 hasta el final
del experimento, aumentando ligeramente de 0,01 a 0,02 cmol. Ca*2kg”, y de
0,003 a 0,010 cmol. K" kg™". Mientras que la concentracién de Mg*? presento un
pequeno incremento de 0,004 a 0,030 cmol. kg'1 (p<0,05) a partir del dia 87 hasta
el final del experimento. Por el contrario, la incorporacién de biochar y virutas de
pino caribe no ejercié un efecto significativo sobre el Na* intercambiable en los
suelos de estos tratamientos. De acuerdo a estos resultados, el ligero incremento
de bases intercambiables en el suelo se debe al contenido inicial en el biochar, el
cual pudiera aportar hasta 4,37 cmol. Ca*%.kg™, 1,88 cmol. Mg*2kg™ y 0,43 cmol.
K*.kg™ (Capitulo Il).

Los valores de bases intercambiables en el suelo obtenidos en esta investigacion
se encuentran por debajo de los sefalados en un estudio realizado en un suelo
Ultisol de China por Yuan y Xu, (2011) después de 60 dias de incubacion con
biochar de canola, trigo, cascara de arroz, maiz, mani, soya y frijol (Brassica
campestris, Triticum spp, Oryza sativa, Zea mays, Arachis hypogaea, Glycine max,
Phaseolus vulgari, respectivamente) con valores entre 0,29 y 7,61 cmol. kg™~ de
Ca*?, Mg, Mg" y Na intercambiables, dependiendo del tipo de biochar
incorporado.

49



Evidentemente, existe un patron definido del efecto del contenido de las bases
intercambiables (Ca*?, Mg*?, Mg*) al incorporar biochar en el suelo, al extremo que
Tryon (1948) encontré un incremento de las bases intercambiables en suelos
forestales, después de aplicarle carbon y Wan et al. (2014) informaron que las
concentraciones de los cationes basicos del suelo Ultisol en China se
correlacionaron positivamente los contenidos de las bases solubles de Ca*?
(r =0,757), Mg*? (r = 0,896), K* (r = 0,986), bases intercambiables de Ca*?
(r=0,885), Mg*? (r = 0,917), K * (r = 0,635) y cationes total en el biochar (r =0,819).
Por lo tanto, un mayor contenido de cationes basicos de biochar condujo a un
mayor aumento de cationes basicos intercambiables de suelo.

De igual forma, Unger y Fernandez (1990), Ohno y Erich (1990), Ohno (1992),
Meiwes (1995), Kahl et al. (1996) y Williams et al. (1996), sefialan que la ceniza de
biomasa vegetal de maderas es esencialmente una fuente directa de elementos,
sobre todo Ca, Mg y K, P, especialmente en los suelos y Primavesi (1998),
asevera que el acto de la quema hace que incrementen los cationes Ca*? Mg+2 y
K", por la ceniza agregada al suelo.

Cuadro Il 4. Cambios de concentracién de Ca*? y Mg*? intercambiables del suelo
de la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui, durante la incorporacién de biochar de
virutas de la especie Pino Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

Dias de Ca*?(cmol. kg™) Mg*?(cmol. kg™)
incubacion | T2 T3 T T2 T3
1 001a 001a 001a | 0004a 0004a 0,004a
28 001b  002a 001b | 0,004a 0,004a 0,004a
87 001b _ 002a 001b | 0,003b 0,004ab 0,004 ab
180 001b _ 003a 001b | 0003b 0030a 0,003b

La minima diferencia significativa (MDS) por el método de comparacion de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05, se denota con letras diferentes entre
tratamiento para cada dia de incubaciéon. T1: Tratamiento Control, T2: Tratamiento
Suelo+Biochar, T3: Tratamiento Suelo+Pino.
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Cuadro Il 5. Cambios de concentracion de K™ y Na™ intercambiables del suelo de
la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui, durante la incorporacion de biochar de
virutas de la especie Pino Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

Dias de K* (cmol. kg™) Na* (cmol. kg™)
incubacion | T4 T2 T3 T T2 T3
1 0,003a 0,003a 0003a| 0001a 0001a 0,002a
28 0,002b  0010a 0,003b| 0001a 0002a 0,002a
87 0,003b 0010a 0,005b| 0,002a 0002a 0,002a
180 0,004b 0010a 0,005b| 0,002a 0002a 0,002a

La minima diferencia significativa (MDS) por el método de comparacion de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05, se denota con letras diferentes entre
tratamiento para cada dia de incubacidon. T1: Tratamiento Control, T2: Tratamiento
Suelo+Biochar, T3: Tratamiento Suelo+Pino.

Capacidad de Intercambio Cationico (CIC) en los tratamientos:

Aun cuando los valores de CIC de este tipo de suelos son bajos, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en la CIC del suelo (Cuadro
I11.6), en los dias 87 y 180 de incubacion, siendo el tratamiento Suelo+Biochar el
que presentd mas alta CIC.

Estos resultados confirman lo publicado por Wan et al. (2014) quienes indicaron
un incremento de la CIC (entre 9,8 a 10,5 cmol. kg™') después de 90 dias de
incubacion de un suelo Ultisol con biochar de canola, maiz, paja de soya y mani
(Brassica campestris, Zea mays, Glycine max y Arachis hypogaea,
respectivamente). No obstante, los valores obtenidos en esta investigacion
resultaron mas bajos que los sefialados por estos autores.

Se ha sefalado, que la adicidén de biochar provoca incremento de la CIC del suelo,
cuando el biochar se expone al O, y agua, y reacciones de oxidacion espontaneas
ocurren, las cuales son reforzadas por la actividad microbiana y el resultado es un
aumento de la CIC (Cheng et al., 2006, 2008; Liang et al., 2006).
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Cuadro Ill 6. Cambios en la Capacidad de intercambio cationico (CIC) del suelo de
la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui, durante la incorporacion de biochar de
virutas de la especie Pino Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis).

