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1  INTRODUCCION

La lucha reciente a nivel mundial contra el uso del Bromuro de Metilo para la desinfeccion crea un
problema importante para los paises productores de frutas y hortalizas, al mismo tiempo que se
contintia la busqueda de alternativas viables. La tendencia de la actividad agricola en el dmbito
mundial, de reducir la dependencia de quimicos sintetizados y el tamafio de las areas dedicadas a la
agricultura, sin que esto afecte el volumen y la calidad de la produccién de alimentos, ha impulsado a
los investigadores a generar alternativas que permitan hacer mas eficiente la produccién con menor

uso de agroquimicos.

La desinfeccion de los suelos, se lleva a cabo frecuentemente en cultivos intensivos, y tiene el objeto
de evitar las plagas que afectan a las plantas y que pueden hacer peligrar la produccién de dicho
cultivo. Las técnicas de desinfeccion fisica tienen como principal problema su elevado coste de
aplicacion, por la cantidad de mano de obra necesaria para su aplicacién o su coste energeético,
mientras que la desinfeccién quimica tiene dos problemas principales: la elevada toxicidad de los
productos quimicos utilizados, que requiere una utilizacién especializada y cuidadosa, y la
ilegalizacion de muchos de los compuestos utilizados para desinfeccién, de acuerdo con la “Lista
Unica Comunitaria de Sustancias Activas” (cuyas bases fueron marcadas por la Directiva 91/414/CEE y
trasladadas en Espafia al Real Decreto 2163/94).

El ozono sin embargo, es una sustancia de rapida biodegradacién, y si poseyese capacidad
desinfectante, su aplicacion como fitosanitario redundaria en una mejora de la salubridad de la
produccién. La accion biocida del ozono se debe fundamentalmente a los radicales activos que
reaccionan con diversos componentes orgdnicos de las células animales, vegetales vy
microorganismos. Estos mecanismos son muy poco conocidos, pero se basan en el alto potencial
reductor o de oxidacion que tienen las disoluciones de ozono. El mecanismo de desinfeccion de la
ozonizacion se basa en el alto poder del ozono como oxidante protoplasmatico general. Esta
condicién convierte al ozono en un eficiente destructor de bacterias y la evidencia sugiere que es igual

de efectivo para atacar virus, esporas y quistes resistentes de bacterias y hongos.

En el presente estudio, se han investigado varios aspectos relacionados con la capacidad del ozono en
la desinfeccién de los suelos. Sin embargo, algunos de los resultados obtenidos han dado pié a pensar
que esta sustancia tiene otras aptitudes destinadas a la mejora de la agricultura, y que deben ser
investigados dadas las ventajas que puede conllevar en Castilla y Ledn. En esta memoria se han
trazado hipotesis sobre ciertas aplicaciones alternativas que el ozono puede tener, y que estan
basadas en las experiencias recogidas de este estudio. Sin embargo, el tiempo requerido para su

desarrollo e investigacion hacen imposible la comprobacion de su veracidad en el transcurso del
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presente estudio. No obstante, ITAGRA.CT para aprovechar el potencial que el ozono tiene en el
sector agricola, pondra todos los medios a su alcance para procurar que estas lineas de investigacion

continlien en estudios posteriores,

2 OBJETIVO

El objetivo general del proyecto consiste en el estudio de la aptitud del ozono como fitosanitario para
la desinfeccidn de suelos destinados al cultivo de horticolas, orientado sobre todo a la planta de fresa.
Se pretende comprobar si es una alternativa viable y medioambientalmente sostenible, mediante la
realizacion de diversos ensayos orientados a analizar la eficacia del ozono en la eliminacion de
patdgenos del suelo y las hierbas adventicias. Asimismo, se estudia si la aplicacion de ozono produce

alguin efecto fitotdxico en las plantas cultivadas que dificulte su desarrollo.

3 MONTAIJE DEL LABORATORIO Y ENSAYOS PREVIOS.

Previamente al inicio de los ensayos que constituyen el objetivo del proyecto, orientados a evaluar la
eficacia del ozono como desinfectante, ha sido necesaria la puesta a punto de un generador de 0zono

asi como de su circuito complementario para el tratamiento de suelos.

Posteriormente, ha sido necesaria la eleccion del suelo con el que realizar los ensayos, lo que ha
requerido un amplio periodo de tiempo, que finalmente ha sido mayor del previsto, debido a la

dificultad para encontrar un suelo que se adaptara completamente a las caracteristicas requeridas.

Con ello se ha considerado necesario realizar previamente dos pruebas orientadas a evaluar la
importancia de factores especificos que pudieran influir en los resultados de los ensayos que
constituyen el proceso de desinfeccion mediante ozono: la presencia de materia organica y el proceso

de sellado.

A continuacion se describen estos extremos:

3.1 EQUIPO GENERADOR DE OZONO.

El generador de ozono utilizado en el presente estudio es de fabricacién y tecnologia HindU: se trata
del modelo OG100, de la marca Beta Computronincs, con una alta eficiencia, y disefiado para cumplir

unas condiciones ambientales exigentes. Cuenta con un microcontrolador en el interior del circuito,
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que controla todas las funciones importantes al mismo tiempo que proporciona proteccion frente a

posibles problemas de funcionamiento.

Sus especificaciones técnicas son Las siguientes:

Produccion maxima Os : 10g/h

Concentracion maxima: 100 g/m3

Presion gas de alimentacion: hasta 2 bares

Caudal gas de alimentacion: hasta 8 [/min

Consumo eléctrico: 200 W

Dimensiones y peso: 406 x 304 x 175 mm, 16 kg

Figura 1. Generador Beta Computronincs de Fabricacion y tecnologia hinda.

Para llevar a cabo los ensayos, se ha optado por utilizar oxigeno como gas de alimentacion a un

caudal contintio de 1l/min. De este modo, se consigue que el rendimiento del generador se optimice,

consiguiendo la produccién méaxima nominal de ozono.

Figura 2. Manorreductor acoplado en la botella de O, que alimenta al generador

de ozono.
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3.2 MONTAIJE DEL EQUIPO Y SELECCION DEL SUSTRATO

Con este equipo se aplica el ozono a través de un difusor. Este se introduce en un recipiente que
contiene el suelo, situandose en el centro del sustrato para que la ozonizacion sea homogénea. Los
materiales, recipientes, manguitos, llaves, etc. deben ser resistentes al gran poder oxidante del ozono.
Preferiblemente seran de polietileno o silicona por ser estos materiales mas resistentes a la oxidacion

y a la degradacion.

GENERADDR DE DZOND

DIFLS0R ——
EUELU—j

Figura 3. Esquema y fotografia del dispositivo para la aplicacion de ozono en el

suelo.

Los sustratos que se utilizaron, se seleccionaron de tal forma que uno de ellos fuera un suelo agricola
donde se habia cultivado fresa, con un contenido en materia organica bajo. El otro sustrato es turba
(con alto porcentaje de materia organica), para comprobar la reaccion del 0zono en un ambiente muy

rico en materia organica.

Para la seleccion del suelo agricola, se tomaron muestras de sustrato de diferentes lugares, y se
analizaron los siguientes parametros, materia organica, textura y aerobios mesofilos. Se escogio
fundamentalmente un suelo con textura arenosa (el utilizado en el cultivo de la fresa), y con niveles
altos de aerobios mesofilos. Este suelo no ha recibido tratamiento fitosanitario el afio del ensayo, por
lo que estd libre de herbicidas, y fungicidas. Ademads, los patdgenos que estén presentes, se presupone

que son especificos de la fresa, que es el objetivo del estudio.

A continuacion se muestra el analisis inicial del suelo utilizado en el estudio.
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Figura 4. Analisis inicial del suelo utilizado en el estudio.

3.3 ENSAYOS PREVIOS.

En esta fase se realizaron diferentes ensayos en laboratorio para comprobar posibles interferencias en

la desinfeccion debido a dos factores que pueden ser de influencia: uno relacionado con la

composicion del suelo, y otro con la practica de ciertas labores.

