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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad nutritiva del bioestimulante
liquido elaborado a partir de residuos de cerveza en el desarrollo de
microorganismos benéficos: Trichoderma harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 y Actinomyces viscosus ATCC 15987.Los microorganismos
desempenan un papel esencial en la agricultura, la medicina y la industria
alimentaria, y su cultivo in vitro permite estudiar su aplicacién como bioestimulantes
organicos y sostenibles, con un bajo impacto ambiental. El estudio es de tipo
aplicada, exploratorio y correlacional, con un disefio cuasiexperimental, en el que
se manipulo las concentraciones del bioestimulante (50%, 75% y 100%) segun
nuestras pruebas piloto, para observar el crecimiento in vitro de los
microorganismos. El resultado del analisis fisicoquimico dio un pH de 4.55 (4°C) a
4.69 (20°C) y densidad de 1.0376 (4°C) y 1.0196 (20°C), el control microbioldgico
fue conforme a la Norma Sanitaria que establece los criterios microbiologicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano,
2008 (RM 727-2009), sus caracteristicas organolépticas estables y el perfil
bromatoldégico con un porcentaje de humedad (46.67 al 93.33%), carbohidratos
(2.54 al 5.08%), en proteinas (0.58 al 1.16%), y minerales esenciales para el suelo
como el fosforo (310 mg/100 ml), carbono 1.92%, nitrogeno 0.17%. Los resultados
mostraron que el bioestimulante promueve un crecimiento Optimo en
concentraciones del 75%, especialmente en Trichoderma harzianum Spp,
Lactobacillus acidophilus y Actinomyces viscosus, 10 que sugiere su idoneidad para

aplicaciones agricolas.

Palabras clave:
Trichoderma harzianum Spp., Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus,
Biostimulant, Residuo de cerveza, economia circular.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the nutritional activity of liquid biostimulant made from
beer waste on the development of beneficial microorganisms: Trichoderma
harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and Actinomyces viscosus
ATCC 15987. Microorganisms play an essential role in agriculture, medicine and the
food industry, and their in vitro cultivation allows to study their application as organic
and sustainable biostimulants, with a low environmental impact. The study is of an
applied, exploratory and correlational type, with a quasi-experimental design, in
which the concentrations of the biostimulant were manipulated (50%, 75% and
100%) according to our pilot tests, to observe the in vitro growth of the
microorganisms. The result of the physicochemical analysis gave a pH of 4.55 (4 °
C) to 4.69 (20 ° C) and density of 1.0376 (4 ° C) and 1.0196 (20 ° C), the
microbiological control was in accordance with the Sanitary Standard that
establishes the microbiological criteria of sanitary quality and safety for food and
beverages for human consumption, 2008 (RM 727-2009), its stable organoleptic
characteristics and the bromatological profile with a percentage of humidity (46.67
t0 93.33%), carbohydrates (2.54 to 5.08%), in proteins (0.58 to 1.16%), and essential
minerals for the soil such as phosphorus (310 mg / 100 ml), carbon 1.92%, nitrogen
0.17%. The results showed that the biostimulant promotes optimal growth at
concentrations of 75%, especially in Trichoderma harzianum Spp, Lactobacillus
acidophilus and Actinomyces viscosus, suggesting its suitability for agricultural

applications.

Keywords: Trichoderma harzianum Spp., Lactobacillus acidophilus, Actinomyces

viscosus, Biostimulant, Beer residue, Circular economy
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INTRODUCION

Los microorganismos han sido desde siempre de gran importancia para la vida de
la tierra, influyen en muchos procesos para todos los seres vivos por medio de
diversos procesos bioldgicos, ecoldgicos y para el desarrollo biotecnologico, hace
7000 a.a.C. en China se han usado estos microorganismos para la fermentacién de
cereales y su posterior obtencidén de bebidas alcohdlicas, la produccion de vino. En
1857 — Francia se desarrollaron métodos de vacunacion contra el antrax en 1881 y
la rabia humana en 1885 con ayuda de los microorganismos, y en adelante el
desarrollo de antibidticos a gran escala para poder evitar y tratar infecciones. Asi
como también son parte de nuestra microbiota, de nuestros prebidticos en nuestros
organismos que promueven la salud intestinal y asimismo nos protegen contra

enfermedades gastrointestinales (1).

A escalas industriales, los microorganismos tienen un valor fundamental para la
produccion de alimentos, bebidas, productos farmacéuticos, productos quimicos y
distintos biocombustibles; ya que participan del ciclo biogeoquimico del carbono,
nitrégeno, fosforo y azufre que son los principales bioelementos que componen toda
la materia extendida en el espacio, purifican el agua, degradan contaminantes
también se les atribuyen cualidades de proveer fertilidad a los suelos y esto gracias
a que con su ayuda se descomponen todo tipo de materias organicas existentes.
En Sudamérica resalta la actividad agricola gracias a su exportacién e importacion
de diversos alimentos necesarios para la subsistencia humana, en el 2009 por
medio de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), se propone que se deberia de aumentar el area agricola en
Africa y Latinoamérica en 120 millones de hectareas, pero lamentablemente en
promedio se redujo en 50 millones, con lo que es muy importante continuar con esta

actividad para poder alimentar y preservar la ecologia de nuestras area (2).

Los microorganismos en ecologia del suelo se relacionan bidtica y abiéticamente
con las diversas comunidades microbianas, entre estos caracteres de ser

patdégenos y también de controlar a los mismos para evitar el desarrollo de las
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plantas (3). Para poder seguir disfrutando de la diversidad vegetal y alimentos en
general se nos ha visto en la obligacién de seguir produciendo estos mismo y es asi
que surge el uso de los fertilizantes que tiene raices histéricas profundas. Desde la
antigledad, las civilizaciones han empleado practicas rudimentarias, como el
estiércol y los residuos organicos, para mejorar la riqueza productiva del suelo. Sin
embargo, la comprension cientifica de los nutrientes indispensables para el
desarrollo de las plantas y su aplicacion sistematica en la forma de fertilizantes
quimicos es un fenobmeno mas reciente. A finales del siglo XIX, la produccion de
superfosfato, un fertilizante rico en fésforo se convirti6 en un avance clave. Este
periodo marcé el comienzo de la era de los fertilizantes sintéticos, transformando la

forma en que se cultivaba la tierra (4).

Los biofertilizantes hasta ahora son uno de los medios enriquecedores del suelo
para la produccion y mejoramiento del desarrollo de las plantas, gracias a los
microrganismos (bacterias y/o hongos), que estan relacionados al suelo
simbidticamente de manera natural y con potenciales propiedades para enriquecer
el suelo. (AEFA — Asociacion Espafiola de Fabricantes de Agro nutrientes” 2017).
Cotidianamente se ve el uso de estos productos organicos y naturales que
favorecen la produccion del suelo (5). Asi los trabajadores en el ambito de la
agricultura han optado mas por esta actividad sostenible organica a partir de estos
microorganismos beneficiosos. En una revisidon sistematica de algunas
investigaciones respecto a los biofertilizantes realizados por Nufiez (2016) se afirma
e infiere que los biofertilizantes provenientes hongos o bacterias, les da una
capacidad a las plantas de absorber y adsorber de mejor manera los nutrientes y

asi poder mejorar el rendimiento de estas (6).

Los bioestimulantes agricolas representan una evolucion significativa en la forma
en que abordamos los desafios de la agricultura moderna. Su capacidad para
mejorar la eficiencia de los nutrientes, fortalecer la resistencia de las plantas y
promover practicas agricolas sostenibles los posiciona como aliados clave en la
busqueda de un sistema agricola mas resiliente y equitativo. A medida que

avanzamos hacia el futuro, la integracion de bioestimulantes en la agricultura podria
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desempenar un papel crucial en la construccion de un mundo donde la produccién
de alimentos sea no solo abundante, sino también sostenible y respetuosa con el

entorno ambiental (7).

Para lo cual con el presente estudio se quiere revalorar la funcion de estos
principales microrganismos benéficos que son Lactobacillus, Actinomyces vy
Trichoderma, evaluando la capacidad nutritiva del bioestimulante liquido obtenido
de la cerveza residual para la nutricion de estos y en adelante su proliferacion y
desarrollo con fines de ser fitofungicos, reduciendo costos, manteniendo la

economia y también la actividad agricultora en la region y pais.
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CAPITULO I

GENERALIDADES

1.1. Planteamiento del problema

Un bioestimulante es una sustancia o mezcla de sustancias que son una
herramienta innovadora en la agricultura a diferencia de los fertilizantes
convencionales, que proporcionan nutrientes esenciales, los bioestimulantes actuan
estimulando los procesos fisioldgicos y bioquimicos de las plantas, lo que mejora su
absorcion de nutrientes y su tolerancia a diferentes tipos de estrés, como la sequia,

temperaturas extremas y enfermedades.

Siendo los microorganismos de suma importancia para la vida, a su vez que son
seres vivos completos fisiolégicamente y provisores de gran responsabilidad para
el desarrollo muchos productos indispensables para la humanidad desde los
alimentos, medicamentos, biocombustibles y demas. Se destaca su capacidad de
poseer la capacidad de ser biofertilizantes en los suelos para el desarrollo de los
vegetales y ademas que de este modo logran desentendernos y disminuir los

productos sintéticos y quimicos.

Desde el 2017 se viene evidenciando un alza en la produccidon organica del pais
actualmente se cuenta con 571 880 areas dedicadas a la agricultura organica,

denotando un incremento interés por el uso de fertilizantes organicos.