Tratamientos (cmol.kg™)

Dias de
incubacion Suelo Suelo+Biochar  Suelo+Pino
(Control)
1 1,20 a 1,42 a 1,17 a
28 0,67 a 1,00 a 0,50 a
87 0,40 b 1,40 a 0,80 b
180 0,92 b 1,65 a 0,92 b

La minima diferencia significativa (MDS) por el método de comparacion de LSD Fisher
mejorado con un nivel de significancia de 0,05, se denota con letras diferentes entre
tratamiento para cada dia de incubacion.

Efecto de la incorporacion del biochar en las propiedades quimicas del suelo
visto mediante el analisis de componentes principales (grafica de doble
representacion: biplot).

El Cuadro IIl.7, muestra los valores propios asociados a cada variable y la
proporcion de las variables entre los individuos explicados por cada componente.
Observandose, que con los primeros dos componentes se explica una variacion
del 75 % de la variabilidad total significativo para los 3 tratamientos (Control,
Suelo+Biochar y Suelo+Pino) y las 7 variables (pH, CE, base intercambiables de
Ca*?, Mg*%, K*y Na*, y CIC) a un nivel de p<0,05.

Las correlaciones de las variables originales se muestran en el Cuadro 111.8. En
este se observa una correlacion cofenética del 0,993, siendo alta la correlacion
entre los elementos de la matriz original y la representacion grafica (Biplot). En tal
sentido, las variables que hicieron un aporte mayor al CP1 fueron las bases
intercambiables (Ca*?, Mg*?, Mg* y Na*) y la capacidad de intercambio cationico
(CIC); mientras que, para el CP2 las variables que tuvieron el mayor efecto fueron
el pH y la conductividad eléctrica (CE) indicando el cumplimiento de los supuestos

requeridos para el ACP.

52



Cuadro lll 7. Valores propios y proporcion de la varianza total de los componentes
principales generados a partir de los datos estandarizados.

Valor Total de la

Componente propio varianza Acumulada
1 3,63 0,52 0,52
2 1,7 0,24 0,75
3 0,72 0,1 0,87
4 0,49 0,07 0,94
5 0,31 0,04 0,98
6 0,13 0,02 1

Cuadro lll 8. Coeficientes de correlacion de las variables quimicas del suelo y los
tratamientos (Control, Suelo+Biochar y Suelo+Pino), para los 3 componentes
principales.

Variables CP1 CP 2 CP3
pH 0,17 0,92 0,27
CE -0,62 -0,68 0,15
BC-Na 0,58 -0,4 0,57
BC-Ca 0,95 -0,11 0,04
BC-K 0,87 0,12 0,19
BC-Mg 0,78 -0,46 -0,15
CIC 0,77 0,01 -0,49

Correlacion cofenética= 0,983

Mediante el analisis multivariado, se logro la representacion grafica de los
resultados del analisis (Figura 11l.1) de los dos componentes principales y la
ubicacién de las 7 variables (pH, CE, base intercambiables de Ca*?, Mg*?, Mg* y
Na®, y CIC) y los tratamientos Control (T1), Suelo+Biochar (T2) y Suelo+Pino (T3)
utilizando los 2 primeros CP como ejes de abscisas y ordenadas. En el eje X se

localiza el componente de mayor varianza CP1 y en el eje Y el CP2 permiten

53



graficar las diferentes variables en un plano y establecer las correlaciones entre
ellas. Permitiendo observar, en el primer cuadrante agrupado las variables pH y K*
intercambiable por ser muy préximas entre si debido a la alta correlacion entre
ellas. En el segundo cuadrante no se encontraron correlacion de variables. En
cambio en el tercer cuadrante se encontré solamente la conductividad eléctrica y
en el cuarto cuadrante se encontraron las bases intercambiables de Ca*?, Mg* y
Na® y la capacidad de intercambio cationico por ubicarse muy proximos entre si.
Adicionalmente, se observo correlacion inversa entre las variables: el pH y la

conductividad eléctrica en el primer y tercer cuadrante, respectivamente.
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Figura lll 1. Representacién de los componentes principales del efecto de la
incorporacion del biochar de pino caribe en las propiedades quimicas del suelo de

la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui. pH, conductividad eléctrica (CE), capacidad de
intercambio cationico (CIC), bases intercambiable (BC), calcio (Ca), Magnesio (Mg), Potasio (K),
sodio (Na), D: dia, T1: Suelo Control, T2: Suelo+Biochar y T3: Suelo+Pino.

De acuerdo a lo mostrado, se pueden separar los diferentes tratamientos en tres
grupos (en los cuales D = dia y T = tratamiento) de acuerdo a su similitud en sus
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caracteristicas quimicas (Figura Ill.1). Asi tenemos que el grupo | esta conformado
por D1:T2 y D28:T2, los cuales poseen un pH relativamente mas alto
(moderadamente acido) que se observa reflejado en las bajas concentraciones de
sales solubles (CE) durante los primeros 28 dias, el incremento del pH durante
estos dia es producto del K™ intercambiable, segtn Ulery et al. (1993), es debido al
hecho de que los 6xidos, hidréxidos y carbonatos de K* y Na*?, son los principales
responsables de la capacidad de neutralizacion, son muy soluble y no persisten
durante mucho tiempo en el suelo. Asimismo, la ceniza de madera es una
excelente enmienda para aumentar el pH de los suelos acidos (Demeyer et al.,
2001). El grupo Il, por D87:T2 y D180:T2, presentaron un aumento de la
capacidad de intercambio cationico como respuesta a un estimulo generado por la
bases intercambiables (Ca*?, Mg*?, K* y Na*) del biochar, resultados que pueden
ser sustentados por la investigacion de Tryon (1948). En cambio el grupo lll,
constituidos por D1:T1, D28:T1, D87:T1, D180:T1, D1:T3, D28:T3, D87:T3 y
D180:T3, se caracterizan por presentar un incremento de la CE que se
correlaciona con los pH mas bajos (fuertemente acido), por lo que la incorporacion

de virutas de pino no genero ninguna respuesta.