Estos factores especificos han sido los siguientes:

¢ Influencia del ozono en la materia orgdnica presente en el suelo.

e Influencia del sellado del suelo tras la aplicacion de ozono.
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3.3.1 INFLUENCIA DEL OZONO EN LA MATERIA ORGANICA PRESENTE EN EL SUELO

A. Metodologia

En experiencias anteriores realizadas por ITAGRA.CT (Proyecto OZOFIT), se observo que al aplicar
ozono sobre el suelo, se producia un ascenso de la temperatura en el sustrato, lo que demuestra que
el ozono reacciona con la materia organica de algun modo. Por este motivo, se realizaron varios
ensayos donde se aplicaron diferentes tratamientos de 0zono, analizando posteriormente la materia
organica del suelo, para comprobar si varia su contenido.

Los tratamientos se llevaron a cabo variando el tiempo de aplicacion de ozono en el suelo, y el
contenido en materia organica del suelo. Para ello se utilizd el suelo agricola anteriormente

seleccionado y turba, con 0,74% y 42,43% de materia organica oxidable respectivamente.

B. Resultados.

En a siguiente tabla se recogen los tratamientos que se realizaron y los resultados obtenidos.

Tabla 1. Resultados de la variacion de materia organica tras la aplicacion de

ozono.

Aplicacion de ozono Materia organica tras

Tratamiento Tipo de sustrato en el suelo aplicacion de ozono
(minutos) (% sms)

Su.0 Suelo agricola o MO oxidable: 0,74
Su.1+1 Suelo agricola 1'+1 MO oxidable: 0,74
Su. 2+2 Suelo agricola 2'+2 MO oxidable: 0,67

Su.l5 Suelo agricola 15’ MO oxidable: 0,42

Su.30 Suelo agricola 30 MO oxidable: 0,48

Su.45 Suelo agricola 45 MO oxidable: 0,42

Su.60 Suelo agricola 60’ MO oxidable: 0,28

Su.75 Suelo agricola 75 MO oxidable: 0,35

Su.90 Suelo agricola o0 MO oxidable: 0,41
Su.105 Suelo agricola 105 MO oxidable: 0,3

MO oxidable: 42,43

Tu.0 Turba 0

MO total: 82,24

MO oxidable: 43,19
Tul Turba N

MO total: 82,39

MO oxidable: 44,71
Tu.2 Turba 2

MO total: 81,28
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Tras analizar los datos resultantes, se comprobd que las diferencias entre tratamientos no son
significativas, ya que la incertidumbre del método es del 10% sobre el valor obtenido, por lo que las

variaciones existentes se asumen dentro de este intervalo de incertidumbre.

Por otra parte, es evidente que el ozono reacciona con la materia organica del suelo, ya que la
temperatura de éste aumenta cuando se aplica 0zono, siendo este ascenso mayor cuanto mas alto es
el contenido de materia organica. Tras la realizacion del ensayo, se ha demostrado que el nivel de
materia organica no se ve disminuido por el 0zono, sin embargo, es probable que la reaccién que se
produce no sea la mineralizacion de la materia, sino un proceso de humificacion. Mediante este
proceso la materia organica se transforma, pero no se degrada hasta compuestos minerales, sino que

da lugar a la formacién de humus.

Mediante la humificacion, la materia organica se va transformando de forma natural en el suelo desde
materia organica fresca hasta humus, pasando por diferentes fases de degradacion. En funcién de su
resistencia a la degradacién y grado de polimerizacion se pueden distinguir entre huminas, acidos
fulvicos y acido humicos. Este proceso se produce gracias a la accion de procesos fisicos (troceado de

la materia organica fresca), quimicos y biologicos.

SUELO

‘ HaOH

soluble ingalukble

CIH

soluble

ingalukle ‘
‘ huminas
[ Finerales)

ac. fdlvicos ac. hamicos

++
saluble insaluble

ac. h. pardos ac_h_ grises

Figura 5. Degradacion de la materia organica en el suelo.

Este hecho es muy interesante de cara a la utilizacion de ozono como fitosanitario y beneficioso para
los suelos, ya que la humificacion es responsable de la acumulacion de la materia orgdnica en el
suelo, mientras que la mineralizacién conduce a su destruccion. La importancia del humus sobre las
propiedades del suelo es fundamental, ya que condiciona muchos factores de calidad de los suelos,

como el color, tamafio, formay consistencia de los agregados, etc.
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Estas caracteristicas influyen en las propiedades del suelo de diferentes modos:

Fisicas.

- EL color oscuro favorece la absorcion de rayos solares, calentando el suelo y favoreciendo la
germinacion de las semillas.

- Mejora la estructura del suelo, manteniendo una porosidad adecuada que posibilita la presencia de
aguay aire en el sustrato, incrementando la capacidad de absorcion de agua.

- Aumenta la resistencia a la erosion y compactacién del suelo, al favorecer la formacion de

agregados.

Quimicas
- Posee la capacidad de absorber contaminantes, como los pesticidas.

- Aumenta la disponibilidad de nutrientes para que sean absorbidos por las plantas.

Biologicas
- Fomenta a actividad bioldgica del suelo.

- Favorece la liberacion de nutrientes para la alimentacion vegetal.

3.3.2 INFLUENCIA DEL SELLADO DEL SUELO TRAS LA APLICACION DE OZONO.

A. Metodologia

Este apartado tiene por objeto comprobar si el sellado del suelo mejora la eficacia de la desinfeccidn.
Para ello, tras la aplicacion del ozono en el suelo, se procedio a efectuar la labor de sellado mediante
presion, que en la practica se realiza en campo con un apero de rodillo. Como tratamiento de
referencia se utilizd un suelo previamente esterilizado mediante autoclave, donde la temperatura

alcanzo los 121°C durante 15 minutos.

B. Resultados.

Los resultados de este apartado se muestran a continuacion, siendo los datos que aparecen la media

de las tres repeticiones realizadas.
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Tabla 2. Influencia del sellado del suelo en la desinfeccion mediante ozono.

, Materia Aerobios
. Aplicacion de ozono  Sellado por . o
Tratamiento . . organica mesofilos
(minutos) presion
(%) (ufc/q)
T1 0,67 1.000.000
I — no
T2 3 440.000
I 30
T3 0,67 1.443.333
I Si
T4 3 1.173.333
T5 0,67 3.333.333
I — no
T6 3 4.100.000
I — 60’
T7 0,67 816.667
e — Si
T8 3 583.333

En lo que al sellado se refiere, la siguiente grafica muestra como aumenta la desinfeccion en las
aplicaciones mas largas de 0zono, es decir, que cuando se utilizan tratamientos de ozono de 307, la
desinfeccién disminuye si se realiza una labor de sellado, pero con tratamientos mas largos (de 607,

el sellado aumenta la efectividad del ozono.

5000000

4000000

3000000

ufc/g

M sin sellar

2000000

M sellado
1000000

0
30“ 60" 30" 60"

MO 0,67% MO 3%

Grafica 1. Influencia del sellado en la desinfeccion del suelo.

Por lo tanto puede considerarse que el contenido de la materia orgdnica no afecta sobre el nivel de
desinfeccion que se alcanza tras la aplicacion de ozono. Y en cuanto a la influencia del sellado, no se
puede concluir nada al respecto, pues los datos revelan que no existe una tendencia clara al realizar

esta practica sobre los resultados de la desinfeccion.

En base a los ensayos realizados, los dos factores estudiados en este apartado no se tendran en cuenta

para las pruebas de desinfeccion.
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4 ENSAYOS DE DESINFECCION DE SUELOS.

La presencia de microorganismos patdgenos en diversos suelos, pueden constituir un vehiculo de
transmision de enfermedades causadas por bacterias patdgenas, virus y hongos. Por este motivo, los
analisis de parametros bioguimicos en el suelo, estan adquiriendo una gran importancia en la
actualidad.

Con los objetivos definidos y partiendo de la situacion ya descrita, se afrontaron los ensayos
pertinentes en el laboratorio. Estas pruebas estan orientadas a esclarecer los efectos producidos por el
ozono en los diferentes patdgenos del suelo, asi como, a evaluar su efecto fitotdxico sobre las plantas
que posteriormente ocupen esa tierra de cultivo.

Alguno de los analisis realizados, estudian los procesos microbianos que se producen en el suelo de
forma global, mientras que otros son indicadores de procesos especificos.

En los ensayos se ha observado el efecto que la aplicacién de ozono provoca sobre:

- Mohos y levaduras

- Microorganismos aerobios mesofilos

- Diversos patégenos especificos de la fresa.

- La respiracion microbiana. Respirometria.

- Las propiedades fisico quimicas de los suelos

- Las hierbas adventicias.