La region del Cusco tiene un amplio territorio para la produccion agricola, asi como
en otras regiones del pais se produce los diferentes alimentos propios de la zona,
pero tienen limitantes en el desarrollo de la siembra como por ejemplo el uso
excesivo y gasto en la compra de fertilizantes de procedencia no organica. La
coproduccion de grandes cantidades de lodo de levadura de cerveza provenientes
de tanques de fermentacion y maduracion (segundo mayor residuo generado en
cantidad y frecuencia), obliga a la industria cervecera local a disponerlo en rellenos
sanitarios generando una huella de carbono elevada, ademas de un futuro colapso

de rellenos sanitarios.



Con el presente trabajo se desea evaluar la actividad como bioestimulante organico
a partir del residuo de la cerveza para asi mejorar las condiciones del suelo para el
desarrollo de microorganismos benéficos como trichoderma, lactobacillus,
Actinomyces y lograr una mayor rentabilidad, mejorar la produccion, pero también

aprovechando este residuo organico, satisfacer la demanda en la regién del Cusco.

A través de una economia circular, la empresa JMC Soluciones Ambientales S.A.C.
(ubicado en el departamento de Cusco) aprovecha el sobrenadante (cerveza
residual) de este lodo contaminante y lo valoriza transformandolo via transferencia
de calor en un bioestimulante liquido con potencial uso en la agricultura regenerativa
nacional. El reaprovechamiento de este residuo conlleva a una reduccion de la
huella de carbono al no requerir de una disposicién final en rellenos sanitarios.
Ademas, comparado con el uso y fabricacién de fertilizantes quimicos, su obtencién
conlleva a una baja tasa de huella de carbono y su uso a una emisién minima de
COg2, asi como a la promocién de una agricultura organica saludable. Por otro lado,
su rico contenido en materia organica y nutrientes (macro-, micro-, melanoidinas,
azucares) lo convierte en potencial sustrato promotor del crecimiento y actividad de
microorganismos benéficos. Mejorando el equilibrio ecosistémico del suelo y
haciéndolo apto para la vegetacion que es participe del ciclo del carbono. Estudios
preliminares demostraron que el bioestimulante en mencion duplica la produccion
de papa comparado con el solo uso de agua. Se quiere hacer un control de calidad
de este bioestimulante a nivel microbiolégico para que de esta manera se cumpla
con los criterios de aceptacion a nivel naciones para productos derivados de materia
organica; asi como también se realizara un estudio a nivel fisicoquimico y

organoléptico.

1.2. Formulacion del problema
¢ Coémo es la actividad nutritiva del bioestimulante liquido elaborado a partir de
cerveza residual mejora el desarrollo de microorganismos benéficos: Trichoderma,

Lactobacillus y Actinomyces?



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad nutritiva del bioestimulante liquido elaborado a
partir de cerveza residual en el desarrollo de microorganismos

benéficos: Trichoderma harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356 y Actinomyces viscosus ATCC 15987.

1.3.2. Objetivos especificos

1.

Analizar el control de calidad del bioestimulante liquido mediante
analisis fisicoquimicos, microbiolégicos y organolépticos.

Determinar el perfil bromatolégico del bioestimulante liquido elaborado
a partir del residuo de cerveza y asi valorar el porcentaje de proteina,
grasa, fibra, ceniza y carbohidratos.

Determinar la concentracion eficaz del bioestimulante a diferentes
concentraciones en el crecimiento in vitro de las cepas de Trichoderma
harzianum Spp.

Determinar la concentracion eficaz del bioestimulante a diferentes
concentraciones en el crecimiento in vitro de la con la cepa de
Actinomyces viscosus ATCC 15987.

Determinar la concentracion eficaz del bioestimulante a diferentes
concentraciones en el crecimiento in vitro de la con la cepa de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1. Justificacion metodolégica

Los microrganismos a nivel industrial poseen cualidades de ser participes de

distintos productos comercializados para la alimentacion, medicina, agricultura y

demas, por ello su desarrollo in vitro es fundamental para su desarrollo y posterior

aplicacion como bioestimulante amigable con el medio ambiente y la economia de

toda persona afin con su uso. Las conclusiones de este estudio pueden ser utiles

para futuros investigadores interesados en estos microorganismos, asi mismo con
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aplicabilidad como bioestimulantes, que podran investigar la comercializacion y

fabricacion de abonos organicos elaborados a partir de residuos de cerveza.
1.4.2. Justificacion teédrica

El presente estudio se fundamenta en la evaluacion de la actividad nutritiva de
un bioestimulante liquido elaborado a partir de cerveza residual, con el objetivo
de potenciar el desarrollo de microorganismos benéficos esenciales para
mejorar la productividad agropecuaria. Estos microorganismos desempefian un
papel crucial en la promocion del crecimiento de plantas, la mejora de la salud
del suelo y el control biolégico de patdgenos, contribuyendo a un modelo
agricola méas sostenible. La cerveza residual, un subproducto de la industria
cervecera, presenta caracteristicas quimicas favorables, como un pH bajo y una
alta concentracion de nutrientes esenciales como nitrogeno (N), potasio (K),
calcio (Ca), azufre (S) y magnesio (Mg). Estas propiedades la convierten en una
fuente potencial de nutrientes para microorganismos benéficos, ademas de
ofrecer una solucion practica para reducir los desechos industriales. Al utilizar
este bioestimulante, se espera mejorar la eficiencia en el uso de recursos
naturales y promover practicas que reduzcan la dependencia de productos
quimicos sintéticos, con impactos positivos tanto para el medio ambiente como

para la economia agricola.

1.4.3. Justificacion cientifica
Los microorganismos son importantes para la fermentacion alcohdlica y su
desarrollo industrial como el de las cervezas, con este estudio se quiere aprovechar
mejor sus residuos y reducir la contaminacion ambiental, ademas de aportar
soluciones futuras a la demanda agricola, con este bioestimulantes. Estos
microorganismos, como Trichoderma harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 y Actinomyces viscosus ATCC 15987.

son reconocidos en la literatura cientifica por su capacidad de mejorar la salud del
suelo, promover el crecimiento vegetal y actuar como agentes biocontroladores

frente a patdogenos. Ademas, estos bioestimulantes se alinean con los principios de
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la economia circular, al reintroducir materiales organicos en los sistemas
productivos, maximizando su valor ecolégico y econémico. La relevancia cientifica
de este estudio radica en evaluar cémo un bioestimulante liquido elaborado a partir
de cerveza residual puede optimizar la actividad metabdlica y proliferacién de estos
microorganismos, determinando su potencial como una herramienta para la
agricultura sostenible. Esto permitira contribuir al desarrollo de practicas agricolas
respetuosas con el medio ambiente, al tiempo que se generan conocimientos
aplicables para la gestién de residuos industriales y la mejora de la productividad

agropecuaria.

1.4.4. Justificacion practica

La necesidad de practicas agricolas mas sostenibles y la preocupacién por el
impacto ambiental de los fertilizantes sintéticos han impulsado la investigacion en
alternativas ecologicas, como los bioestimulantes organicos. Este estudio se centra

en evaluar el potencial de un bioestimulante liquido a base de cerveza residual.

El uso de residuos industriales, como los de cerveza, para la produccion de
bioestimulantes no solo representa una solucién innovadora para la reutilizacion de
desechos, sino que también contribuye significativamente a la reduccion de la huella

de carbono y el fomento de la salud.

Esta investigacion es especialmente relevante para regiones como el Cusco que
tiene un amplio territorio para la produccion agricola, mejorando asi la seguridad e
la incrementando la produccion de alimentos esenciales, reduciendo la dependencia

de productos importados.

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipétesis general
La actividad nutritiva del bioestimulante liquido elaborado a partir de cerveza
residual si mejora el desarrollo de microorganismos benéficos: Trichoderma
harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Actinomyces viscosus
ATCC 15987.



1.6. Alcances y limitaciones
1.6.1. Alcances

e La presente investigacion explorara la importancia de los microorganismos y
la evaluacion nutritiva del bioestimulante, para la produccion y posterior
comercializacién de estos y su aplicabilidad en distintos ambientes, que son
provenientes del residuo de cerveza.

e Lainvestigacion abarca a la empresa que brinda este producto residual y que
se dedica al rubro de la produccion cervecera del Cusco, para posteriormente
contribuir con el desarrollo a nivel industrial para el publico de la empresa a
toda escala.

e Se quiere lograr la elaboracién de este bioestimulante aprovechando el
residuo de la cerveza y a partir de ello lograr ser una opcién agricola, en lugar
del uso de los fertilizantes quimicos y llegar a enriquecer el desarrollo de las

plantas nutriéndolas.

1.6.2. Limitaciones del estudio

e Dificil obtencion de las cepas en investigacion, falta de equipamiento de
cabinas de COq., falta de equipos para la obtencion de las interacciones
microbianas del suelo-planta, los estudios in vitro generalmente no pueden
capturar completamente las interacciones complejas entre los
microorganismos del suelo, las raices de las plantas y los factores

ambientales.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Vision histoérica

Desde los inicios de la vida se ha visto que los microorganismos fueron los
principales habitantes de la vida, a su vez son calificados de ser ampliamente
importantes para la salud con el desarrollo de antibidticos, de vacunas, para la
agricultura, gracias a su poder de degradar la materia organica y convertirlo en un
producto beneficio para el suelo y a su vez para el desarrollo de vegetales, la
produccion de alimentos con su campo en la agricultura ha sido la columna vertebral
de las civilizaciones a lo largo de la historia, y se ha continuado en la busqueda
constante de métodos para mejorar la productividad a nivel agricola. Uno de los
hitos mas significativos en este camino ha sido el desarrollo y uso de fertilizantes.
En la actualidad se comercializan fertilizantes sintéticos, pero no aquellos que son
desarrollados de manera organica a través de productos reciclados, que tienen con
él propiedades benéficas para la agricultura. El sector agricola peruano es un pilar
importante para la poblacion, ya que contribuye con la alimentacién de todas las
personas, en los ultimos afos este sector ha tenido un crecimiento importante,

dando lugar a la importacion y exportacion de diversos alimentos (8).