CONCLUSIONES

Con la incorporacion del biochar de pino caribe en un suelo de baja fertilidad
natural de la Mesa de Guanipa, se incremento el pH del suelo de fuertemente
acido a moderadamente acido, en los primeros 28 dias del experimento de
incubacion, probablemente por fracciones asociadas al K* intercambiable, y por
las caracteristicas de enmienda que se logré obtener con el biochar producido a
450°C. El biochar obtenido también mejoro el intercambio de bases y la CIC en el

suelo.
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CAPITULO IV

El efecto de la incorporacién del biochar de la especie pino
caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) sobre las propiedades

microbiolodgicas del suelo.

INTRODUCCION

Efecto del biochar en las propiedades microbioldgicas del suelo.

Dado que el biochar puede tener valores de pH por debajo de 4 o por encima de
12, dependiendo del tipo de materia prima, temperatura de pirdlisis (Lehmann,
2007; Chan y Xu, 2009) y el grado de oxidacion (Cheng et al., 2006), ademas de
ser una fuente de C para los microorganismos del suelo (Pietikarnen et al., 2000) y
su alta porosidad, éste puede proporcionar condiciones de vida muy diferentes
para los microorganismos (Steinbeiss et al., 2009). Las propiedades fisico-
quimicas del biochar en conjunto pueden ser responsables de los cambios en las
comunidades microbianas del suelo donde es incorporado (Kolton et al., 2011).
Sin embargo, la aplicacion de biochar fresco al suelo estimula la actividad y
biomasa microbiana del suelo, debido a la disponibilidad de una fraccion de
carbono del biochar facilmente degradable o de facil descomposicién por los
microorganismos. Kolb et al. (2009) encontraron que la incorporacion creciente de
cantidades de biochar (producido a 500°C, a partir de estiércol de vacuno y virutas
de pino), en diferentes suelos de Wisconsin (Alfisol, Spodosol, Entisol y Mollisol),
aumentaba la concentracion del carbono hidrosoluble del suelo, e igualmente
incrementaba la actividad y biomasa microbiana de estos suelos.
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OBJETIVO ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la incorporacion del biochar sobre las propiedades
microbioldgicas del suelo, medidas a través de la liberacién de CO, del suelo y de

la concentracion del carbono de la biomasa microbiana.

MATERIALES Y METODOS

Para la evaluacion de las propiedades microbiolégicas del suelo de la Mesa de
Guanipa, estado Anzoategui, se realizé el muestreo, tamizado y pre-tratamiento de
suelo tal como se describe en el Capitulo llI.

Disefio experimental.
El diseno del presente experimento de incubacién para evaluar las propiedades

microbiologicas fue un disefio totalmente aleatorizado como fue descrito en el
Capitulo 1ll, manteniendo los tres tratamientos: 1.- Control 6 Testigo, 2.-
Suelo+Biochar y 3.- Suelo+Pino. En cada tratamiento se realizaron
determinaciones de respiracion microbiana por el método de trampa de alcali
(Tinsley et al., 1951), donde se prepararon 30 unidades de incubacion por
tratamiento, cada unidad de incubacion correspondié a un frasco de vidrio tapado
de 4L de capacidad, constituido en su interior por un frasco de vidrio con 50 g de
suelo, ajustado con agua destilada al 40% de su maxima capacidad de retencion
de humedad (Capitulo Il1), un vial de NaOH (25 mL, 1M) y 10 ml de agua destilada
en el fondo del frasco para mantener la humedad . Adicionalmente se prepararon
30 unidades mas de incubacion que corresponden a los blancos preparados de la
misma manera pero sin suelo, incubandose un total de 120 unidades de
incubacion por un periodo de 150 dias a temperatura del cuarto de incubacion de
25°C y en oscuridad. El CO; liberado durante los dias 1,3, 7, 14, 28, 56, 87, 120 y
150 fue capturado en los viales que contenian los 25 mL de NaOH 1M, analizando
12 unidades de incubacién por cada dia sefalado, es decir 3 por cada tratamiento
mas 3 blancos. Simultaneamente, en estos dias se sacaron del contenedor de
metal utilizado para incubar los suelos para determinar las propiedades quimicas

(Capitulo 1ll) una bolsa por cada tratamiento para determinar carbono de la

57



biomasa microbiana (C-BM) y carbono hidrosoluble del suelo (CHS). Los analisis
de C-BM y CHS se realizaron exclusivamente en los dias 1, 3, 7, 14, 28, 56 y 87.
Todos los analisis se realizaron por triplicado, con base a peso de suelo seco en
estufa (105°C, 24h).

Métodos Analiticos.
Los métodos utilizados para el analisis de las muestras de suelo en los dias

senalados, se describen a continuacion:

Carbono Hidrosoluble del suelo (CHS).
Se colocaron 20 g de suelo incubado en frascos de vidrio de capacidad

aproximada de 125 mL con tapa, se le agregaron 40 mL de agua destilada,
posteriormente todos los frascos se agitaron en bafo de maria por 30 minutos a
temperatura de 30 °C, para luego dejarlos reposar por una hora. El sobrenadante
se coloco en un tubo de centrifuga y se centrifugd por 20 minutos a 2500 rpm,
luego fueron filtrados a través de membranas de nitrato de celulosa de 45 micras
mediante el uso de embudo kitazato y bomba de vacio. Por ultimo, la medicién del
carbono hidrosoluble en el filtrado se determiné con un analizador de carbono
(Marca Teledyne Tekmar, modelo Apolo 9000), (McGill et al., 1986; Shu y Bin,
2000; Xuyang et al., 2011).