Finalmente, para analizar la fitotoxicidad que la aplicacion del ozono produce sobre el cultivo

posterior, se han realizado los test de Juste y Zucconi.

4.1 RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

Los hongos son organismos eucarioticos, que pueden ser unicelulares o filamentosos, de reproduccion
sexual o asexual, saprofitos mutualistas o parasitos. Los hongos se encuentran ampliamente
distribuidos en el ambiente, y se dispersan facilmente por el aire.

Los hongos engloban los mohos vy las levaduras. Los mohos son multicelulares filamentosos cuyo
crecimiento se reconoce por su aspecto aterciopelado. Las levaduras crecen en agregados de células

independientes, que cuando crecen forman colonias caracteristicas.
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A.  METODOLOGIA

En este primer ensayo de desinfeccion se orientd a comprobar si la aplicacion de ozono podia
influir en la poblacion de mohos y levaduras, disminuyendo su presencia en el suelo. Para ello se
tomaron cuatro muestras de suelo con alta presencia de patdgenos procedentes de un cultivo de
fresa. Se aplicd una dosis de ozono de 15 minutos en cada uno de los suelos, y se procedio a

realizar el recuento de mohos y levaduras para estudiar la influencia de los tratamientos.

(a) (b)

Figura 6. Aplicacion de ozono en el suelo (a).Preparacion de las muestras

microbioldgicas de mohos y levaduras (b).

Para la evaluacion se utilizo la metodologia para recuento de mohos y levaduras establecida en la
norma ISO 7954 de 1988.

Este método se realiza en medio selectivo OGA (Oxitetraciclina, Glucosa, Agar) que lleva
incorporado el antibidtico oxitetraciclina, el cual inhibe de forma eficaz el crecimiento bacteriano.

Los pasos a sequir son Los siguientes.

- Preparar las siguientes diluciones a partir de las muestras de tierra: 103, 10 10° (2
repeticiones): 6 placas por tratamiento.

- Afadir con pipetas estériles, a partir de tres de las diluciones decimales 0,1 ml a cada placa con
medio OGA.

- Incubar durante 5dias a 25 °C.

- Recuento de placas en las que el nimero de colonias esté comprendido entre 30 y 300 UFC.
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RECUENTO DE MOHCS Y LEVADLIRAS
{(NF IS0 7954, 1988)

i

Dikucion 10-

10 g muestra
90-ml calde peptona

Homogeneizar
(2 min Stomacher)

r

Fiffror y preporor diluciones seriados

+ Recuento plocas
*  Colonias 15-300

Figura 7. Esquema de la metodologia para el recuento de mohos y levaduras.

B. RESULTADOS

No se aprecian variaciones significativas en cuanto a la poblacion de mohos y levaduras, por o

gue en principio, y seqguin los resultados del estudio, este tipo de microorganismos no se ve

afectado por la aplicacion de ozono, en las condiciones en que se han realizado los ensayos.

Tabla 3. Resultados del recuento de mohos y levaduras.

Sin tratamiento de

Con tratamiento de Ozono

ozono 15°
s1 2x10* 4x10°
S2 1x10* 4x10*
S3 6x10* 2x10*
sS4 1x10° 2x10°
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4.2 MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS a 31°

En el grupo de los aerobios mesofilos se incluyen todas las bacterias, mohos y levaduras capaces de
desarrollarse a 31° C en las condiciones establecidas. En este recuento se estima la microflora total sin
especificar tipos de microorganismaos.

Un recuento bajo de aerobios mesofilos no implica o no asegura la ausencia de patégenos o sus
toxinas, de la misma manera que un recuento elevado no significa presencia de flora patégena. Ahora
bien, no son recomendables recuentos elevados, ya que puede significar una excesiva contaminacion
del suelo que puede extenderse a los cultivos establecidos en el terreno.

Los recuentos de microorganismos viables se basan en el nimero de colonias que se desarrollan en
placas previamente inoculadas con una cantidad conocida de muestra e incubadas en unas
condiciones ambientales determinadas.

A. METODOLOGIiA
El procedimiento metodoldgico utilizado es una adaptacién de la norma ISO 4833:2003 para
determinar los microorganismos aerobios mesofilos en suelos. EL modo de proceder fue el
siguiente:
- Se determinaron los tratamientos a realizar seleccionando el tiempo de aplicacion de ozono
en Los suelos.
- Se prepararon las siguientes diluciones: 10,10, 10, a partir de las muestras de tierra.
- A partir de tres de las diluciones decimales, en la cdmara de flujo laminar y en condiciones
asépticas, se afadieron 0,1 ml a cada placa con medio PCA con pipetas estériles.
- Se colocaron las placas en una estufa, y se incubaron durante 3 dias a una temperatura de
31°C.
- Serealizo el recuento de placas de tal forma que el nimero de colonias esté comprendido
entre 30 y 300 ufc.

En todos los ensayos se realizaron 6 repeticiones.

B. RESULTADOS
Los ensayos comenzaron con periodos largos de aplicacion de ozono, que abarcaron desde 15

minutos a 1 hora.
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Figura 8. Presencia de aerobios mesofilos en los ensayos.
A continuacién se detallan los datos de los resultados de los 5 ensayos que se llevaron a cabo.

Ensayol
En la primera prueba se ensayaron cuatro tratamientos que engloban 15, 30 y 60 minutos, asi como

el testigo, donde no se realizo aplicacion de ozono.

Aerobios
Duracién Desinfeccion 6000000 -
mesofilos
aplicacidon (%)
(ufc/g) w 4000000 -
)
0’ (Testigo) | 5.400.000 = ‘5
2000000 -~
15’ 385.000 92,87
30° 910.000 83,15 0
Testigo 15 30° 60’
*0 775.000 85,65 Duracidn de la aplicacion de ozono

Figura 9. Resultados del ensayo 1.

Los resultados muestran una elevada disminucidn de la poblacién de aerobios mesofilos, alcanzando

la maxima desinfeccion con 15 minutos de aplicacion de ozono en el suelo, que llegd al 92,87%.

Ensayo 2
Los tratamientos que mejor resultados obtuvieron en el primer ensayo se repitieron en este sequndo,

como se indica a continuacion.
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2500000 -
Aerobios 2000000 -
Duracién Desinfeccién
mesofilos oo 1500000 -
aplicacion (%) s
(ufc/g) 3 1000000 -
0’ (Testigo) | 2.100.000 - 500000 A -
15° 543.333 74,13 0 -
60’ 283.333 86,51 Testigo 15’ 60’
Duracién de la aplicacion de ozono

Figura 10. Resultados del ensayo 2.

Se puede observar como la desinfeccion consequida fue también elevada en los dos casos estudiados,
aunque la reduccion de aerobios mesofilos respecto al testigo fueron algo menores que en el primer

ensayo.

Ensayo 3
En este ensayo se estudio la influencia de una doble aplicacion de ozono, donde se analizaron los

resultados de desinfeccion tras tratar los suelos durante los siguientes periodos de tiempo:

- 15 minutos

- 15 + 15 minutos, donde se realizo la sequnda aplicacion tras un intervalo de un minuto respecto a la
primera.

- 60 minutos

- 60 + 60 minutos, donde se realizd la sequnda aplicacion tras un intervalo de un minuto respecto a

la primera.
Aerobios
Duracion Desinfeccion
mesofilos 4000000 -
aplicacion (%)
(ufc/g) 3000000 -
. - oo
0’ (Testigo) 3.833.333 - g 2000000 -
15 535.000 86,04
1000000 -
15+15 180.000 95,30
0
60 330.000 89,83 Testigo 15 15+#15 60  60+60
e oy g2 Duracién de la aplicacion de ozono

Figura 11. Resultados del ensayo 3.
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En los datos obtenidos se observa como la desinfeccién ha sido efectiva, ya que en los cuatro
tratamientos ha sido superior al 86%. Por otro lado, la influencia de una doble aplicacidn es positiva,
ya que el porcentaje de desinfeccion es mayor, pero como se observa en la grafica, la diferencia es
muy pequefia entre los tratamientos 15"y 15'+15', asi como entre 60", 60'+60Q’, lo que indica que los

resultados no son proporcionales al esfuerzo que conlleva la aplicacion doble.