En nuestro pais el uso del abono organico se ha instaurado desde la época incaica,
quienes usaron el Guano de Islas para lograr una mejor fertilizacion del suelo y asi
mejorar el cultivo de sus alimentos, pero en los tiempos de la Colonia y Republica
se ha perdido, debido a que se ha usado el Guano de Islas con cualidades de

exportacion (9).

Toda la poblacion microbiana, en especial las levaduras, son muy buenos
generadores de €CO0,, siendo asi de gran importancia para el ambito alimentario:
industria agricola, en la produccién de bebidas alcohdlicas y también en el desarrollo
de productos lacteos, todo esto debido a su gran participacion en el desarrollo de
saborizantes que brindan cualidades especiales a los diferentes productos

alimentarios. Por otro lado, la cerveza (Saccharomyces cerevisae o Saccharomyces
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carlbergensis), que es una bebida generada principalmente mediante de azucares
provenientes de los distintos granos y cereales que son el trigo y la cebada, que son
afadidos con saborizantes y aromatizantes entre otros derivados de hiervas vy

aditivos, quienes finalmente fermentan junto al agua con otras levaduras (10).

En este presente trabajo se intentara explorar una nueva vision de los fertilizantes
agricolas, a partir del bioestimulante del producto de cerveza, asi como también su

actividad de bioestimulante para el crecimiento de microorganismos benéficos.

2.2. Antecedentes

2.2.1. Antecedentes internacionales
TORRES M, VALDEZ L. Y COLAB. “VINAZA COMO SUSTRATO PARA EL
CULTIVO DE INOCULANTES Y FERTIIRRIGACION DE SUELOS: IMPULSANDO
LA ECONOMIA CIRCULAR Y VERDE” PROIMI, ARGENTINA — 2022.

En este trabajo se tuvo como objetivo analizar la utilizacion de la vinaza como medio
de cultivo para la produccién de T. harzianum MT2, que resulto de cafa de azucar
como medio de cultivo para la obtencién de inoculantes simples y mixtos:
Trichoderma harzianum MT2 se cultivd en cocultivo unico y secuencial con
Pseudomonas capeferrum WCS358 o Rhizobium spp. N2123, en cultivo simple y
en cocultivo con dos bacterias promotoras del crecimiento vegetal, para la
metodologia usaron T. harzianum MT2 que se aislo de la rizosfera del tomate, y se
inoculo en matraces que contenian 10, 20, 30, 40 ,50, 75, 100 % de vinaza
(diluciones en agua destilada), a 25°C, en donde se midieron los pesos secos a las
0,48 horas, hasta las 72 horas posteriores a la inoculacion, posterior a ello se realizd
las diluciones en agar LB o agar YMA. Las vinazas se analizaron con ANOVA
seguido de la prueba post hoc de Dunnett a P < 0,05 considerando la vinaza control
como control, en donde resulta que la vinaza al 10 y 20% inhibe moderadamente el
crecimiento de P. capeferrum y Rhizobium Spp, al 30% fue inhibidor para ambas
bacterias, al 50% mejoro el crecimiento de los hongos, incluso T. harzianum resiste
a una concentracion mayor del 100 % de vinaza. Se analizé el pH acido de la vinaza,

resultando acido de 3.5 a 5.0. En donde los crecimientos bacterianos en vinaza, en
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particular P. capeferrum WCS358, mejoraron en el cocultivo con T. harzianum MT2,
asimismo la obtencién de biomasa valiosa de inoculantes simples o mixtos en

vinaza con menor impacto ecolégico relevante para la economia circular y verde
(11).

FERNANDEZ M. “OBTENCION DE FERTILIZANTES LIQUIDOS A PARTIR DE
MATERIAL BIOESTABILIZADO” UNIVERSIDAD DE VALLADOLID. ESCUELA
DE INGENIERIAS INDUSTRIALES. ESPANA - 2022.

En este estudio se desarrollaron tecnologias viables para recuperar carbono
organico y nutrientes (especialmente nitrégeno y fosforo) a partir de residuos sélidos
generados mediante la recogida no selectiva de la fraccién organica de los residuos
municipales. El objetivo era producir fertilizantes organominerales liquidos que
cumplieran los requisitos para el marcado CE. En donde se utilizé una metodologia
de experimentos comparando la tecnologia de microondas con disolventes alcalinos
son eficaces para extraer los nutrientes del material bioestabilizado, en particular el
carbono organico y el nitrégeno. En donde se evaluaron distintos factores como por
ejemplo la densidad a 30°C (1.028 a 1.034kg/m?), nitrégeno organico (0.07 a 0.1%),
fosforo (0.004mg/L), calcio (1.2 a 2.8mg/L). Concluyendo que los extractos liquidos
resultantes cumplen los criterios necesarios para ser utilizados como fertilizantes en

agricultura, ya que se ajustan a la normativa comunitaria (12).

PENALBA J. “EFECTO DE TRICHODERMA HARZIANUM LUEGO DE UNA
BIOFUMIGACION PARA EL BIOCONTROL DE CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS EN TOMATE” (UNP) ARGENTINA
- 2022.

El estudio se propuso evaluar cdmo le iba a un cultivo comercial de tomate tras ser
biofumigado y tratado con Trichoderma harzianum. La investigacion se llevé a cabo
en un entorno controlado, en el que se observdé como el organismo antagonista y
las bacterias patdégenas crecian solos y junto con una planta crucifera. Las plantas
de tomate se cultivaron en invernaderos para medir la gravedad de la enfermedad
y la producciéon de frutos. Los tratamientos del experimento comprendieron

biofumigacion sola o en combinacion con dos cepas de Toxoplasma harzianum, y
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plantas de tomate infectadas con Cmm. Los resultados de los experimentos in vitro
mostraron que la biofumigacion y el antagonista trabajaron juntos para inhibir
significativamente el crecimiento de Cmm. Los resultados obtenidos sobre el terreno
corroboran estas conclusiones. Sin embargo, esto no fue suficiente para aumentar
los rendimientos agricolas. En resumen, cuando se utiliza un método PEM para el
cultivo protegido del tomate, la inclusion de T. harzianum con biofumigacién es una

alternativa viable (13).

ROSALES H Y COLAB. “EVALUACION DE PROPIEDADES TECNO-
FUNCIONALES DE CEPAS PROBIOTICAS COMERCIALES DEL
GENERO LACTOBACILLUS” (RIIIT) MEXICO — 2020.

Se investigaron cuatro cepas de este género: L. acidophilus, L. paracasei, L. casei
y L. rhamnosus. Se evaluaron aspectos técnicos y funcionales, como la capacidad
de fermentar el medio MRS, el consumo de glucosa, el perfil de acidificacion y la
produccion de aminoacidos libres. También se evalud la capacidad de digestion de
prebidticos como la rafinosa, la lactulosa, la inulina de agave y Ilos
fructooligosacaridos, asi como la eficacia antibacteriana frente a patdgenos Gram
negativos. Se observd un perfil de acidificacion mas favorable en las cepas de L.
casei debido a una mayor produccion de aminoacidos libres. Los efectos inhibitorios
contra Shigella y Salmonella fueron mayores en estas cepas. En cambio, la
capacidad de utilizacion de prebidticos de L. acidophilus fue mayor. Todas las cepas
demostraron ser compatibles con cepas de Bifidobacterium. Segun la investigacion,
cada cepa mostro resultados prometedores como cultivo suplementario viable para
la fabricacion de productos lacteos fermentados. Esto repercutiria positivamente en
el valor nutricional, el sabor y la textura de los alimentos, asi como en su capacidad

para absorber prebiodticos y combatir las bacterias (14).

CORDERO J. “EVALUACION DE DOS TIPOS DE VINAZA COMO FERTILIZANTE
Y ACONDICIONADOR DE SUELO EN EL CULTIVO DE FRIJOL” HONDURAS -
2019.

En este estudio se evalu6 a 2 clases de vinaza como un agente fertilizante y a su

vez acondicionador del suelo para el cultivo del frijol, que tuvo como fin la evaluacion
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del efecto de ambas clases de vinaza: la que es tratada (VT) y la que es pura (VP).
En la experimentacion después de la siembra se ha usado a 5 diferentes dosis de
cada uno de los productos, en un periodo de dias (15, 30 y 45). Como resultado se
obtuvo que con la vinaza pura, se mejoro la altura de la planta y a su vez se mejoré
la riqueza en cuanto a nutrientes del suelo. Como conclusién para las dosis mayores
de un 114.3 m3 /ha de la misma vinaza aplicada en un suelo, limita la produccién
de frijol y se recomienda aplicar la vinaza tratada en suelos alcalinos y la vinaza

pura para suelos acidos a esa dosis (15).

RODRIGUEZ M. “PRODUCCION DE UN BIOFERTILIZANTE / BIOESTIMULANTE
MEDIANTE UN PROCESO BIOLOGICO / ENZIMATICO A PARTIR DE
SUBPRODUCTOS ORGANICOS: VALORIZACION AGRONOMICA Y
AMBIENTAL DE LODOS DE DEPURADORA Y PLUMAS DE MATADERO”
ESPANA - 2018.

El estudio Evalué la elaboracién del biofertilizante, por medio de procesos
enzimaticos y biolégicos a partir de los residuos organicos, hoy tuvo como objetivo
la elaboracion y caracterizacion de innovadores bio fertilizantes, ambientales y
agrondmicos qué resultaron hoy a partir de plumas de pollo y lodo. En donde se
observd que en la estimulacion fue menor hoy en los primeros 7 dias respecto del
bioestimulante. Concluyendo en que el uso de estos bioestimulantes empleados
produjo que los xenobidticos del suelo se degraden con mayor facilidad y por ende
no afectan a los microorganismos beneficiosos del suelo ya que sus efectos téxicos
no actuan en ellos. A su vez los mismos microorganismos colaboran con los
bioestimulantes produciendo asi mejorar la riqueza energética y de nutrientes en el

suelo que también mejoran degradar a los agentes toxicos (16).