Biomasa microbiana: Fumigacion-Extraccion.
El carbono de la biomasa microbiana (C-BM) se determiné mediante el método de

fumigacion-extraccidon (Vance et al., 1987), que consiste en pesar 25 g de suelo y
colocarlo en un beaker dentro de un desecador con CHCI3 (50 mL y perlas de
ebullicién), aplicando vacio hasta que el CHCI3 hierve durante 2 minutos. Se deja
en el desecador, en el cuarto de incubacion, a temperatura constante (25°C) por
24 horas. Posteriormente, se abre la valvula y se extrae el remanente de

cloroformo en los suelos mediante succion por vacio bajo campana de extraccion.

Los suelos fumigados (25g de suelo) fueron colocados en un frasco plastico (250
mL), con 100 mL de KySO4 0,5 M, tapados y posteriormente agitados durante 30
minutos, trascurrido el tiempo se procedié a filtrar el sobrenadante con un papel de
filtro (Whatman N° 42). Este ultimo procedimiento se realizé igualmente a los
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mismos suelos sin fumigar. El contenido de carbono organico de los extractos se
determin6 con un analizador de carbono (Marca Shimadzu, modelo TOC-VCSN,).
En este procedimiento, 1 mL de extracto de suelo se mezclé con 1 mL de aguay
45 uL de HCI (20 % v/v). El C organico en los extractos es luego oxidado (quimica
y térmicamente) para producir CO,. El C-CO, fue medido por analisis de infrarrojo
automatizado. El carbono de la biomasa microbiana (C-BM) fue luego calculado

asi:
C-BM = 2,64 Ec
Donde:
Ec=(A) - (B).
Donde:

A: C organico extraido del suelo fumigado. B: C organico extraido del suelo no
fumigado. Los resultados fueron expresados en ug C g™ suelo

Respiracion microbiana (C-CO: liberado).

Los viales con NaOH retirados de las unidades de incubacion
correspondientes a los dias de incubacion fueron tapados y almacenados en un
desecador. Al momento de la cuantificacion del C-CO; liberado, se anadio a los
viales 2 mL de BaCl, 0,5 M, para precipitar el CO, y el exceso de hidroxido se
titulé con HCI 1M patron usando fenolftaleina como indicador. La cantidad de CO,
liberado se calculo mediante la formula:

Hg C-CO2 g™ = (Vi — Vi) X Mici X 6 x 1000/ Ws.
Donde:

Vg: cantidad de acido clorhidrico gastado para valorar los blancos (frascos sin
suelo), Vu: cantidad de acido clorhidrico gastado para valorar las muestras de
suelos, 6: peso equivalente del carbono, Myc;: molaridad del acido clorhidrico,
1000 es para convertir mg a ug de C-CO,, Ws es el peso seco a estufa (g) del

suelo humedo en cada tratamiento.
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Todos los resultados se expresaron en ug C-CO, g™ suelo d”' y se graficaron de
forma instantanea (dividiendo la cantidad de CO; atrapado entre los dias de

incubacion) y acumulativa.

Respiracion especifica (qC02).
También se calculo la respiracién especifica (mg C-CO, g C-BM™" d') que es la

cantidad de C-CO; producido por unidad de carbono de biomasa microbiana por
unidad de tiempo (Dilly y Munch, 1998):

gCO; = (C-CO; respirado tiempo™) / C-BM.

Analisis estadistico.
A los datos obtenidos para las propiedades microbiolégicas del suelo se les

realizaron los analisis estadisticos descritos en el Capitulo lIl.

RESULTADOS Y DISCUSION

Carbono hidrosoluble en los tratamientos.
Recordemos que el carbono hidrosoluble del suelo (CHS) es la fraccion de la

materia organica de mas facil asimilacion y la que actua como fuente inmediata de
energia para los microorganismos del suelo (Cook y Allan, 1992). En este sentido
se observa que los 87 dias del experimento de incubacion la adicién de las
enmiendas organicas de biochar y virutas de pino caribe favorecen o estimulan la
mineralizacién del carbono organico y con ello la liberacion de formas de carbono
labil como es el hidrosoluble, las cuales son utilizadas por los microorganismos
(Figura 1V.1). No debemos olvidar que esta mineralizacién del carbono (sea de las
enmiendas y/o del suelo) pudo ser estimulada por la adicién del N mineral al inicio

del experimento.

La concentracion de CHS tienden a disminuir al final del periodo de incubacion,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
unicamente para el dia 56, particularmente por la mas alta liberacion de CHS en
el tratamiento con biochar. Este tratamiento es el que tiende a mantener valores

mas altos de CHS y esto probablemente se debe a la mayor incorporacion de
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carbono organico disuelto con el biochar que con el pino fresco (11, 59 y 6,5 pg
COD g™ suelo seco, respectivamente).

Los valores promedios de CHS obtenidos (53,7; 51,76 y 59,2 ug C g™ suelo, para
Suelo control, Suelo+Biochar y Suelo+Pino, respectivamente) se encuentran del
rango de 50 a 80 pug C g suelo encontrados por Gémez y Paolini (2008) para
suelos de las sabanas nativas de la estacion experimental INIA-EI Tigre (estado
Anzoategui) .
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Figura IV. 1. Efecto de la incorporacion de biochar de virutas de la especie pino

caribe sobre el CHS en suelo de la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui. Las
barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no presentan letras indica que no
hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.

El efecto estimulante de la aplicacion de N mineral particularmente en la
mineralizacion de la materia organica del suelo se aprecia en el tratamiento
Control, por cuanto ocurrié un incremento del CHS principalmente durante los

primeros 7 dias de la incubacién, y que también pudo haber ocurrido en los
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tratamientos Suelo+Biochar y Suelo+Pino, aunque en esta investigacion no se
pudo separar este efecto con el producido por la enmienda en si (efecto priming).
Sin embargo, si quedaria claro que no existio limitacion de N para los
microorganismos, tal como se previno al planificar el experimento pensando en la
alta relacién C/N que podian presentar los materiales incorporados. Una vez mas
es importante dejar claro que si no es posible cuantificar, bajo las condiciones del
presente experimento, cual parte del CHS provino de los materiales incorporados
y cual de la materia organica nativa del suelo. En este sentido, Luo et al. (2011)
sefalaron que la mineralizacion del carbono del suelo puede ser promovida por las
adiciones del biochar, la cual es entonces disponible para su uso por los
microorganismos (Zimmerman, 2010) y que también la fraccion de carbono labil en
materiales organicos esta estrechamente relacionada con la poblacién y la
actividad microbiana del suelo (Sakamoto y Oba, 1991).