Ensayo 4
Los tratamientos que se llevaron a cabo en este ensayo se orientaron a estudiar tiempos cortos de

0zonizacion, que darfa lugar a procesos de desinfeccién mas econdmicos en caso de aplicarse a escala

real.
Aerobios 4000000 -
Duracién Desinfeccion
mesofilos J
aplicacion (%) 3000000
(ufc/g) o
£ 2000000 -
0’ (Testigo) 3.336.429 5 5
1 1.005.000 69,88 1000000 -
1+1 861.667 74,17 0
2 861.667 74,17 Testigo 1' 1'+1' 2' 2'+2'
242 907.500 72.80 Duracién de la aplicacién de ozono

Figura 12. Resultados del ensayo 4.

Los resultados muestran como con una menor duracion en la aplicacion de ozono, también se
alcanzan desinfecciones elevadas, aungue han sido ligeramente menores a los anteriores ensayos. No

se han observado diferencias significativas entre los cuatro tratamientos.

Ensayo 5
Para verificar si la eficacia de la desinfeccion aumenta al realizar el tratamiento en dos fases, se

(levaron a cabo dos tipos de aplicacion de ozono:
- 1'+1" con unintervalo de un minuto entre cada aplicacion.

-2 enunasola aplicacién.




6000000 -
Aerobios
Duracién Desinfeccion
mesdfilos oo 1000000 -
aplicacion (%) >
(ufc/g) 5
2000000 -
0’ (Testigo) | 5.100.000 - ' '
1+1 1.625.000 69,61 0
Testigo 1'+1' 2!
2 1.550.000 68,14 L. L
Duracién de la aplicacion de ozono

Figura 13. Resultados del ensayo 5.

Los datos indican que la aplicacion de ozono en dos fases no aumenta la desinfeccion respecto a

realizarlo de una sola vez.

Comparativa métodos de desinfeccion actuales.

Para otorgar a los resultados obtenidos un contexto real, se han comparado con otras sustancias
activas utilizadas actualmente para la desinfeccion de la fresa. Los datos corresponden a un estudio de
investigacién donde la metodologia utilizada y el objetivo fueron los mismos, pero con diferentes
tratamientos de desinfeccion. Estos datos de referencia se han tomado del articulo de A. de Cal et al”

donde se analizan las alternativas quimicas al bromuro de metilo mas utilizadas.

Tabla 4. Tratamientos quimicos desinfeccion de suelos para fresa. Fuente: A. de
Cal et al (2005)

Treaimenis Active mygredient Diose Flaic  Application Formulated prodiect
flm®  year manufaciser
1) LADPie 661:35) 1 3-Dichloropropene:chloropicrin (6135 3 em’ m? - PE m-2002 . Telopic, Dow Aproscienees
7} 1,3D:Pic {f1:356  13-Dichloropropene:chlaropicrin (61:35) 17.5em” m ™ VIF XHW1-2002 Telopic, Dow Agrasciences
31 LADePic (B3:17)  L3-Dichlaropropene:chlormpicrin (83:17) 35 em'm™>  PE 1958 Dy Agroscicnces
4) Pic Chlorepicrin | irichlsronitromethane | pgm? PE 19982000 Aofina, France
51 Dragomi Drzemes (letrabydro. 3.5 dimeshyl 201, S0 gm PE [0 2002 Basamid, BASF Espatala, 5.A.
35-thiadingzine-2-thicne)
61 Melam snbivm  Metani sodium 25em'm ® PE H00-2002 Trimaon $0%, Desamalle

COueimice Indusrial 5.4, (DEQUISA)
Baizan K-50, Lainco, 5.4

(enadininn V-methyidiniogarbamane )
Plexam potassinm
{peaassbum A-methyldithiocarbamancy

71 Metam potassium Eon'm * PE 2000-2000

) DMIDS Dimethyl disulphide B pm 2 PE 2 Alnfina, France

9 MEB:Pic (302707 Methyl bromiche:chloropicrin (METO) Dgm : ¥IF 2Nz JEurchrom, BY Spain

10y MB:Pic (50:500  Methyl bromide:chlaropicon (50:50) Mgm YIF 19982002 Bromohifty, Eurobrom, BY Spain
11y MB:Pic (50:500  Methyl bromide:chlorpicrn (50:50) Mgm™ PE 19982002 Bromofifiy, Eurobrom, BY Spain
125 Ungremed 19582002

* PE=palycthylene, VIF=vinually impermeable flm




Tratamiento Desinfeccion
(%) 100,0 -
1 86,3
z 85,0 g 80,0 -
- c
3 S 60,0 -
4 78,0 2
: — € 100 -
6 89,3 %
/ 89,7 8 200 -
; o
' 1234567891011
10 90,7
. = Tratamientos

Figura 14.Desinfecciones significativas alcanzadas en el estudio de A. de Cal et.al.
(2005) en la parcela de Arévalo durante los afios 1998-2002.

Se puede apreciar que el mejor resultado se obtuvo al utilizar bromuro de metilo + cloropicrina, pero
solo en el tratamiento 9, que lleva el contenido mas elevado de cloropicrina (70%). En cuanto a los
otros tratamientos cabe destacar el Dazomet que alcanzo casi un 95 % de desinfeccion del suelo.

Con estos datos de referencia expuestos (tabla 5), se puede comparar la efectividad de los
tratamientos quimicos convencionales, con a inyeccion de ozono en cuanto a su capacidad para la
desinfeccion de suelos. En la tabla resumen que aparece a continuacion (tabla 6) se puede apreciar
como los niveles de desinfeccion con 0zono son iguales o mas altos que los quimicos. Incluso, con el
tratamiento de 15’ + 15’ se ha alcanzado un porcentaje de desinfeccion que solo se ha visto superado
por uno de los tratamientos con bromuro de metilo.

Dur'acié.n,de la ' 5 100,0 -
aplicacion de Desinfeccién
0zono (%) —~ 800 -
(minutos) LS ’
1 69,9 :g 60,0 -
1+1 71,9 §
2 71,2 € 40,0
(7]
2+2 72,8 Q
o 4
15 84,3 20,0
15+15 95,3 00 -
30’ 83,2 ;.Ew‘ygg‘%‘gg
60’ 87,3 o~ 4 &
— (o)
60+60 94,5
Aplicacion de ozono (minutos)

Figura 15. Resumen de tratamientos y el porcentaje de desinfecciéon que
produjeron en el suelo.




Pagina | 20

4.3 ANALISIS DE HONGOS PATOGENOS DE LA FRESA

Se seleccionaron tres géneros de hongos patdgenos de la fresa que mas afectan a su cultivo para
llevar a cabo el ensayo:

—  Fusarium
— (ladosporium

—  Penicillium
A. METODOLOGIA

El protocolo sequido para analizar estos hongos es el siguiente:
— Aislamiento de patogenos.
Se realizo el aislamiento de los patdgenos mediante un cultivo monospérico en placas petri
con medio PDA. Posteriormente se multiplicaron en varias placas (PDA) por medio de un asa

de siembra a fin de obtener un micelio puro del hongo que se deseaba obtener.

— Preparacion de indculos.
Se incubaron seis placas con cada hongo durante siete dias como se describe en la siguiente
tabla.

Tabla 5. Condiciones de la preparacion de inéculos.

. Medio de Tiempo N° placas
Hongo patogeno . Temperatura o .
cultivo crecimiento inoculadas
Fusarium PDA 24°C 7 dias 7
Cladosporium PDA 24°C 7 dias 7
Penicillium PDA 24°C 3dias 7

— A continuacion se realizod una inoculacién sobre trigo, colocando 7g de granos esterilizados

sobre las placas petri. Se incubaron durante tres dias hasta que el hongo invadio los granos.

Se anadieron los granos de trigo inoculado a unas bolsitas de membrana de nylon de 0,45
micras de luz, y 90mm de didmetro, que al tener un poro menor que el tamafio de los

microorganismos, impiden tanto a entrada como la salida de los hongos estudiados.

I'Zitagra.ct
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Figura 16. Preparacion del inéculo en el ensayo de patégenos.

— Seintrodujeron las bolsitas en el suelo esterilizado previamente, a 10 cm de profundidad.
— Se aplicaron entonces los tratamientos de ozono mediante un difusor de ceramica enterrado
en el suelo.

Los tratamientos fueron los siguientes:

Tabla 6. Descripcion de los tratamientos en el ensayo de hongos patégenos.