2.2.2. Antecedentes nacionales
PALACIOS A. “DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE
MICROORGANISMOS AMBIENTALES FRENTE A ESCHERICHIA COLI ATCC
25922” (UNMSM) LIMA - 2022.

Palacios (Lima, 2022) descubrié que Escherichia coli ATCC 25922 puede ser

inhibida por microorganismos presentes en el ambiente. Uno de los principales
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problemas de salud publica en el Peru y otros paises son las intoxicaciones
alimentarias (ETA). Se sabe que diferentes patotipos de Escherichia coli causan
diferentes enfermedades. El propésito de este estudio era encontrar nuevas formas
de tratar E. coli estudiando las caracteristicas antimicrobianas de los microbios
ambientales. La investigacion utiliz6 la técnica de la mancha para evaluar las
propiedades antibacterianas de 32 cepas de levadura y el método de difusién en
pozo para evaluar 33 cepas de Bacillus. Aunque las cepas de levadura no mostraron
ningun efecto antagonista, si lo hicieron las cepas de Bacillus BS3, BS4, BS17 y
BS21. Con el cultivo bacteriano (BC) midiendo 27,00 + 2,65 mm y el sobrenadante
libre de células (SLC) midiendo 15,67 £ 1,15 mm, BS4 mostro el halo inhibitorio mas
significativo entre las cepas de Bacillus. No hubo cambios en la actividad
antagonista tras 24, 48 o 72 horas de incubacion. Al comparar el cultivo bacteriano
con el sobrenadante libre de células, los resultados obtenidos revelan que el primero
exhibi6 una mayor eficacia antagonista. Los resultados muestran que los
metabolitos producidos por estas cepas de Bacillus tienen caracteristicas
antibacterianas que pueden suprimir con éxito el crecimiento de Escherichia coli
ATCC 25922 (17).

MEDINA E. “ACCIONAR DEL BIOESTIMULANTE ORGANICO SOBRE LOS
COMPONENTES ASOCIADOS DE TRIGO HARINERO (TRITICUM AESTIVUM L.)
RESILIENTES AL ESTRES HIDRICO, YANAMUCLO, MATAHUASI-
CONCEPCION”. (UNC) JAUJA — 2022.

Se examinaron diversas caracteristicas de lineas avanzadas de trigo harinero
(Triticum aestivum L.) resistentes al estrés hidrico para determinar los efectos de un
bioestimulante organico. Las tierras agricolas del Centro Poblado Yanamuclo en
Matahuasi-Concepcion fueron el lugar del estudio. El objetivo de esta evaluacion
fue comparar el cultivar Centenario-UNALM contra dos lineas resistentes a estrés
hidrico, PITH LM-13 y EEATH-1-LM-13B-122, y determinar los efectos del
bioestimulante Agrostemin®-GL tratado en tres fases de desarrollo (Z00, Z25 y Z259).
En esta evaluacion se utilizé un disefio de bloques completos aleatorizados que

incluia tres repeticiones. La altura de la planta (excluyendo la mazorca) (68,19 cm),
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el rendimiento de grano (6,05 t ha-') y el peso de mil granos (57,11 g) mejoraron
significativamente mediante el uso de AGROSTEMIN®-GL durante las fases Z00 y
Z25 de la linea EEATH-1-LM-13B-122. La densidad de puas por metro cuadrado
alcanzé la asombrosa cifra de 775,56 puas cuando se administro6 AGROSTEMIN®-
GL durante la fase Z59. Se observé un incremento de 44.93 granos por mazorca
cuando se aplic6 AGROSTEMIN®-GL al cultivar Centenario-UNALM en la fase Z00.
Ademas, se observo una considerable elongacion de las puas (7.91 cm) después
de administrar AGROSTEMIN®-GL en la fase Z25. En particular, las plantas
alcanzaron el 50% de floracion en soélo 81,67 dias después de recibir
AGROSTEMIN®-GL en la etapa Z59, lo que indica un proceso de floracion
acelerado. La produccion de grano mejoré en general (11,46 t ha-1) cuando se
administré6 AGROSTEMIN®-GL en la etapa Z00 de PITH LM-3B-13. Sin embargo,
el cultivo tardé alrededor de 92 dias en florecer. Sin embargo, el cultivo tardé unos

92,33 dias mas en alcanzar el 50% de floracion después de este tratamiento (18).

DIAZ R. “PROPUESTA DE FACTIBILIDAD PARA LA PRODUCCION Y
COMERCIALIZACION DE UN FERTILIZANTE ORGANICO A PARTIR DE LA
VINAZA EN LA REGION LAMBAYEQUE” (UPC) LIMA — 2020.

El objetivo era evaluar la viabilidad de utilizar la vinaza, un subproducto de la
destilacion de alcohol, para potenciar la produccién de cultivos organicos y gestionar
eficazmente los residuos de vinaza. La vinaza se utiliza en la produccion de abono
organico, junto con un 30% de paja de arroz y un 70% de otros componentes. Esta
mezcla mejora las propiedades del abono y agiliza los procedimientos de secado y
mezcla. En el proceso de produccidén de abono organico se utilizaron muestras de
vinaza concentrada clasificadas en tres categorias en funcion de sus niveles de
concentracion: 55 °Bx, 65 °Bx y 75 °Bx. A continuacion, se incorporé a cada grupo
una mezcla de paja compuesta por un 45%, 50% y 55% de vinaza, respectivamente,
mientras que el resto lo ocuparon los componentes especificados en cada grupo.
Las pruebas de laboratorio confirmaron la viabilidad de la fabricacion de compost a
partir de uva conforme a las normas especificadas. La viabilidad del proyecto se
valida por su valor actual neto (VAN) favorable de S/ 21 798 900,89, lo que significa
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su rentabilidad. La tasa interna de rentabilidad (TIR) es del 121%, lo que significa
que el capital invertido puede recuperarse junto con la generacion de beneficios

adicionales (19).

DIAZ Y. “AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE
BACILLUS SPP Y TRICHODERMA SPP DE LA RIZOSFERA DE CAFETO CON
POTENCIAL ANTAGONISTA FRENTE A FUSARIUM OXYSPORUM DEL VALLE
DE MONZON-HUANUCO”. (UNMSM) LIMA - 2019.

Un hallazgo notable se produjo en la rizosfera de los cafetos de la zona de Monzén,
en la regién de Huanuco. Cepas autéctonas de Bacillus y Trichoderma mostraron
caracteristicas antagonicas contra Fusarium oxysporum, enfermedad que afecta a
los cafetales. Estas cepas poseen potencial para su uso practico en estrategias de
Manejo Integrado de Plagas. Empleando el doble enfoque de desafio directo en
medio Papa Dextrosa Agar, se descubrieron un total de 30 cepas de Bacillus spp. y
20 cepas de Trichoderma spp. y se evaluo eficazmente su capacidad para inhibir F.
oxysporum. Los aislados que mostraron un comportamiento hostil fueron sometidos
a pruebas bioquimicas y caracterizados tanto macroscépica como
microscopicamente. La identificacion se realizé6 mediante claves taxondmicas. Entre
los nueve aislados de Trichoderma (M3PL.1, B1.T, MTS.l, MT5.A, MT12.A, PLSO1,
TL7.R, MT24.1l y MT14.e) y los seis aislados de Bacillus (MT1.l, MT1.ll, MT2.1,
MT2.1l, MT7 y MT3P3) que mostraron propiedades antagonistas, M3PI.l demostro
el efecto inhibidor mas significativo, alcanzando una inhibicion excepcional del 80%
contra el fitopatégeno. Las cepas MT3P3, B1.T y MTS.I de Trichoderma spp.
presentaron la actividad antagonista mas significativa. La identificacion molecular
verificd que estas cepas eran Trichoderma asperellum y Trichoderma spp. Varias
cepas de Bacillus spp. y Trichoderma spp. demuestran una eficacia significativa
como agentes de biocontrol contra la podredumbre vascular en cafetos, ofreciendo

una estrategia agricola novedosa y sostenible (20).

CASTRO D. “EVALUACION DE TRES DILUCIONES DE MICROORGANISMOS
EFICIENTES EN LA CALIDAD DE COMPOST UTILIZANDO LODOS DE LA
PTAR” CAJABAMBA” CAJAMARCA - 20109.
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El ano pasado, Adolfo M., de la Universidad Nacional de Cajamarca, estudio los
efectos de diferentes concentraciones de EM en la calidad del compost de lodos de
la EDAR de Cajabamba. El estudio se propuso determinar cémo tres diluciones
distintas de EM afectaban a las diversas cualidades del compost. En concreto, se
utilizaron como diluciones 600 ml, 1200 ml y 1800 ml. Los resultados demostraron
que las diluciones EM tenian un efecto directo y sustancial sobre los niveles de
temperatura y potasio (K). Sin embargo, con respecto a los coliformes
termotolerantes, el pH, la conductividad eléctrica, el nitrdgeno, el cadmio, el cromo
y el plomo, el impacto fue modesto e insignificante. La eficacia de las bacterias en
la mejora de la calidad del compost durante los cinco anos anteriores fue objeto de
otra investigacion en 2022 realizada por Ana C. de la Universidad César Vallejo.
Esta investigacion se propuso determinar el numero 6ptimo de microorganismos
para mejorar el compost. Lactobacillus (L. plantarum, L. casei), Bidobacterium,
Lactococcus, Streptococcus (S. lactis) y Pediococcus son bacterias lacticas que se
mostraron eficaces en la investigacion. Este género contiene varias especies, entre
ellas la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris. La energia luminosa
puede ser utilizada por dos tipos de levaduras para fabricar alimentos:
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis. Algunas especies de Actinomyces son
Streptomyces griseus y Streptomyces albus. Por ultimo, los hongos filamentosos
incluyen especies como Aspergillus oryzae, Penicillium, Trichoderma y Mucor
hiemalis. Aspergillus oryzae es el nombre cientifico de una especie especifica de
hongo. Veinte de las veintiuna investigaciones que analizaron los microorganismos
empleados en el compostaje concluyeron que las bacterias lacticas eran las mas

populares(21).
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2.2.3. Antecedentes locales
ESPINOZA H. “EFECTO DE SOLUCIONES NUTRITIVAS Y BIOESTIMULANTES
EN LA PRODUCCION DEL PIMIENTO (Capsicum annum. L.) MEDIANTE RIEGO
POR GOTEO EN CONDICIONES DE FITOTOLDO K’AYRA”. (UNSAAC) CUSCO
- 2023.