Carbono de la biomasa microbiana (C-BM) en los tratamientos.
En esta investigacion, el C-BM fue significativamente influenciado por la adicion de

biochar y virutas de pino caribe (Figura 1V.2). La biomasa microbiana incrementoé
en todos los tratamientos especialmente al dia 14, para luego tender al descenso
hasta el final del experimento. En el tratamiento Control desde el dia 1 al 14 paso
de 20,64 a 58,10 ug C-BM g suelo, en el tratamiento Suelo+Biochar de 24,83 a
83,96 ug C-BM g suelo y en el tratamiento Suelo+Pino de 39,7 a 96,53 ug C-BM
g’ suelo, lo cual representa un incremento de 3,4, 2,8 y 24 veces
respectivamente. Después de los 14 dias de incubacion el tratamiento Suelo+Pino
mantiene los valores de C-BM significativamente mas altos, mientras que el
tratamiento Suelo+Biochar tuvo mas C-BM que el Control en los dias 3, 7, 14y

28.

Los valores de C-BM determinados en todos los tratamientos se encuentran
dentro del rango para suelos de sabana nativas de la Mesa de Guanipa sefialado
por Gomez et al. (2008, 2010) con concentraciones de aproximadamente 100 ug
C-BM g™ suelo en la estacion experimental del INIA-EI Tigre (estado Anzoategui) y

en Uverito (estado Monagas) y por debajo de los encontrados por Hernandez y
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Lépez (2002) para suelos de sabanas nativas de los llanos centrales de Venezuela
(223 pg C-BM g™ suelo). Asimismo, las concentraciones de C-BM en la presente
investigacion se encuentran en el rango reportado por Zhao et al. (2015) para un
suelo Ultisol de China (Provincia de Zhejiang), el cual después de 42 dias de
incubacion con biochar de Pinus massoniana mas nitrégeno basal presento 38,62
ug C-BM g suelo, muy parecida a los 38,82 ug C-BM g™ suelo encontrados en

nuestro experimento a los 56 dias de incubacién.
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Figura IV. 2. Efecto de la incorporacién de biochar de virutas de la especie pino

caribe sobre el C-BM en suelo de la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui. Las
barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no presentan letras indica que no
hubo diferencias estadisticas significativas.

Se ha sefialado que el C-BM del suelo se puede modificar con la incorporacion de
biochar (Kolb et al., 2009) y una fuente de nitrogeno externo como fertilizacidon
basal (Zhao et al., 2015; Omay et al., 1997) estimulando el crecimiento de los
microorganismos del suelo (Gundale y DelLuca, 2007), particularmente promovido
por una fraccion de carbono labil del biochar (Pereira et al., 2011), y por la
capacidad que tiene el mismo de aumentar el pH del suelo (Luo et al., 2011), lo
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que puede promover la degradacion de C organico en el suelo (Gundale y
Deluca, 2007).

Las diferencias observadas en el C-BM entre los tratamientos con biochar vy
virutas de pino en comparacion con el control pueden ser causadas por las
concentraciones del COD de estos materiales incorporados al suelo, lo que a su
vez pudo incidir en el aumento del CHS. Después del dia 14 el C-BM y el CHS
tienden a disminuir hasta el final de la incubacion, por lo que se pudiera decir que
existe una correlacion entre ambos parametros, tal como lo sefialaron Birge et al.
(2014).

Por otra parte, el pH del suelo en los tratamientos Suelo Control y Suelo+Pino fue
fuertemente acido (Figura I11.1) durante los 87 dias de las mediciones de C-BM.
Esta condicion de bajo pH no parecio ser una limitante para la multiplicacion de la
poblaciones microbiana en el suelo, a pesar de la concentraciones de aluminio
intercambiable (Aciego y Brookes, 2008), que pudieron existir pero no medidas en
este experimento. Por consiguiente, en el caso del tratamiento Suelo+Biochar se
cree que el aumento del C-BM del suelo, también pudo ser favorecido por un
aumento del pH (moderadamente acido), producto del efecto de enmienda que
genero el biochar de pino caribe en el suelo durante los primeros 28 dias de
incubacion (Capitulo III).

En general, las fluctuaciones del C-BM no son solo una consecuencia de las
variaciones de la incorporacion de carbono organico al suelo, sino que esta
depende de las condiciones fisico-quimicas del suelo y de la disponibilidad de

sustrato.

Actividad microbiana en los tratamientos.
Durante los 150 dias de incubacion, la liberacion del CO, acumulado mostrdé un

incremento similar entre los tratamientos (Figura IV.3), resultando el tratamiento
Suelo+Pino, significativamente con mayor C mineralizado (229,55 ug C-CO, g
suelo), seguido del tratamiento Control (112,51 ug C-CO. g~ suelo), y del
tratamiento Suelo+Biochar (105,42 ug C-CO, g™ suelo) con la menor liberacién del
CO; (p<0,05).
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Figura IV. 3. Efecto de la incorporacion de biochar de virutas de la especie pino
caribe sobre el C-CO, acumulado en suelo de la Mesa de Guanipa, estado

Anzoategui. Las barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no presentan
letras indica que no hubo diferencias estadisticas significativas.