NO
Hongo Tratamiento Cadigo o
repeticiones

Tratamiento testigo Fs-T
Ozono 1+1 Fs-1+1
Ozono 2+2 Fs-2+2
Ozono 15 Fs-15
Tratamiento testigo Cl-T
Ozono 1+1 Cl-1+1
Ozono 2+2 Cl-2+2
Ozono 15 Cl-15
Tratamiento testigo Pe-T
Ozono 1+1 Pe-1+1
Ozono 2+2 Pe-2+2
Ozono 15 Pe-15

Fusarium

Cladosporium

Penicillium

B N N I I N S N S > S
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— Tras la desinfeccion con ozono, se recogieron las bolsas con el trigo, y los granos se
incubaron en medio PDA a 24°C. Se realizaron cuatro repeticiones con 10 granos por placa
para cada hongo. Asimismo, se incubaron un tratamiento testigo (sin aplicacion de ozono),
un tratamiento negativo (con granos sin inocular y sin 0zono) y un ultimo tratamiento con

solo PDA, para comprobar que el proceso ha transcurrido en condiciones adecuadas, sin

contaminaciones.

n M
e el e —

Figura 17. Preparacion e incubacion de los granos de trigo tras la aplicacion de

ozono.

— Se realizd el recuento de los granos infectados por los hongos en cada muestra y se

observaron con la lupa electronica para identificar el grado de desarrollo de los hongos.

Figura 18. Lupa electrénica Leica.
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B. RESULTADOS

En el recuento se observé que en los cuatro tratamientos todos los granos de trigo fueron
invadidos para los tres hongos estudiados. Sin embargo, en las placas testigo, proliferaron
pequefias colonias aisladas de los granos, mientras que en los demas tratamientos, en los cuales
se habia aplicado ozono, el hongo solo estaba presente en los granos y las zonas circundantes a
éstos. El comportamiento fue similar en todos los hongos, aunque en el Penicillium y

(ladosporium fue mas acusado.

Figura 19. Resultados del ensayo con Penicillium (a), Fusarium (b) y

Cladosporium (c).

Segun los resultados de este estudio, esto puede ser debido a que el ozono desinfecta la
superficie del grano, pero no logra penetrar en su interior con as dosis aplicadas. De este modo,
en el testigo (sin 0zono), el hongo comienza a invadir antes el medio, se desarrolla mas rapido, y

produce esporas rapidamente que se diseminan por el medio, lo que da lugar a las colonias

Eiitagra.—é—f
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aisladas de los granos. En el resto de tratamientos, el 0zono ha desinfectado la superficie, y el
hongo tiene que desarrollarse desde el interior del grano. Asi la esporulacion se produce mas
tarde y no aparecen las colonias aisladas observadas en el testigo. En la observacion realizada
con la lupa electronica se puede apreciar que las estructuras de los hongos estan algo mas

desarrolladas en el testigo.

Penicillium

PE-T PE-1+1

PE-1+1

Figura 20. Imagenes de los ensayos de Penicillium tomadas con la lupa
electrénica.
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FU-15

Figura 21.Imagenes de los ensayos de Fusarium tomadas con la lupa electrénica.

(ladosporium

CL-T

CL-15

Figura 22. Imagenes de los ensayos de Cladosporium tomadas con la lupa

electronica.
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4.4 INFLUENCIA EN LA RESPIRACION MICROBIANA. RESPIROMETRIA.

La respiracion microbiana del suelo es un concepto que hace referencia a la actividad de la poblacién
microbiana presente en el suelo. Esta muy ligado a la ecologia de este medio, y es una herramienta
muy utilizada para conocer su salud y su calidad.

El término respiracion microbiana se puede definir como el consumo de O, por parte de los
microorganismos, y la consecuente emision de CO,. Con este método se pretende medir el estado
bioldgico de los microorganismos presentes en el suelo tras la aplicacion de ozono, estimando la

biomasa microbiana que el 0zono es capaz de inactivar.

A. METODOLOGIA

La respirometria es un método analitico indicador de la actividad microbioldgica de un sustrato.
Los microorganismos heterdtrofos obtienen de este modo como producto final la energia que
necesitan para su desarrollo a través de la descomposicion de compuestos orgdnicos. En estas
reacciones redox de oxidacion de la materia por los microorganismos, lamada respiracion
microbiana, el oxigeno funciona como aceptor final de electrones obteniéndose como producto

final del proceso CO; y agua. La reaccién descrita es la siguiente:

MO+0, - (O, + H,0 + Energla

En esta ecuacion se observa como la actividad metabdlica puede calcularse a través del CO,
desprendido, o del consumo de O,. Este ensayo consiste en la medicién de la cantidad de CO;

que los microorganismos emiten en el proceso de degradacion de la materia organica.

Para ello se utilizé el equipo Oxitop Control AN12 y el controlador OC 110, que basicamente
constan de unos recipientes de vidrio cerrados herméticamente, con unos cabezales
manométricos que miden la diferencia de presion entre el interior y el exterior del recipiente
periddicamente hasta que la reaccién termina. EL CO, emitido se recoge en un vaso interior que

contiene NaOH, y que absorbe el gas. La siguiente ecuacion describe la reaccion:

CO, + 2NaOH - Na,CO; + H,0
Esto a su vez produce una depresion en el recipiente, que es recogido por el sensor manomeétrico
del cabezal. Los cabezales poseen una interfaz de infrarrojos mediante (a cual se comunica con
el controlador OC 110, y los datos son recogidos para poder descargarlos posteriormente en el

ordenador.
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Figura 23. Ensayo de respirometria con el equipo Oxitop Control.

Se realizaron cuatro tratamientos, donde el factor estudiado es la duracion de la aplicacion de

0zono al suelo. A continuacion se detallan los tratamientos.

Tabla 7. Descripcion de los tratamientos de respirometria.

5
T2 1+1 30 20 5
13 2+2 30 20 5
T4 15 50 20 5

Los pasos a sequir durante el ensayo se han basado en la norma DIN 19737, adaptandola a los

condicionantes particulares y son Los siguientes:

1. Se toma una porcion de sueloy se deja secar a temperatura ambiente.

2. Se introduce la muestra de suelo (30g) en el recipiente del equipo de Oxitop Control, con 1
litro de capacidad.

3. Se anaden 5 ml de agua para que los microorganismos tengan la humedad adecuada para su
desarrollo.

4. Seintroduce el recipiente de absorcion con 10ml de NaOH 1IM.

5. Se cierra el recipiente de forma hermética y se introduce en una incubadora a temperatura
constante de 20°C.

6. Se programa el equipo para que realice la medicion en modo presidn, y se inicia el proceso.

7. Elcontrol de la respiracion se lleva a cabo periédicamente para que el proceso evolucione de

forma adecuada. Si se aprecia que la presion no varfa, puede que el oxigeno del recipiente se
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haya agotado, y sera necesario airearlo. También puede deberse a que el alcali haya superado su
capacidad de absorcién de CO,, en ese caso habra que reponer el absorbente, afiadiendo NaOH
otravez.

8. Cuando la presion se estabilice, habra alcanzado la fase de meseta, marcando la finalizacion
del ensayo.

Para calcular la respiracién del suelo se aplica la siguiente formula:

_MR(0))

BA = - AP
R'T th

Donde:
BA = respiracion del suelo [en mgO2 / Kg suelo seco]

MR (O,) = masa molar del oxigeno: 32000 mg/mol
V¢ = Volumen del espacio de cabeza [en L]

R = constante general del gas: 83,14 L mbar mol-1K-1
T = temperatura del ensayo [en K]
mBt = masa del suelo seco

Ap = reduccion de la presion [en mbar]

B. RESULTADOS

La duracion del ensayo fue de 15 dias. Durante el proceso se detecto una parada en la respiracion
de las muestras, por lo que se procedid a realizar una aireacion y al mismo tiempo la reposicion
del lcali absorbente de CO..

En las siguientes graficas se muestra la variacion de presion durante todo el proceso. Cada grafica
corresponde a un tratamiento, donde se muestra el progreso de las tres repeticiones de cada

uno.

Presién (hPa)

D O N OO O N O O Mm OO V. mMm O O
N St S S St S S St S S S St

<
L B B B I

——T1.1
==-T1.2
=fe=T1.3

Dias

Figura 24. Resultado del testigo en el ensayo de respirometria.
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15

Presién (hPa)

Dias

Figura 25. Resultado del tratamiento T2 en el ensayo de respirometria.
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Figura 26. Resultado del tratamiento T3 en el ensayo de respirometria.