Mediante el uso de riego por goteo con soluciones fertilizantes y bioestimulantes,
esta investigacion pretendia investigar el impacto de las condiciones fitotoxicas en
los costes de produccion, el rendimiento y el desempefio agrondmico. El estudio
contenia ocho tratamientos, incluyendo dos dosis de solucion nutritiva y cuatro tipos
de bioestimulantes. En este estudio se utilizd un CSBD, o disefio de bloques
completamente aleatorizados, con una disposicion factorial 2 A x 4 B. Se produjeron
ocho tratamientos y cuatro duplicados. Este disefio produjo ocho tratamientos y
cuatro duplicados, lo que dio lugar a 32 unidades experimentales. Se determind que
el tratamiento éptimo para obtener un peso elevado de fruta fresca, que se midié en
1111,6875 g por planta (equivalente a 5,56 t/ha), era una combinacion de 5 ml de
solucion nutritiva (A), 2 ml de solucién nutritiva (B) y 2 ml de bioestimulante
Ascophyllum en 1 L de agua para los investigadores. Ademas, este tratamiento
produjo el maximo de frutos, con catorce frutos por planta. El siguiente tratamiento
mas largo fue el de 7,5 ml de bioestimulante Humalgar mezclado con 1 L de agua
sin nutrientes; la longitud del fruto fue de 7,04 cm. Una combinaciéon de 5 ml de
solucion nutritiva (A) y 2 ml de solucién nutritiva (B) sin bioestimulante VIl se afiadié
a 1 L de agua y se aplicé al fruto de mayor diametro, que midi6 7,41 cm. Se
recomendo una solucion de 5 ml de solucion nutritiva (A), 2 ml de solucién nutritiva
(B) y 1,25 ml de bioestimulante Orgabiol en 1 L de agua como terapia para alcanzar
la altura maxima de planta de 42,431 cm. El mayor peso de residuo de cultivo por
planta fue de 614,875 gramos cuando se trataron 5 ml de solucién nutritiva (A) y 2
ml de solucién nutritiva (B) en 1 litro de agua, sin anadir bioestimulante para el cultivo
(22).
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CHAINA L. “EL IMPACTO DE LA TEMPERATURA EN EL DESARROLLO
ECONOMICO DE LOS HOGARES AGRICOLAS DE LA REGION DEL CUSCO,
1997-2019”. (UAC) CUSCO - 2021.

La relacion entre la temperatura y el crecimiento econémico de las familias agricolas
en la zona de Cusco fue investigada por Chaifia (Cusco, 2021). Averiguar como
afecta la temperatura a los indices de pobreza tanto de forma inmediata como a
largo plazo fue la principal motivacién de la investigacion. Los investigadores
analizaron datos de ingresos de la Encuesta Nacional de Hogares, que cubre los
afnos 1997-2019, y series temporales mensuales cuadriculadas, versién 5.01, que
contiene datos de temperatura del aire terrestre y precipitacion. El propésito de este
estudio era utilizar un método cuantitativo con un enfoque aplicado para comprender
mejor el impacto de la temperatura. Para evaluar el impacto sin realizar
experimentos, la investigacion utilizé un modelo de regresion de efectos fijos de dos
vias que tenia en cuenta tanto las caracteristicas variables en el tiempo como las
especificas de cada individuo. Se hall6 una correlacion negativa entre la
temperatura y los ingresos de los agricultores. Por cada grado centigrado que
subiera la temperatura, se produciria una pérdida anual de ingresos de entre 6.279
y 7.065 soles. Ademas, el estudio demostré que la agricultura de subsistencia se
veia afectada negativamente por las fluctuaciones de los ingresos y la productividad
agricolas provocadas por las diferencias anuales de temperatura, y que estos

efectos perduraban durante mucho tiempo (23).

YEPEZ D. “‘EFECTO DE BIOESTIMULANTES ORGANICOS EN EL
RENDIMIENTO DE DOS VARIEDADES DE BROCOLI (BRASSICA OLERACEA
VAR. ITALICA) POR FERTIRRIEGO EN CONDICIONES DE FITOTOLDO DEL
CENTRO AGRONOMICO K’AYRA” (UNSAAC) CUSCO - 2021.

Yepez, del Centro Agrondmico K'ayra de Cusco, prob6é dos bioestimulantes
organicos para determinar sus efectos sobre el rendimiento agrondémico y la
produccién de dos tipos de broculi. Estos bioestimulantes se administraron por
fertirrigacion como parte de la investigacion. También se analizé la composicion

quimica de las hojas y se calcularon los costes de produccion. El rendimiento de los
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dos tipos de brécol se evalu6é en gramos de granulos por planta. El ensayo incluyé
un grupo de control, dos bioestimulantes (Phyllum Maxr y Seaweed Creme) y un
total de seis tratamientos. Como disefio experimental para la investigacion se utilizo
un diseno de bloques completamente aleatorizados. El tratamiento Bio. Crema de
algas 19 I’lha x Var. Chou Cavolo fue el que, segun los datos, present6 el mayor
peso en fresco de los granulos, con un rendimiento de 465,93 g/planta (equivalente
a 21,90 t/ha). Ademas, Bio. Phyllum R 5,6 I/ha x Var. Confidant obtuvo el mayor peso
fresco de los residuos, con 1.327,69 g/planta (53,10 t/ha), lo que lo convierte en el
tratamiento superior. Sin bio. xvar. Chou Cavolo fue el tratamiento que dio lugar a
las plantas mas altas, alcanzando una altura de 84,59 cm. Con un recuento de hojas
de 18,50, Sin bio. xvar. Chou Cavolo fue asimismo el tratamiento con mas hojas por
planta. El siguiente mas numeroso fue Bio. crema de algas 19 I/ha x Var. Confidente,
con 20,88. Con una medida de raiz de 12,72 cm por planta, el tratamiento que dio
lugar al maximo peso fresco por planta fue Bio. crema de algas 19 I/ha x Var. Chou
Cavolo. El primer puesto fue para el tratamiento Bio. Phyllum I/ha x Var. Confidant,

que produjo un peso de 1721,00 (g/pta) (24).

ZAPATA D. “EFECTO DEL BIOESTIMULANTE KALLPA EN PRODUCCION
HIDROPONICA DE CUATRO VARIEDADES DE TOMATE (Lycopersicum
esculentum MILL) EN FITOTOLDO DEL CENTRO AGRONOMICO K’AYRA”
(UNSAAC) CUSCO - 2021.

El estudio se tuvo como objetivo evaluar el impacto del bioestimulante en la
produccion de tomate hidropdnico. Empleando la estrategia de asociacion acuicola
en condiciones de fitotent, se realizé la evaluacion agronémica de cuatro variedades
de tomate, enfocandose en diversos parametros como el peso, numero, longitud y
calidad general de los frutos del tomate, asi como la respuesta de la planta al
bioestimulante. . Para determinar el rendimiento se emple6 la técnica de cultivo
acuicola bajo condiciones de fitotienda, utilizando un Plan Completamente Aleatorio
(DCA) con arreglo factorial. El experimento implicé el uso de cuatro variedades
diferentes de tomate y dos bioestimulantes. Se incluyeron en el estudio un total de

veinticuatro unidades de prueba, con ocho tratamientos y tres repeticiones. Para
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analizar las fluctuaciones utilizamos el método ANVA y realizamos la prueba de
Tukey con un 95% de probabilidad. Los hallazgos indicaron que la variedad Old
German, cuando se combind con un bioestimulante (11/V4), produjo los frutos mas
frescos, con un peso promedio de 69,54 gr/planta. Este resultado es
estadisticamente significativo y supera a los otros grupos en la comparacion de
medias de Tukey, con una probabilidad del 95% y un coeficiente de variabilidad del
13,23%. Nuestro analisis del rendimiento en cuatro variedades diferentes de tomate
utilizoé la técnica ANVA. Los resultados demuestran que los bloques presentaron
diferencias estadisticas, indicando variaciones entre las repeticiones. Con un
coeficiente de variabilidad del 26,73%, podemos afirmar con seguridad que los

resultados de nuestra investigacién son estadisticamente fiables (22).

HUAMAN Y. “EFECTO DE CUATRO CONCENTRACIONES DEL
BIOESTIMULANTE FLOWER POWER EN LA PRODUCCION DEL CULTIVO DE
PEPINO (Cucumis sativus L.) EN EL SECTOR TIOBAMBA — SANTA ANA”
(UNSAAC) LA CONVENCION - 2020.