En relacién a la respiracion instantanea, los valores mas altos de C-CO, se
producen para todos los tratamientos durante los primeros 3 dias de la
incubacion, para luego descender hasta el final del experimento (Figura 1V.4),
apreciandose diferencias estadisticas significativas durante todo el experimento,
situandose el tratamiento Control (29,64 ug C-CO, g suelo d™') con la mayor
actividad microbiana, seguido del tratamiento Suelo+Pino (20,13 pg C-CO; g
suelo d™") y Suelo+Biochar (19,32 ug C-CO, g™ suelo d™') durante las primeras 24
horas de incubacion, tendencia que cambio al transcurrir 72 horas de incubacion
obteniéndose la mayor actividad microbiana en el tratamiento Suelo+Biochar
(11,44 ug C-CO; g” suelo d') > Control (10,59 pug C-CO, g suelo d7) >
Suelo+Pino (8,92 ug C-CO, g™ suelo d™).
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Figura IV. 4. Efecto de la incorporacién de biochar de virutas de la especie pino
caribe sobre la liberacion de C-CO, instantanea del suelo de la Mesa de Guanipa,

estado Anzoategui. Las barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no
presentan letras indica que no hubo diferencias estadisticas significativas

Los valores de respiracion acumulada obtenidos en esta investigacion para el
tratamiento Suelo+Biochar entra en el rango encontrado por Zhao et al. (2015)
para un suelo Ultisol utilizando biochar de Pinus massoniana mas nitrogeno (100 a
200 pug C-CO; g suelo) en 42 dias de incubacién. No obstante, nuestros
resultados se encontré por debajo de 620 pug C-CO, g™’ suelo acumulados durante
136 dias de un experimento de incubacidén de un suelo del orden ultisol utilizando
biochar de Pinus taeda (Harris et al., 2013).

Los valores maximos de la respiracion instantaneas obtenidos a los 3 dias de
incubacion son mas altos que los reportados por Gomez y Paolini (2006, 2008)
para suelos de sabanas nativas del estado Anzoategui y Monagas (8 a 13 y5a9
pug C-CO2 g'1 24 h, respectivamente), asi como los reportados por Goémez et al.
(2008) en plantaciones de pino de 3 y 29 afios (7 a 13 pug g 24 h™). Y son
considerados inferiores a los valores obtenidos por Harris et al. (2013) para suelos
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Ultisol incubados con biochar y biomasa fresca de Pinus taeda (171 'y 692 ug g~
24 h™', respectivamente).

En el presente estudio, la adicion de biochar, virutas de pino caribe y la fuente
nitrogenada ejercio un efecto altamente significativo (p<0,05) sobre la actividad
microbiana del suelo Oxisol de la Mesa de Guanipa (Figura IV. 2 y IV.3) gracias a
la pequefia fraccion de C labil que tienen los materiales incorporados en esta
investigacion, pudiendo ser mineralizada dentro de un corto periodo de tiempo
(Kuzyakov et al., 2009) estimulando el crecimiento de microorganismos del suelo
(Quilliam et al. 2013) y aumentando asi la actividad microbiana del suelo (Gémez
et al., 2014), lo que a su vez pudo promover la mineralizacion o degradacion del
carbono en el suelo (Bruun et al., 2008; Smith et al., 2010; Luo et al., 2011). En
ese sentido, tal como lo senala Kuzyakov (2000), algunos aumentos en la
respiracion del suelo pudieron ser una respuesta a la adicion de los materiales, es
decir, esta cantidad adicional de respiracion es el resultado de un efecto priming,
mediante el cual un sustrato modificado labil estimula un aumento en la actividad
microbiana, produciendo un aumento inmediato de la mineralizacion de la materia
organica menos labil del suelo. Entonces, bajo el efecto priming, las interacciones
entre la microbiota, el sustrato y el carbono nativo determinan las tasas de
respiracion del suelo (Neff et al.,, 2002; Kuzyakov, 2006; Kuzyakov et al., 2009;
Kuzyakov, 2010; Blagodatskaya et al., 2011).

En resumen, los resultados obtenidos parecen indicar que el tratamiento
Suelo+Biochar pudiera permitir un secuestro de carbono en el tiempo, ya que su
degradacion no parece ser mas acelerada que la de virutas de pino, existiendo
ademas una compensaciéon del aumento del C del suelo causado por la

incorporacion del biochar.

La respiracion especifica (qCO-).
La respiracion especifica (qCO-) resulto afectado en forma significativa durante los

dias 1 y 3 del experimento de incubacion (p<0,05) (Figura IV. 5) por la
incorporacion del N mineral, asi como del biochar y viruta de pino caribe, siendo el
tratamiento Control (1461,83 a 559,33 mg C-CO. g Bc''d™") con mayor respiracion
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especifica seguido de los tratamientos Suelo+Biochar (788,7 a 311,55 mg C-CO.g
Bc'd") y Suelo+Pino (507,66 a 211,33 mg C-CO, g Bc'd”" ). Para los fines
comparativos, los valores obtenidos en esta investigacion son mayores que para
los suelos de las sabanas nativas de Uverito (120 a 200 mg C-CO; g Bc'd™),
reportados por Gomez et al. (2008).

Se pudiera pensar que durante los primeros 3 dias de la incubacion ocurrié una
utilizacion menos eficiente del carbono organico del suelo o afiadido (Insam et al.,
1991) y que posiblemente existe una comunidad microbiana mas estresada,
probablemente determinadas por las condiciones adversas reinantes por cambios
en el ecosistema producto del manejo (Breland y Eltum, 1999; Wardle y Ghani,
1995) y en esta investigacion pudiera se la incorporacion de biochar, virutas de
pino caribe y la fuente nitrogenada, o puede ser un indicativo en un cambio en la
proporcion de bacterias-hongos como consecuencia del cambio en el pH del suelo
(Anderson y Domsch, 1993). Aparte de los factores sefalados anteriormente,
debemos considerar que son estos primeros dias los que presentan los valores de
respiracion instantanea mas altos, mientras que la biomasa microbiana también
tiende a aumentar pero gradualmente y en menor intensidad. Por lo tanto, la
adicion de carbono facilmente asimilable incorporado con los materiales mas el N
mineral, en este suelo de baja fertilidad natural, pudo causar los altos valores de
cociente metabodlico. Razones que explicarian el incremento inmediato de la
actividad microbiana, pero ademas, en el tratamiento Control con respecto a los
otros tratamientos, durante las primeras 24 horas de incubacion, posiblemente por
la incorporacion del N mineral que pudo causar una disminucidn del pH (Capitulo
[ll). Sin embargo, la disminucién en el tiempo del gqCO2 permite inferir que la
biomasa microbiana se hace mas eficiente en la utilizacion del carbono para su
sintesis celular, como se puede apreciar con el incremento del C-BM (Figura 1V.2),
en los tratamientos Suelo+Biochar y Suelo+Pino.
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Figura IV. 5. Efecto de la incorporacion de biochar de virutas de la especie pino
caribe sobre la respiracion especifica (qCO-) de un suelo de la Mesa de Guanipa,

estado Anzoategui. Las barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no
presentan letras indica que no hubo diferencias estadisticas significativas.