Presion (hPa)

Dias

Figura 27. Resultado del tratamiento T4 en el ensayo de respirometria.
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La evolucién de la presion fue irreqular en la fase inicial del analisis, sin embargo tras la
aireacion, la tendencia de las tres repeticiones de cada tratamiento se mantuvieron en el mismo
rango con comportamientos muy similares, lo que prueba que el proceso transcurrié de forma

adecuada.

Tabla 8. Resultados de la respirometria del suelo.

Reduccion del O,

AP Respiracion del suelo
Tratamiento consumido
(hPa) (mg O, /Kg MS)
(%)
T1 131,3 6319,3 0
T2 79,0 3801,2 60,2
T3 74,0 3560,6 56,3
T4 85,0 4089,9 64,7

Los datos del consumo de oxigeno indican que la actividad microbiana del suelo disminuye de
forma significativa al aplicar ozono. El mayor descenso se ha producido en el tratamiento T4,
que corresponde con el de mayor duracién (15 minutos de aplicacién de 0zono), con un consumo
de oxigeno 64,7% menor que el testigo. No obstante, los tres tratamientos alcanzaron una

reduccion similar, siempre por encima del 55%.

4.5 ANALISIS QUIMICO DE LOS SUELOS

Se realizaron varios tratamientos aplicando ozono al suelo durante diferentes intervalos de tiempo, y

posteriormente se analizaron los parametros fisico-quimicos de los sustratos.

A. METODOLOGIA

Los tratamientos fueron los mismos que los utilizados en los otros ensayos.

T: Testigo. Sin aplicacién de ozono.
01: Aplicacion de ozono durante 1+1 minuto.
02: Aplicacion de ozono durante 2+2 minutos.

03: Aplicacion de ozono durante 15 minutos

En el laboratorio de ITAGRA.CT se analizaron los siguientes parametros en el suelo antes y
después de los tratamientos de ozono: pH, conductividad eléctrica, materia orgdnica oxidable,

nitrogeno total, fésforo asimilable, potasio asimilable y carbonatos.
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B. RESULTADOS
Los resultados de los analisis muestran que algunos parametros no varian en funcién del
tratamiento, como es el caso de la materia organica oxidable, el potasio asimilable, y el

nitrogeno total

Tabla 9. Resultados de los analisis fisico-quimicos.

- MO Fésforo Potasio -
. Conductividad . Carbonatos - - Nitrégeno
Tratamiento pH oxidable asimilable  asimilable
(mS/cm) (%) total (%)
(%) (mg/kag) (mg/kg)
no
T 6,860,11 0,14 0,74 51,3%5,6 178+22 0,07
detectable
no
01 6,11+0,10 0,27 0,74 54,0£5,6 178+22 0,07
detectable
no
02 5,60+0,10 0,26 0,67 58,156 173+22 0,07
detectable
no
03 4,98+0,10 0,34 0,67 66%5,6 17022 0,06
detectable

Sin embargo, al aumentar la duracion de la aplicacion de ozono, se observa que el suelo se
acidifica, y el fosforo asimilable aumenta. La conductividad sigue también una tendencia a
aumentar con el tiempo de ozonizacion, pero el ascenso no es tan claro como en los otros dos

Casos.

T o1 02 03
Tratamientos

Figura 28. Valores del pH de los suelos en cada tratamiento.

La disminucién del pH puede estar causada por la descomposicién de la materia organica del
suelo provocado por la oxidacion del ozono. En este proceso se produce la siguiente reaccion:
R-COOH — R-COO + H"
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Asimismo, la degradacién de materia organica produce CO,, que en contacto con el agua,
provoca la formacion de acido carbodnico en el suelo. Este fendmeno también causa la
acidificacion del sustrato, que se describe de la siguiente forma:

CO; + H.0 = H,C0; - HCO5™ +H”

Mediante estas dos rutas, la degradacion de la materia organica da lugar a la liberacién de

hidrogeniones, que desplazan las bases de intercambio catidnico al ocupar su lugar.

Figura 29. Esquema del desplazamiento de las bases de intercambio catiénico.

Para comprobar si el valor del pH vuelve a cambiar tras un periodo de tiempo, al cabo de un mes
tras la aplicacion de ozono se analizd nuevamente este parametro, obteniendo los siguientes

resultados.

Tabla 10. Resultados del analisis del pH tras la aplicaciéon del ozono (1° analisis),
y un mes después (2° analisis).

Tratamiento

T 6,86%0,11 6,84+0,11
01 6,11+0,10 6,15%0,10
02 5,6=0,10 571+0,10
03 4,98+0,10 5,18+0,10
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En los datos se puede comprobar que el descenso de pH permanece en el tiempo,

manteniéndose estable en el suelo, lo que resulta de gran interés en zonas de pH basico como

la mayor parte de Castillay Ledn.

En cuanto al fosforo, el rango dptimo de pH del suelo donde existe mayor cantidad disponible se
encuentra entre 6 y 7. Por lo general, al aumentar la acidez, se reduce la disponibilidad de éste
nutriente, ya que el Fe, Al, y Mn presentes en la solucion del suelo, reaccionan con el dcido

fosforico, dando lugar a la formacién de fosfatos hidroxidos insolubles.
La dependencia del comportamiento del fésforo con el pH se resume a continuacion:

pH = 3-4. Minima solubilidad.

pH > 4 el fosforo disminuye la capacidad fijadora.

pH = 5,5 mucho del fésforo esta quimicamente combinado con Fe y AL

pH = 6 comienza la precipitacion como fosfato calcico

pH = 6,5 se forman sales de Ca insolubles por lo que el fosforo no es disponible.

pH > 7 puede formarse incluso apatito como ejemplo de compuestos muy insolubles.

4 5 6 7 8 9 10
Acidez Alcalinidad
Extrerna ﬁ':‘a“ge Fuerte | Mod. I Débil I E'I‘:."L‘i'l Muy deébil I Débil Futim n’:‘ﬂ“gg

|

PERCENTAGE DISTRIBUTION

SOIL pH

(b)
Figura 30 . Capacidad de asimilacién del N, Py K (a) y y porcentaje de
distribucion del P (b) en funcion del pH. (Fuente: N.V.Brady.1984. The nature and

properties of soils.)
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La complejidad de la dindmica quimica del fosforo en el suelo, provoca grandes variaciones en el
tenor de foésforo disponible y asimilable para los cultivos. Asimismo, es el nutriente que mas
sufre los efectos de transformaciones, de sus formas labiles en no labiles.

A pesar de que generalmente, un descenso del pH disminuye la disponibilidad del fésforo

asimilable, en el caso que nos ocupa se produce el efecto contrario.
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Tratamientos

Figura 31. Fésforo asimilable de los suelos en funcién de los tratamientos.

Este comportamiento, puede estar causado por la reactividad indirecta del 0zono con la materia
organica. Esta se produce a través de la descomposicion del ozono, donde se produce la
formacion de radicales libres altamente reactivos como los radicales hidroxil (OH) o hidroperoxil
(.HO,), que oxidan la materia organica.
OH M
0O%—» OH —» Mox

La oxidacién de la materia organica incrementa la disponibilidad del fésforo, disminuyendo la
precipitacion de fosfatos con el hierro y el aluminio.

Asimismo, la liberacién de grupos hidroxilo da lugar a que los dcidos organicos formen, con
cationes hidroxilados como Fe(OH), y AUOH),, combinaciones complejas que inmovilizan dichos

iones, dejando en libertad los iones fosfato.

4.6 HIERBAS ADVENTICIAS

Con el objetivo de cuantificar el efecto del 0zono sobre las semillas de hierbas adventicias presentes

en el sustrato se ha realizado esta prueba.
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A. METODOLOGIA
Para este ensayo se ha utilizado un suelo de una parcela parcialmente abandonada, donde existe
una amplia y diversa colonia de malas hierbas. Las muestras de suelo superficial se han tamizado

a fin de eliminar los aridos de mayor tamafio asi como otros restos vegetales importantes.

Los tratamientos fueron los mismos que los utilizados en los otros ensayos.

T: Testigo. Sin aplicacion de ozono.
01: Aplicacion de ozono durante 1+1 minuto.
02: Aplicacion de ozono durante 2+2 minutos.