Se examinaron las caracteristicas agronodmicas, fenoldgicas, productivas y de
rendimiento del cultivar de pepino Exocet en relacion con diversas dosis del
bioestimulante Flower power. Cada uno de los cinco tratamientos con
bioestimulantes se repitio tres veces en la investigacion. Las dosis de 0,0, 1,0, 2,0,
3,0 y 3,5 L/Ha fueron algunas de las terapias consideradas. Para comparar
estadisticamente estas terapias, se utilizo la prueba de Tukey tanto a un nivel de
significacion del 5% como del 1%. Segun los resultados del estudio, la dosis de 3,5
L/Ha produjo la mayor media estadistica de altura de planta entre las variables
agronomicas, con 157,67 cm. El tratamiento de 3,0 L/Ha tuvo la mayor produccion
de frutos por planta, con una media de 16 frutos por planta. Con una longitud media
de 31 cm, este tratamiento también mostré los frutos mas largos. La dosis de 3,0
L/Ha también produjo los frutos mas grandes, con un diametro medio de 25,67 cm.
El tratamiento con una dosis de 3,0 L/Ha produjo el tiempo de floracién mas corto,
con una media de 26,33 dias, cuando se examino el efecto de las distintas dosis de

bioestimulantes sobre el periodo fenoldgico del pepino. De forma similar, este
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tratamiento produjo el tiempo de fructificacion mas rapido (33,33 dias de media) y
el tiempo de recoleccion mas rapido (50,33 dias de media). La aplicacion de una
dosis de 3,0 L/Ha del bioestimulante tuvo el mayor impacto sobre el rendimiento y
la produccion de pepino, dando lugar a un peso medio de fruto por planta de 9833,33
g y a un aumento de la produccién por hectarea a 5249,95 T/Ha (25).

2.3. Estado del arte

En la actualidad, los microorganismos son de real importancia desde el ambito
farmacéutico, ya que con ellos se ha podido evolucionar y contribuir al desarrollo de
una infinidad de medicamentos como: antibidticos, vacunas, suplementos
nutricionales y demas, es por ello que su preservacion de su existencia es de alto
impacto para la salud, para su prevencion, asi mismo para el tratamiento de diversas
enfermedades. La supervivencia de nuestro planeta estd amenazada por la
sobrepoblacion del territorio, las amenazas para nuestra calidad de vida y el alto
costo de la supervivencia de la humanidad, tenemos diversos problemas de gran
impacto como la falta de agua potable, y por sobre todo el costo de la alimentacion
y esto se ve afectado desde la produccion de nuestros alimentos ricos en nutrientes,
proteinas, minerales importantes para el desarrollo del organismo, entonces
hacemos hincapié en la importancia de la actividad agricola que brinda trabajo,
alimentacion y calidad de vida al ser humano. En nuestro Perd, la region del Cusco
es conocida por su importante productividad agricola, que va mas alla del uso
domeéstico e incluye la exportacion de rica variedad de alimentos y a su vez para el
desarrollo de estos se requiere un uso eficaz de los recursos econdmicos,
ambientales, ademas que se quiere propiciar es uso de bioestimulantes, para de
este modo poder desacostumbrar a la poblacion dedicada al rubro agricola a no
usar sostenidamente los fertilizantes quimicos, ademas de actuar
responsablemente con nuestro medio ambiente con el uso de productos
provenientes de procesos industriales y organicos para disminuir gastos y mejorar
la producciéon alimentaria. Con el estudio, nuestra intencién es contribuir a la
veracidad del poder nutritivo de este bioestimulante derivado de los residuos

producidos por la industria cervecera, con el fin de enriquecer el medio de nutricion
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y crecimiento de microorganismos benéficos, asi como también la de reducir la

contaminacion ambiental (26).

2.4. Bases teorico cientificas

2.4.1. Microorganismos en estudio
A. LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

Género Bacillus

Debido a su capacidad genética y tamano relativamente grande, el género
Bacillus ha sido ampliamente investigado dentro del ambito de los
procariotas. Estas bacterias se pueden encontrar de manera ubicua en todos
los suelos del mundo, lo que facilita el aislamiento de varias especies que
componen este género. Estas bacterias Gram-positivas, llamadas asi por su
estructura en forma de bastdén, pueden prosperar en ambientes ricos en
oxigeno o adaptarse para sobrevivir en ausencia de oxigeno. Cuando es
necesario, estos organismos pueden formar endosporas altamente
resistentes en el centro de su célula, que pueden soportar temperaturas
extremas y agentes quimicos. La mayoria de las especies de este género
poseen flagelos peritricos, 1o que les permite moverse con facilidad. El género
Bacillus exhibe una multitud de programas genéticos que se activan en
respuesta a los recursos disponibles y las condiciones ambientales, lo que
les permite sobrevivir y adaptarse mejor que sus competidores. Ademas,
estas bacterias tienen la notable capacidad de asimilar ADN de su entorno,

mejorando su capacidad de adaptacion a su entorno(27).

Lactobacillus acidophilus

El aciddfilo es un tipo de bacteria que se desarrolla en entornos con un alto
nivel de acidez. Pertenece al género Lactobacillus. A diferencia de la mayoria
de los microbios, el acidophilus se desarrolla mejor en condiciones muy
acidas (pH 4-5 o inferior) y funciona mejor a temperaturas de 37-45°C,
aunque puede soportar temperaturas de hasta 45°C. Esta bacteria se
encuentra de forma natural en muchos tipos de alimentos, como cereales,

leche, carne y pescado. Ademas de en los intestinos, también esta presente
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en la boca y la vagina de los seres humanos y los animales. La bacteria
Lactobacillus acidophilus puede producir acido lactico fermentando la
lactosa. Las cepas heterofermentativas son las que crean etanol, didxido de
carbono y acido acético como resultado de su proceso de fermentacion. El
Lactobacillus acidophilus es una de las especies mas comunes del género
Lactobacillus que se encuentran en la flora intestinal de humanos y animales
por igual. Durante el proceso de digestién, desempefia un papel en la sintesis
de niacina, acido félico y vitamina B6 (piridoxina) en el intestino humano. Las
investigaciones indican que Lactobacillus acidophilus puede ayudar en la
separacion y desconjugacion de los acidos grasos de los acidos biliares,
permitiendo que el cuerpo los recicle. El equilibrio de la flora intestinal lo
mantienen los Lactobacillus y los bacilos bifidos, que producen compuestos
organicos como el acido lactico. Las bacterias probidticas también
contribuyen a este equilibrio generando bacteriocinas, antibiéticos naturales
que eliminan los microorganismos nocivos. Ciertas cepas de Lactobacillus
acidophilus poseen proteinas de la capa S en su pared celular, lo que anade
una capa extra de complejidad. Vale la pena sefalar que, a pesar de su
nombre, "aciddfila", esta bacteria no presenta una mayor tolerancia a los
acidos en comparacién con otros Lactobacillus. Normalmente, estos bacilos
miden entre 2 y 6 p de longitud y pueden tener extremos ligeramente
redondeados. Se pueden encontrar aislados o dispuestos en cadenas cortas
(28).

B. Actinomyces viscosus

Actinomyces viscosus

Este organismo es un anaerobio facultativo, lo que significa que puede
sobrevivir tanto en presencia como en ausencia de oxigeno. Presenta un
mayor crecimiento cuando se introduce dioxido de carbono. Las micro
colonias en agar BHI, cultivadas aerdobicamente con dioxido de carbono,
tuvieron una duracion de 18-24 horas. Tras muchas transferencias, algunas

cepas mostraran la formacion de micro colonias lisas caracterizadas por una
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forma circular, una superficie muy granulosa, un borde completo v,
ocasionalmente, un pequefio nucleo épticamente negro. Las macro colonias
en agar BHI, tras 7 dias de incubacion, tienen forma circular, aspecto
convexo, apice puntiagudo, textura lisa, bordes completos y un color que
varia de la crema al blanco. Pueden parecer brillantes u opacos, con una
superficie lisa 0 mucoide. Poseen micelio aéreo. El principal producto final de
los cultivos con glucosa es el acido lactico, acompanado de pequefas
cantidades de acido formico, acido acético y acido succinico. Los anaerobios
facultativos prosperan en presencia de dioxido de carbono. Alcanzan un
desarrollo 6ptimo cuando se exponen a condiciones aerobicas junto con
dioxido de carbono. Ademas, utilizan el CO2 para producir acido succinico.
La pared celular incluye el aminoacido ornitina. Los azucares incluyen
galactosa, glucosa y manosa. No se han registrado casos de sensibilidad a

los antibidticos (30).

C. Trichoderma

Género Trichoderma

Las especies de Trichoderma son comunes en bosques y suelos agricolas
porque son resistentes, pobres en nutrientes y adaptables. Estas criaturas
adaptables pueden desarrollarse en condiciones saprofitas e interactuar con
una amplia variedad de criaturas, incluidas plantas y animales. Les gusta un
rango de temperatura de 25-30 °C. Su adaptabilidad a muchos sustratos las
hace ideales para la fabricacion a escala industrial en campos verdes como
la biotecnologia y la agricultura. En la rizosfera o como endofitos, algunas
especies de Trichoderma producen auxinas y giberelinas, que las plantas
necesitan para crecer y desarrollarse. Trichoderma también es capaz de
producir acidos organicos, como acido citrico, fumarico y gluconico. Estos
acidos son utiles para reducir el pH del suelo y aumentar la solubilizacion de
los minerales que necesitan las plantas, incluidos los fosfatos, el magnesio,
el hierro y el manganeso.

Ademas, la importancia de este grupo de hongos radica en su contribucién a

la sanidad vegetal al ejercer control sobre hongos fitopatégenos. Esto se
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consigue gracias a sus propiedades mico parasitarias, ya que secretan
enzimas, como proteasas, quitinasas y glucanasas, que rompen las paredes
celulares de los hongos que parasitan. Como resultado, la membrana
plasmatica se retrae, el citoplasma se desorganiza y se inhibe la germinacion
de las esporas y el alargamiento del tubo. Ademas, estos hongos poseen
cualidades antibioticas, lo que los convierte en excelentes agentes de control
biolégico contra enfermedades fungicas en diversas especies de plantas. Se
han realizado extensas investigaciones para evaluar el impacto de diferentes
especies de Trichoderma en el control biolégico de enfermedades en cultivos
como tomate, arroz, maiz y trigo. En un estudio centrado en plantas de
tomate infectadas con Meloidogyne javanica, se probaron cuatro
concentraciones diferentes de T. harzianum y T. viride. Los resultados
mostraron que todas las concentraciones suprimieron eficazmente la
reproduccidén de nematodos y promovieron el crecimiento de las plantas. Es
importante sefalar que la eleccion del agente de biocontrol no es el unico
factor determinante para reducir la incidencia de enfermedades en los
cultivos (31).