Efecto de la incorporacion del biochar en las propiedades microbioldgicas del
suelo visto mediante el analisis de componentes principal (grafica de doble
representacion: biplot).

El Cuadro IV.1, muestra los valores propios asociados a cada variable y la
proporcion de las variables entre los individuos explicados por cada componente.
Con los primeros dos componentes se explica una variacion del 81 % de la
variabilidad total significativo para los 3 tratamientos y las 5 variables (CHS, C.BM,
C-O2 acumulada, C-CO; instantaneo, qCO,) a un nivel de p<0,05.

Las variables (Cuadro 1V.2) que hicieron un aporte mayor al CP1 fueron carbono
de la biomasa microbiana (C-BM), liberacion de C-CO,; acumulado y C-CO;
instantanea, y respiracion especifica (qCOz); mientras que, para el CP2 las

variables que tuvieron el mayor efecto fueron el carbono hidrosoluble del suelo
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(CHS). Ademas, en el analisis estadistico de las propiedades microbiologicas

permitid observa una correlacion cofenética del 0,993, indicando el cumplimiento

de los supuestos requeridos para el ACP.

Cuadro IV 1. Valores propios y proporcién de la varianza total de los componentes

principales generados a partir de los datos estandarizados.

Componente | Valor propio T\?atfila?;ala Acumulada
1 2,91 0,58 0,58
2 1,14 0,23 0,81
3 0,62 0,12 0,93
4 0,3 0,06 0,99
5 0,03 0,01 1

Cuadro IV 2. Coeficientes de correlacion de las variables quimicas del suelo y los
tratamientos (Control, Suelo+Biochar y Suelo+Pino), para los 3 componentes

principales.
Variables CP1 CP 2 CP3
CHS -0,33 0,89 -0,19
C-BM -0,7 0,09 0,7
C-CO, acumulado -0,7 -0,58 -0,19
C-COs instantaneo 0,95 0,05 0,19
qCO; 0,95 -0,1 0,13

Correlacion cofenética= 0,993

CHS: carbono hidrosoluble del suelo. C-BM: carbono de la biomasa microbiana. C-CO, acumulado

e instantaneo, gqCO.: respiracion especifica.
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A partir del analisis multivariado realizado a las propiedades microbiolégicas del
suelo, en la Figura IV.6, muestra los resultados del analisis de los dos
componentes principales y la ubicacion de las 5 variables (CHS, C-BM, C-CO;
acumulada, C-CO; instantaneo, qCO;) y los tratamientos Suelo Control (T1),
Suelo+Biochar (T2) y Suelo+Pino (T3) utilizando los 2 primeros factores o ACP
como ejes de abscisas y ordenadas. En los ejes Xy Y, se observan las diferentes
variables en un plano y las correlaciones entre ellas, siendo el eje X el
componente de mayor varianza CP1y en el eje Y el CP2. Permitiendo inferir, que
en el primer y cuarto cuadrante se agrupan las caracteristicas C-CO, instantanea
y coeficiente metabdlico, respectivamente, por ser muy préximas entre si debido a
la alta correlacion entre ellas. En el segundo cuadrante se encontraron las
variables: el carbono de la biomasa microbiana y el carbono hidrosoluble del
suelo, muy proximas entre si, debido a la estrecha relacion entre ellas. En cambio
en el tercer cuadrante se encontr6 agrupada la liberacion C-CO, acumulada
correlacionandose con el carbono de la biomasa microbiana por ubicarse muy
proximos entre si. Ademas, se observo correlacién inversa entre las variables: el
carbono de la biomasa microbiana y el coeficiente metabdlico, en el cuadrante dos

y cuarto, respectivamente.

De acuerdo a lo mostrado, se pueden separar los diferentes tratamientos en tres
grupos (en los cuales D = dia y T = tratamiento) de acuerdo a su similitud en sus
caracteristicas microbiologicas (Figura 1V.6). Asi tenemos que el grupo | esta
conformado por D3:T1, D1:T2 y D1:T3, los cuales poseen una respiracion
especifica alto que se observa reflejado en el desprendimiento de C-CO;
instantaneo, relacion que se trato de explicar anteriormente, al discutir los
resultados. El grupo Il, por D14:T2, D28:T2, D56:T2 y D14:T3, presentaron un
incremento del carbono de la biomasa microbiana (C-BM), como consecuencia
existio una disminucion del carbono hidrosoluble del suelo (CHS), por lo que se
considera que en estos dias y tratamientos los microorganismos fueron mas
eficiente metabdlicamente (qCO-) en utilizar el CHS para su sintesis celular. No
obstante, este grupo presentd caracteristicas similares al grupo Il constituidos por
D14:T1, D56:T1, D87:T1, D28:T2, D28:T3, D56:T3 y D87:T3, en la liberacién
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C-CO; acumulada, por presentar un incremento del C-BM. Kolb et al. (2009)
atribuyen el aumento de la actividad y la masa microbiana del suelo a la presencia
de nutrientes que son proporcionados por la adicién de los biochars a los suelos.