03: Aplicacion de ozono durante 15 minutos

Con el suelo obtenido se procedid a realizar dos semilleros diferentes. EL tamafio de alveolo de
(3cm x 1,5cm x 1,5cm). En el caso de los alveolos pequefios, se realizd un nimero mayor de
repeticiones, alcanzando las 112, mientras que con el tamafio mayor solo se han realizado 6
repeticiones. En ambos casos se utilizo una cantidad de suelo similar para realizar los semilleros.

Para la toma de datos se ha realizado un seguimiento continuo.

Figura 32. Montaje del ensayo de hierbas adventicias.

B. RESULTADOS

En a siguiente tabla se muestran los resultados alcanzados:
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Tabla 11. Resultados del ensayo de germinacion de hierbas adventicias.

Germinacion respecto al

Tratamiento testigo (%)
T 100
0.1 175
0.2 200
0.3 >0

Los resultados obtenidos no son concluyentes debido a la falta de homogeneidad en la
germinacion de las plantas silvestres. Por lo tanto es posible que las semillas no se hayan

inactivado y contintien en estado latente dentro del suelo.

TEST DE ZUCCONI

Tras realizar todos los muestreos mencionados anteriormente, el suelo restante de cada
tratamiento se homogeneizod y posteriormente se llevaron a cabo los test de fitotoxicidad de

Zucconiy de Juste.

Mediante el test de Zucconi se determina el indice de germinacion, un buen indicador de la
presencia de fitotoxinas en un sustrato. Este ensayo puede ayudar a comprobar si el sustrato
donde se ha aplicado 0zono es apto para su utilizacion en el establecimiento de plantas, ya que

es capaz de detectar la presencia de sustancias con potencialidad fitotdxica.

A. METODOLOGIA
Para la realizacion de este ensayo, se utilizd agua ozonizada, obtenida mediante burbujeo
continuo de ozono a través de un difusor ceramico sumergido en el agua durante un

determinado tiempo.

Se aplicaron tres ml del agua ozonizada en un papel de filtro (Whatmann n°4) situado en una
placa petri con 10 semillas de berro Lepidium Sativurm L) De igual manera se preparé una
prueba en blanco sustituyendo el extracto por agua destilada. Se incubd a 27°Cy en la oscuridad

durante cinco dfas.

Los tratamientos se llevaron a cabo preparando agua ozonizada con diferentes dosis de ozono.
Con un caudal de oxigeno de 1l/minuto, y una produccion de ozono de 10g/h, se realizaron

cuatro tratamientos:
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B: Blanco. Agua destilada sin aplicacion de ozono.
01: Agua destilada ozonizada durante 1+1 minuto.
02: Aqua destilada ozonizada durante 2+2 minutos.

03: Agua destilada ozonizada durante 15 minutos.

Se hizo un recuento de las semillas germinadas y se midio la longitud de las raices el 5° dia tras

elinicio del test. Se realizaron 5 repeticiones de cada extracto y del blanco.

Elindice de germinacion (IG) se determind aplicando la siguiente formula:

G (%) = (N/No)=(L/Lo) x 100
donde:
No: nimero de semillas germinadas en el ensayo en blanco.
N: numero de semillas germinadas en el extracto del compost.
Lo: longitud de la raiz en el blanco.

L: longitud de laraiz en el ensayo en el extracto del compost.

La evaluacion de los resultados se realizo en funcion del nimero de semillas germinadas y la

elongacion de las raices el dia 5 tras la siembra.

Figura 33. Ensayo test de Zucconi.

B. RESULTADOS

Los datos obtenidos en el ensayo se recogen en la siguiente tabla.
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Tabla 12. Resultados del test de Zucconi.

Tratamiento Germinacion (%) G (%)
Testigo 100 100
0.1(1'+1) 106,4 105,4
0.2(2'+2) 97,9 86
0.3(15) 91,5 74,9

Zucconi considera que valores de indices de germinacion del berro superiores al 50 %, indicarian
ausencia de fitotoxicidad en la muestra. En este caso todos los resultados estan por encima de
esta cifra, aproximandose e incluso superando el valor del testigo. Esto se aprecia en el
tratamiento 1'+1" donde el indice de germinacién supera el 100% (105,4%) lo que sugiere que

esta aplicacién tiene un efecto estimulante en el crecimiento de la planta.

En conclusion, aunque se aprecia una pequefia disminucion en el indice de germinacion a
medida que aumenta el tiempo de aplicacion, el 0zono en suelo no produce efectos fitotdxicos,

ya que los valores superan con amplio margen el 50% en este indice.

Figura 34. Toma de datos finales del test de Zucconi.

4.8 TEST DE JUSTE

A. METODOLOGIA

Se realizaron ensayos de siembra con semillas de berenjena (Solanum melonged estudiando la
aplicaciéon de ozono al suelo durante diferentes intervalos de tiempo. Los tratamientos son los
siguientes:

T: Testigo. Sin aplicacién de ozono.
0.1: Aplicacion de ozono durante 1+1 minuto.
0.2: Aplicacién de ozono durante 2+2 minutos.

0.3: Aplicacién de ozono durante 15 minutos
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Estos sustratos se llevaron a diferentes semilleros donde se depositd una semilla de berenjena
(Solanum melonged por alveolo (de dimensiones: 4 x 4 x 7,5 cm?). De cada uno de estos tres
tratamientos se hicieron 6 repeticiones. Se llevaron a una camara de germinacion a 20°C.

Se realiz6 el conteo de las semillas germinadas al décimo dia de su plantacion, obteniendo los

resultados mediante comparacion entre los ensayos con compost y la muestra testigo.

!lil

Figura 35- Preparacion del ensayo de Juste.

B. RESULTADOS

Como se observa en los datos resultantes, el porcentaje de germinacion respecto al testigo ha sido
superior o igual al 100% en los tratamientos 0.2 y 0.3, lo que indica que el ozono no ha causado
fitotoxicidad en las plantas, sino un efecto estimulante en la germinacion. Sin embargo, en el
tratamiento 0.1, el porcentaje disminuye hasta un 33,3%, por lo que habrfa que realizar un estudio

mas amplio para comprobar que factores han causado este descenso.

Tabla 13. Datos obtenidos en el test de Juste

Germinacion respecto

Tratamiento al testigo (%)

T 100,0 6,86 0,14
01 333 6,11 0,27
02 166,7 5,60 0,26
03 100,0 498 0,34
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5 CONCLUSIONES

El ozono produce una reaccion con el suelo, y segun los datos resultantes del estudio, la causa mas
probable es la transformacién de la materia organica via humificacion. La formacion de humus es muy
beneficiosa para el suelo y los cultivos, por o que se trata de un efecto altamente positivo de la
aplicacion de ozono. Este hecho esta relacionado con la variacion del pH que se ha observado en los
analisis fisico-quimicos, segun los cuales al aumentar la dosis de ozono, disminuye el pH del suelo. La
degradacion de la materia organica produce la liberacion de hidrogeniones por diferentes procesos,
que finalmente genera la acidificacion del sustrato. Se ha comprobado que el descenso de pH
permanece en el tiempo, manteniéndose estable en el suelo, al menos durante un mes tras la
aplicacién del ozono. Esto puede suponer una gran ventaja para zonas donde los suelos se
caracterizan por ser muy basicos, como en gran parte de la tierra de cultivo de Castilla y Ledn, donde
los valores altos de pH dificultan la asimilacién de nutrientes. La aplicacion de ozono en estos casos
aumentaria la calidad de las producciones agricolas, pues mejoraria notablemente la disponibilidad
de nutrientes en el suelo, con el consecuente ahorro de gastos en productos fertilizantes y enmiendas
que ahora son necesarios, y la disminucion de los impactos ambientales que se derivan de ello.

Desde ITAGRA.CT se aunaran esfuerzos para que este interesante resultado derive en otro estudio mas
amplio, orientado a investigar los beneficios que puede aportar la modificacion del pH sobre los

cultivos de Castillay Ledn en especial, y del resto de Comunidades en general.

El ozono también facilita la disponibilidad del fosforo. Aun disminuyendo el pH hasta valores donde
dicho nutriente es poco asimilable, las formas disponibles aumentan, lo que provoca un aumento de

fertilidad en el sustrato tratado.