Reino: Fungi

Clase: Sordariomycetes

Divisién: Ascomycota

Género: Trichoderma

Familia: Hypocreaceae

Orden: Hypocreales

La mayor parte de este género se reproduce por esporas asexuales, sin fase
sexual. Sin embargo, en algunos casos se ha observado una fase sexual. Su
clasificacion se ha basado normalmente en caracteristicas distintivas,
principalmente en las estructuras reproductivas asexuales.

Trichoderma Harzianum Spp.

Este hongo presenta caracteristicas imperfectas, con hifas hialinas
ramificadas y septadas no paralelas en ambos lados. Posee conidioforos y

conidios, ademas de la capacidad de producir clamidosporas, concretamente
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14 de ellas. La reproduccion se produce a través de conidios, mientras que
las clamidosporas sirven como estructuras resistentes. Estas clamidosporas,
de mayor tamafo que los conidios, contienen abundantes reservas de
lipidos. Pueden tener forma cilindrica o globosa y son intercalares o
terminales. T. harzianum es conocido por su rapido desarrollo y abundante
produccion de esporas de color verde oscuro, ligeramente algodonosas, que
se asemejan al moho. Ademas, actua como bioestimulante del crecimiento
radicular promoviendo el desarrollo radicular y estimulando la secrecion de
fitohormonas. Esto, a su vez, conduce a un aumento de la masa radicular, lo
que facilita la asimilacién de nutrientes y mejora la altura de las plantas.

Con su rapido crecimiento y desarrollo, este organismo sirve como agente de
control biolégico. Su capacidad para producir multitud de enzimas esta
estimulada por la existencia de 16 hongos fitopatogenos. Ademas, prospera
en diversos sustratos, lo que facilita su produccion en masa con fines
agricolas. Estos atributos ofrecen numerosas ventajas en el ambito de la
agricultura. son:

o Al facilitar el desarrollo de sistemas de raices robustos, promueve el
crecimiento de raices mas fuertes, lo que en ultima instancia conduce
a plantas mas saludables.

e Mejora la capacidad de absorber nutrientes y humedad, al tiempo que
mejora el rendimiento en condiciones de estrés hidrico.

e La aplicacion de esto no requiere el uso de ningun equipo
especializado.

e Este producto puede funcionar bien con inoculantes de leguminosas y
puede usarse en semillas que hayan sido tratadas con un fungicida
quimico.

e Al mejorar el desarrollo y la utilizacion de las raices, estos métodos
ofrecen el potencial de disminuir o incluso eliminar la necesidad de un
tratamiento con fungicidas quimicos, lo que resulta en una reduccion

de los gastos y una menor dependencia de los fertilizantes (32).
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Este hongo, que prospera en el suelo y establece relaciones
mutuamente beneficiosas con varias raices de plantas, es conocido
por su naturaleza oportunista no dafina. Ha encontrado aplicaciones
en biotecnologia como biofungicida y potenciador del crecimiento,
ofreciendo importantes ventajas para las practicas agricolas en

condiciones de campo (33).

2.4.2. Fertilizantes
Para que los cultivos anuales y perennes crezcan y proporcionen cosechas de alta
calidad, necesitan determinados elementos minerales. Estos elementos se
clasifican en tres grupos: macroelementos principales (NPK), macroelementos
secundarios (Ca, Mg y S) y microelementos (también conocidos como elementos
menores u oligoelementos). El término "fertilizante" designa principalmente las sales
de nitrofosfopotasio que componen el NPK, consideradas los "macroelementos

principales” por ser los nutrientes mas deficientes en los suelos.

Los fertilizantes son un insumo agricola esencial que, utilizado adecuadamente,
permite alcanzar grandes rendimientos de los cultivos en un corto periodo de
tiempo. Por ello, en el futuro sera imperativo utilizar eficazmente los fertilizantes para
abandonar la agricultura de subsistencia o de autoconsumo, que actualmente
constituye mas del 70% de las practicas agricolas en nuestras regiones de sierra y
selva. En las zonas productoras de papa como Huasahuasi, Tarma, Jauja, Valle del
Mantaro, Tayacaja, etc. en la Sierra Central, los agricultores deben utilizar un saco
de 50 kg de fertilizante NPK por cada saco de semilla de papa (30 sacos). Ademas,
necesitan aplicar de 150 a 200 sacos de estiércol para lograr rendimientos de patata
de 40 a 60 Tm/ha. Sin este método de fertilizacion, los rendimientos se limitan a so6lo
8 a 10 Tm/ha (9).

2.4.2.1. Caracteristicas principales

« indice de salinidad de los abonos. El indice de salinidad de un abono, en
relacion con el nitrato de sodio, cuantifica la cantidad en que cambia la

presion osmoética de una solucion extraida del suelo. La finalidad de este
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indice es proporcionar un sistema para clasificar los abonos, con el objetivo
de prevenir los incidentes de quemaduras que pueden producirse cuando los
abonos se aplican demasiado cerca de las semillas o las plantas. La
aplicaciéon inadecuada de fertilizantes solubles, que incluyen sales, puede
causar dafnos a las plantas conocidos como "quemaduras".

indice de Acidez. La cantidad de piedra caliza (CO3 Ca) necesaria para
neutralizar la acidez resultante de la aplicacion de 100 unidades de abono
viene determinada por su peso.

indice de Basicidad o Alcalinidad. La cantidad de calcareo (CO3 Ca) en
peso que tiene el mismo efecto neutralizante que 100 unidades de materia
fertilizante se conoce como it-valor. Dado que las sales solubles (es decir, los
fertilizantes) tienen un impacto significativo en la respuesta del suelo o pH, y
por lo tanto en varios procesos del suelo que afectan al crecimiento de las
plantas, conocer estos indices es crucial.

indice de higroscopicidad de los abonos. Representa la disparidad entre
cien y la humedad relativa del aire cuando el compuesto esta saturado y a la
temperatura especificada. Los abonos tienen una mayor propension a
absorber la humedad atmosférica cuando su indice de higroscopicidad es
mas alto. A medida que aumenta la temperatura, aumenta también el indice

de higroscopicidad del mismo abono.

TIPOS DE ABONOS SEGUN SU HIGROSCOPICIDAD:

A) Abonos simples. Los fertilizantes que contienen nitrébgeno son mas

propensos a retener agua que los que contienen fosfato o potasa.

B) Mezclas de abonos. Las mezclas suelen tener una higroscopicidad mayor

que sus componentes mas higroscopicos.

C) Clasificacion de los Principales Abonos utilizados en el pais, sus leyes

y equivalencias en Unidades Fertilizantes.
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IMAGEN N°1: Clasificacion de los principales abonos

SIMPLES

ABONOS Ley Peso en Kg del fertilizante/unid.
I. NITROGENADOS %N N
Tipo de abono
Urea 45-46 2,2
Sulfato de amnio 20-21 4,76-5
fosfato de amnio 18 5,56
nitrato de amonio 33,5 3,3
nitrato de amonio calcareo 26 3,8
nitrato de sodio 16 6,3
nitrato de potasico 13 7,7
nitrato de calcio 15-15,5 6,6
Il. FOSFATADOS P205 P205
superfosfatos simple 20-24 5-4,2
superfosfato triple 46 2,17
fosfato diamonico 46 2,17
fosfato monoamonico 52 1,92
fosfatos naturales molidos | 26-35
ABONOS COMPUESTOS %N %P205 %K20
I. Naturales (organicos)
Guano de islas rico 9-15 8-10 1-2
Guano de islas pobre 1-2 16-20 1-2
Guano deislas de
exportacion 12-14 9-10 2

Il. Fabricados (quimicos)

Abonos compuestos importados

Abonos compuestos
(mezclas)

Nitrophos 20-20-0

Nutriferts de INKAFERT

Nitrophoska gris 10-8-18

Superguanos de INKAFERT

Nitrophoska rojo 13-13-20

CABAL DE MISTI

Nitrophoska verde 15-15-15

Compomaster de MISTI

Nitrophoska amarillo 15-15-6+4%

Molimax de MOLINOS

MgO

Nitrophoska azul especial 12-12-17

+2% MgO+3S+EM

Bayfolan 12-12-17+2 MgO+3S+EM

FUENTE: MANUAL DE USO DE FERTILIZANTES PARA LAS CONDICIONES DEL PERU (9)

2.4.3. Fertilizante organico
Desde los primeros dias de la agricultura, se han utilizado fertilizantes organicos en
suelos cultivados. Son sustancias derivadas de plantas y/o animales que se

incorporan al suelo o se aplican a las hojas de las plantas con el fin de potenciar su
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contenido nutricional (INDECOPI - Instituto Nacional de Defensa de la Competencia
y Proteccion Integral de la Propiedad, 2010). Segun Monroy y Viniegra (1981), esta

practica existe desde hace mucho tiempo.

Durante los afios 1940 y 1970, los fertilizantes organicos fueron en gran medida
ignorados mientras los fertilizantes quimicos ocupaban un lugar central en las
practicas agricolas intensivas. Sin embargo, ha habido un resurgimiento del interés
en la investigaciéon de fertilizantes organicos, impulsado por los siguientes
factores(34):

A) Incluso con los niveles mas altos de produccién de fertilizantes quimicos, la
utilizacion de nitrogeno y fosforo de los fertilizantes organicos ha superado la
de los fertilizantes quimicos a escala mundial.