RAVELY
&

Figura IV. 6. Representacién de los componentes principales del efecto de la
incorporacion del biochar de pino caribe en las propiedades microbioldgicas del
suelo de la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui. Carbono de la biomasa microbiana

(C-BM), carbono hidrosoluble del suelo (CHS), produccion de C-CO, acumulada e instantanea,
respiracion especifica (qCO,), D: dia; T1: Suelo Control; T2: Suelo+Biochar; T3: Suelo+Pino.

Posible estimulo de la mineralizacién del carbono organico nativo del suelo,
producto de la incorporacion del biochar.

En esta seccion se tratara de dar una explicacion aproximada, ya que solo se
utilizaron las diferencias del desprendimiento de C-CO, acumulada entre los
tratamientos, en tal sentido para cada dia se resto a la mineralizacion de C de los
tratamientos (Biochar o Pino) el valor de la mineralizacion del suelo control,
propuesto por Hamer et al. (2004) y Kuzyakov et al. (2009), haciendo la salvedad
de que estos autores si utilizaron marcadores isotopicos, tal como debe ser. En
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este sentido, en la Figura IV.7, se observa que durante los primeros siete (7) dias
de incubacion existio un efecto negativo de los materiales incorporados sobre la
mineralizacion del CO en comparacion al control. Esto pudiera indicar un efecto
inhibidor y por ende un posible secuestro de carbono en el suelo. Durante las
primeras 24 horas de la incubacion, el tratamiento Suelo+Biochar parece causar
un efecto negativo ya que su producciéon de C-CO; es de -32,82% en comparacion
con el del tratamiento Control. Sin embargo, la incorporacion del biochar parece
producir un efecto positivo en la mineralizacion del CO entre los dias 3 hasta el dia
58 del experimento de incubacion, disminuyendo el efecto hasta llegar al dia 150
de la incubacién cuando nuevamente el efecto se hace negativo (-6,67%) en
comparacioén con el control. El tratamiento Suelo+Pino durante los primeros 7 dias
de la incubacién parece tener un efecto negativo en la mineralizacion de CO en
comparacién con el control, ya que su produccion de C-CO; es de -32,09 a
-15,63% menos que en el control, pero cambiando este efecto desde el dia 14
hasta los 150 dias del experimento de incubacion (12,33 a 104% mas C-CO, que
el control).

A pesar de no existir datos comparables de este parametro sin utilizacion de
marcadores isotopicos, y considerando que las mediciones de la liberacion del
C-CO2 no marcado en el suelo se ven obstaculizados por un gran fondo de
desprendimiento de CO, (Zimmeman, 2010). Por su parte, Luo et al. (2011)
encontraron un efecto estimulador o priming positivo en la mineralizacién del COS
durante 87 dias de incubacion al incorporar biochar de Miscanthus giganteus
producido a 350 °C en un suelo del orden Alfisol de bajo pH (3,70). Algunos
autores, resefan, que el efecto estimulador producto de la incorporacién del
biochar es relativamente rapido durante los primeros tres meses y después de 2 a
3 anos se produce la descomposicion parcialmente lenta, a consecuencia de que
existe un incremento de la actividad microbiana producto de sustratos organicos
labiles, que tiende a disminuir con el tiempo por el poder de agregacidén que tiene
el biochar con las particulas del suelo, reflejandose en las tasas de
descomposicion (Kuzyakov et al., 2009), por su estabilidad quimica y recalcitrante
para los microorganismos del suelo (Bruun y El-Zehery, 2012).
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Figura IV. 7. Posible efecto priming del carbono organico nativo del suelo de la
Mesa de Guanipa, estado Anzoategui, después de la incorporacién del biochar de
pino caribe. Las barras representan el error estandar de la media (n=3), las que no presentan
letras indica que no hubo diferencias estadisticas significativas.

CONCLUSION.

Se determind que la incorporacion de biochar al suelo de la Mesa de Guanipa,
estado Anzoategui, produjo un estimulo de la actividad (C-CO2) y biomasa
microbiana (C-BM) del suelo durante los primeros dias del experimento de
incubacion como consecuencia de la incorporacién de carbono labil o facilmente
biodegradable con el material que aumento las concentraciones del CHS. Debido
a que no se usaron técnicas isotdpicas, no pudimos cuantificar el efecto real del
biochar sobre la mineralizacion de COS; sin embargo, si este efecto es positivo
como pareciera haber ocurrido, este no comprometeria la posibilidad de un
secuestro de carbono del suelo, ya que el biochar aportaria C organico al suelo.
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CONCLUSION Y RECOMENDACION GENERAL

Se pudo obtener material carbonizado con caracteristicas quimicas vy
estructura fisica de biochar a partir de virutas de pino caribe, mediante
técnicas de pirdlisis lenta.

Las caracteristicas quimicas del material de biochar (COT, pH, bases
intercambiables, CIC y COD), promovieron los cambios en las propiedades
quimicas y microbiologicas en el suelo de la Mesa de Guanipa.

El biochar increment? la fertilidad quimica del suelo, especificamente el pH del
suelo durante 28 dias consecutivos y se observo un pequefio incremento de la
CIC a partir del dia 87 y 180 del experimento como respuesta de las bases
intercambiables.

Se estimulo la respiracion y biomasa microbiana del suelo promovido por la

incorporacion del COD en el material y aumentando el CHS.

El Biochar pudiera permitir un secuestro de carbono en el tiempo por la
compensacion del aporte de CO al suelo.

En Venezuela la investigacion en esta area es muy escasa, por lo tanto se
cree que este trabajo sera una base para futuras investigaciones. En ese
sentido, se recomienda realizar mas estudios sobre los efectos de la adicidon
de biochar de diferentes especies vegetales a nivel de fertilidad integral en
suelos de diferentes tipos, asi como las dosificaciones a aplicar, a fin de
evaluar las posibilidades del uso del biochar como una enmienda para
mejorarlas condiciones de los suelos y su efecto en la mitigacion del cambio

climatico.
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