En lo que respecta a la desinfeccion de los suelos, los analisis de aerobios mesoéfilos muestran que la
aplicacion de ozono disminuye en gran medida la presencia de microorganismos, logrando diferentes
niveles de desinfeccidn en funcién del tiempo de ozonizacion. En los tratamientos con tiempos cortos
de aplicacion de ozono ensayados (1 y 2 minutos) se ha alcanzado una desinfeccion maxima del
74,17%, mientras que los tratamientos con tiempos largos (15, 30 y 60 minutos) se tiene una eficacia
algo mayor, obteniéndose una reduccién maxima de aerobios meséfilos del 94% en el ensayo donde

el ozono se aplicd durante 15+15 minutos.

Mediante las pruebas de respirometria microbiana, se corrobora la disminucion de microorganismos
del suelo que provoca la aplicacion de ozono, aungue en menor medida que la observada para solo
los aerobios mesafilos. EL mejor resultado se alcanzé al aplicar 15 minutos del gas, con una reduccién
del 64,7%.
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Los resultados del estudio de patdgenos llevan a la hipdtesis de que el ozono desinfecta la superficie
del grano de trigo, pero no tiene eficacia en el interior del mismo. Asimismo, al aplicar este
compuesto, se consigue que el hongo se desarrolle mas lentamente y esporule mas tarde, pero la

infeccion no se erradica.

Los resultados del ensayo de Zucconi y Juste, no indican que el ozono provoque problemas de
fitotoxicidad, e incluso en algunos tratamientos estimula la germinacién. De este modo y seguin los
datos obtenidos en este estudio, la aplicacion de ozono en el suelo no produce efectos adversos en las

primeras etapas de desarrollo de las plantas.

En el presente documento se han descrito las actividades y resultados obtenidos en la investigacion
sobre, la desinfeccion con ozono en suelos. Sin embargo, en vista de ciertos datos resultantes que se
han obtenido del estudio, se han derivado ciertas hipdtesis aqui esbozadas, que necesitan ser
investigadas mdas detenidamente. Estas hipotesis tienen entidad propia para considerar un estudio que
aborde y desarrolle de forma mas amplia las experiencias aqui realizadas, y el trabajo necesario para
ello, requiere nuevos ensayos, asi como una interrelacion con os resultados de otros proyectos ya
realizados. Asimismo, para este tipo de estudios, es fundamental la difusién de las hipotesis que se
derivan de los datos obtenidos, mediante la publicacién de articulos, que las describan de forma
meticulosa, en diferentes medios relacionados con la comunidad cientifica, como revistas o congresos
especializados. Las actividades mencionadas, escapan del dambito del presente trabajo, ya que por las
razones descritas, requiere un tiempo de analisis y estudio muy superior. Sin embargo desde
ITAGRA.CT, se pretende llevar a cabo investigaciones posteriores que estudien los aspectos mas
interesantes derivados del trabajo, como el poder acidificante del ozono en el suelo, y que a su vez

aumentara la eficacia de los esfuerzos realizados en este estudio.

6 ACTUACIONES DE DIFUSION REALIZADAS

Conforme a los compromisos establecidos en la propuesta presentada, a o largo de la vida del
proyecto se han ejecutado diversas actuaciones dirigidas a difundir las actividades que se han venido
realizando y, especialmente, los resultados obtenidos.

A continuacion se exponen las actividades realizadas con el objetivo de difundir el proyecto y sus

resultados:

En su inicio, se ha realizado una campafia de lanzamiento, enviando informacion a todas aquellas

empresas susceptibles de estar interesadas en los resultados, especialmente productores de
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horticolas. La ficha de proyecto, que adjuntamos, se envio por correo ordinario. Ademas, se publicé la
noticia del inicio de los trabajos en el Boletin informativo de ITAGRA, dando a conocer detalles sobre

el proyecto y sus objetivos.
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ANEXO I

DATOS DE CONTACTS PARA RECIEIR INFORMACION ¥
RESULTADODS DEL FROYECTO:
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Figura 36. Ficha de proyecto enviada en la campaifia de lanzamiento inicial.
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Para facilitar la puesta en conocimiento del grueso del proyecto, y dando protagonismo a los
resultados obtenidos, utilizables por las empresas a quienes se dirige el trabajo realizado, se ha
redactado un documento técnico-cientifico, de facil lectura, que esta disponible a traves de la pagina
web de ITAGRA. Ademas, se han buscado distintos medios de difusion a través de la Red, para intentar
asi llegar a mas destinatarios. Se pone a disposicion de la Consejeria de Agricultura y Ganaderfa una

copia de dicho documento, para que lo difunda como se considere oportuno.

El proyecto tiene un apartado especifico dentro de la pagina web de ITAGRA, donde se puede
encontrar el resumen del proyecto vy la ficha explicativa, asi como el documento técnico-cientifico
resultante. Dicha informacion estd accesible a todos los interesados, de forma directa y gratuita.

El Boletin de noticias de ITAGRA ha servido para dar informacion sobre el proyecto, no solo su inicio,
sino también su evolucién y finalizacion, manteniendo a las empresas potencialmente interesadas al

corriente del desarrollo de las actuaciones, con la vista puesta en la transferencia tecnologica.

Con el objetivo de llegar no s6lo a los empresarios destinatarios de los resultados del proyecto, por
razén de actividad, sino también a la sociedad en general, e incluso a otras empresas a las que el
mailing y el resto de acciones no hubiera llegado, se han procurado sendas notas de prensa, habiendo
habido posterior respuesta de los medios de comunicacion de distinta indole, destacando los que se

indican a continuacion:
- Television de Castilla y Ledn: con el reportaje emitido en el programa “SURCOS”, del dia 26
de marzo de 2011. Este programa, ademas, se puede visitar en el siguiente enlace web.

http://www.youtube.com/watch?v=/dpCRZzD4 _A&feature=player_embedded#at=1143

- Articulo en periddico Carridn, con fecha de 3 de enero de 2011

- Interempresas.net: Articulo de 2 de septiembre de 2010
- Periddico Carrion, articulo de julio de 2010
- Articulo en el portal informativo www.trops.es, de 17 de agosto de 2010

- Articulo en www.boletinagrario.com, a 17 de agosto de 2010

- A través de la plataforma de informacion cientifica SINC se ha publicado en varios medios,

entre ellos en www.freshplaza.es, en fecha de 16 de julio de 2010; 0 en www.agroterra.com,

a 15 de julio de 2010; o en www.ellibrepensador.com, a 15 de julio de 2010. La propia

plataforma informativa ha publicado la informacion a 13 de julio de 2010.

- Através de la agencia de noticias DICYT, se ha publicado informacion sobre el proyecto en
varios medios, como en www.clustic.org, a 17 de agosto de 2010 (la propia agencia lo ha
publicado el dia 9 de julio de 2010). También ha sido publicado en el blog

www.manipulacionplaguicidas.wordpress.com, a 14 de julio de 2010.
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- También ha sido subido a la prestigiosa plataforma de informacién compartida

www.meneame.net, a 26 de julio de 2010

- Anivelinternacional, la informacion se ha publicado en el portal agrario www.viveagro.cl, en
julio de 2010

- Laempresa Ozono 21 recoge un articulo en su web sobre el proyecto, a 10 de julio de 2010

- www.ecoticias.com es otro de los portales que se ha hecho eco del proyecto, el dia 10 de
julio de 2010

- Prueba de la buena acogida que la idea del proyecto ha tenido entre la comunidad

agroecoldgica es el articulo publicado en la web www.helpingnature.net el 10 de julio de
2010

- Laagencia generalista Ical News ha publicado informacion referente al proyecto en su web, a
22 de junio de 2010

- EnelDiario Palentino, publicacién de un reportaje sobre el proyecto el 5 de junio de 2011

- EnElNorte de Castilla, el dfa 4 de junio de 2011

En el momento de finalizacion del proyecto se ha realizado un mailing informativo a las empresas
potencialmente destinatarias de los resultados, indicando en él el enlace al documento electronico
donde se recogen los resultados, especificando la posibilidad de su descarga gratuita. Asimismo, se
plantean posibilidades de continuidad de los trabajos, bien desde el punto de vista de la [+D+, bien

desde la aplicacion directa de los resultados de este proyecto.

Todas las reuniones cientificas que se identifiquen desde la finalizacién del proyecto, donde tenga
cabida su presentacion, seran tenidas en cuenta para presentar los resultados obtenidos, si bien se ha
considerado prioritario el traslado de los resultados a las empresas potencialmente usuarias de dichos

resultados.
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