B) A medida que la energia se vuelva mas escasa y costosa a nivel mundial,
habra limitaciones en la produccién de fertilizantes quimicos, lo que requerira
explorar alternativas como maximizar el uso de fertilizantes organicos.

C) Las plantas que producen fertilizantes y el uso excesivo de abonos quimicos
y organicos han contribuido a danar el medio ambiente, por lo que es aun
mas necesario encontrar las proporciones adecuadas de nutrientes

procedentes tanto de fuentes organicas como quimicas.

2.4.4. Bioestimulantes
Los bioestimulantes desempefan un papel esencial en la mejora del desarrollo y el
crecimiento de las plantas, asi como en su resistencia a diversos tipos de estrés.
Entre los muchos factores bidticos y abidticos contra los que estos compuestos
organicos protegen a las plantas se encuentran las temperaturas altas y bajas, el
estrés hidrico, la sal, la toxicidad y las plagas e insectos causantes de
enfermedades. En concreto, mejoran la absorcion de nutrientes y agua por las
raices, optimizan la sintesis de hormonas para la division y diferenciacion celular,
etc., mediante mecanismos distintos que estan ausentes en los fertilizantes y otros
componentes de la dieta. En lugar de luchar contra las plagas y enfermedades, los
bioestimulantes tienen como objetivo aumentar la vitalidad de las plantas.

Funcionan mejor y aumentan el rendimiento cuando se administran moderadamente
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durante el establecimiento del cultivo, junto con la fertilizacion y los métodos de

control de plagas y enfermedades (35).

Otras practicas bioestimulantes:

e Las rizobacterias, que incluyen Bacillus, Nitrobacter, Nitrosomonas,
Pseudomonas, Aspergillus y otras, y que favorecen el desarrollo de las
plantas, tienen muchos usos practicos. Al mejorar la produccion de
fitohormonas y potenciar la absorcion de nutrientes, estas utiles bacterias
desempenan un papel esencial en el fomento del crecimiento de las plantas.
Ademas, protegen el suelo de microbios peligrosos.

e Los agentes hormonales de enraizamiento, que aumentan la disponibilidad
de auxinas, pueden potenciar enormemente el desarrollo radicular. Cuando
las auxinas estan presentes, se estimula el crecimiento de las raices, lo que
conduce a un aumento de los pelos radiculares y a una mejor absorcion y
transporte de nutrientes, todo lo cual contribuye a un mejor establecimiento
de la planta.

e A Utilizar agua calentada a 30 o0 40 grados Celsius aumenta la solubilidad de
los fertilizantes, anima a los microbios del suelo a trabajar mas y facilita la

circulacién del agua y los nutrientes.

Otra forma barata de nutrir y proteger los cultivos a partir de residuos organicos es
elaborar los llamados biopreparados, que pueden ser sélidos o liquidos y aplicarse

al suelo o al follaje.
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IMAGEN N° 2: Componentes de los biopreparados

MATERIAL

APORTA

Tierra de calidad

La actividad microbiana que promueve la descomposicién de los
materiales organicos la proporciona el sustrato. Los procesos de
descomposicidn se ven estimulados por él. Para garantizar la presencia
de microorganismos, se aconseja elegir la mejor tierra disponible de
color oscuro que huela a tierra de hoja.

Guano o estiércol
animal

Independientemente de su procedencia, enriquece las condiciones
fisicas del suelo con nitrégeno, fosfato, calcio, magnesio, hierro, zinc,
cobre y boro. También contiene ingredientes organicos que ayudan a la
descomposicidn y una plétora de microbios. Al principio del compostaje,
permite reducir la relacion C-N de la mezcla. Nunca utilices excrementos
de ningun animal, incluidos los humanos, ya que podrian ser portadores
de parasitos y enfermedades.

Pajas,Hojas, Rastrojos
Canas, Virutas, Aserrin

Materiales derivados de plantas; algunos son mds biodegradables que
otros; aun asi, todos aportan carbono y otros nutrientes que los
microbios pueden consumir a lo largo del proceso de descomposicion.
Se pueden utilizar partes de plantas secas o vivas. Debido a su unidad, el
material seco se degrada mds lentamente y tiene una mayor relacién
carbono-nitrégeno (C7N). Los azucares incluidos en la materia vegetal
herbdcea se descomponen rapidamente, por lo que es mejor trocearla
en pedacitos antes de echarla a la pila de compost.

De ello depende fundamentalmente la activacion de los
microorganismos aerobios, que dependen del oxigeno. El compostaje se

Aire basa en una serie de volteos, cada uno de los cuales hace descender la
temperatura de la planta, para proporcionar oxigeno
Proporciona a los microorganismos la humedad que necesitan para
descomponerse uniformemente. No tienen muchas posibilidades de
A vida en condiciones secas, pero cuando el contenido de humedad es
gua

superior al 60%, la pila se empapa, lo que reduce la oxigenaciény
detiene la descomposicion. La pérdida de nutrientes y microbios puede
producirse cuando los niveles de humedad son demasiado altos.

FUENTE: Manual de manejo agronémico del arandano (35)

Entre sus principales usos destacan sus propiedades nutritivas, fungistaticas,

bacteriostaticas, acaricidas, insecticidas y repelentes. Hierba a la presencia de

sustancias potencialmente dafinas como acidos, toxinas, fenoles y enzimas que
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pueden perjudicar a las plantas si no se tratan correctamente. La incorporacion al
suelo de materia organica estabilizada favorece la fertilidad y la vida del suelo a lo
largo del tiempo; sus efectos son acumulativos y progresivos. La mejora de la
retencién de agua, la facilidad de trabajo del suelo, unas plantas mas sanas y un
mayor rendimiento estan al alcance de la mano cuando esto se lleva a la practica.
2.4.4.1. Elaboracién y bioquimica de procesos

El proceso de compostaje implica la descomposicion aerobica de la materia
organica mediante la actividad de microorganismos, particularmente bacterias y
hongos. Esto da como resultado la formacion de una sustancia estable y rica en
nutrientes llamada "compost”, que se parece mucho al humus. EI compost se utiliza
principalmente como acondicionador del suelo y ocasionalmente como material de
cobertura en vertederos. Durante todo el proceso de descomposicion, la
temperatura del compost se eleva hasta unos 60°C, un factor crucial para eliminar
los microorganismos nocivos. Mantener esta temperatura durante un minimo de tres
dias es fundamental. Vale la pena sefalar que la descomposicion optima ocurre
dentro del rango de 55 a 60°C, pero exceder los 60°C puede impedir el proceso de

descomposicion.

La descomposicion anaerdbica de la materia organica progresa a través de una
serie de tres etapas distintas, cada una de las cuales involucra un grupo especifico
de microorganismos. En la etapa inicial, conocida como solubilizacion, las proteinas,
grasas y carbohidratos complejos se transforman en compuestos solubles mediante
enzimas extracelulares producidas por bacterias anaerdbicas facultativas. Pasando
a la segunda fase, la acidogénesis, los monémeros como azucares, aminoacidos,
glicéridos y lipidos se someten a fermentacion, lo que da como resultado la
produccion de acidos volatiles, alcoholes, dioxido de carbono e hidrogeno. Este
proceso es facilitado por enzimas intracelulares producidas por bacterias
formadoras de acido que pueden funcionar tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas. Finalmente, en la tercera etapa, la metanogénesis, los productos
finales del proceso de fermentacion anaerdbica sirven como sustratos para la

produccién de metano por bacterias metalogénicas estrictamente anaerdbicas.
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Estas bacterias descomponen, estabilizan y convierten los sustratos en gas metano
(34).

Sus ventajas son:

e El efecto residual es significativamente mayor.

e Su influencia en la estructura, porosidad y densidad aparente del suelo
aumenta la capacidad de retencion de humedad.

e Las plantas pueden crear complejos organicos con nutrientes,
conservandolos eficazmente en una forma facilmente accesible.

e La mejora de las cualidades cohesivas de los agregados del suelo y la
reduccion de la escorrentia superficial pueden prevenir eficazmente la
erosion del suelo resultante del impacto de las gotas de lluvia.

e La mejora de la capacidad de intercambio catidnico del suelo protege los
nutrientes contra la lixiviacion.

e La emision de diéxido de carbono es vital para facilitar la solubilizacién de
nutrientes importantes.

e La flora microbiana heterotrofa depende del carbono organico como fuente

vital de energia.

2.4.5. Biofertilizantes bacterianos
Dentro de la rizosfera se produce una interaccion vital entre raices y
microorganismos. Esta conexion se ve facilitada por la liberacion de una amplia
gama de compuestos quimicos de las raices, como azucares, acidos organicos,
vitaminas y aminodacidos. Estas sustancias actuan como un poderoso atrayente
para varios filos bacterianos, incluidos alfa y beta. Entre los numerosos
biofertilizantes bacterianos que prosperan en esta relacion simbiotica con las
plantas, encontramos  Bacteroidetes, Acidobacteria, Actinobacteria vy
Planctomycetes, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter y Klebsiella se encuentran
entre los géneros ampliamente estudiados. La utilizacion de biofertilizantes
bacterianos ofrece una multitud de beneficios, incluida la fijacion biolégica de

nitrégeno, una mayor absorcion de potasio y fésforo, la produccion de fitohormonas
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y la mitigacion de la sintesis de etileno durante condiciones de estrés de las plantas
(36).

e CONTROL BIOLOGICO

Para reducir o erradicar los efectos perjudiciales de las plagas y enfermedades
sobre las plantas y sus productos, la gestion biolégica utiliza criaturas (o sus
metabolitos o subproductos) que son naturalmente hostiles a estas plagas y
enfermedades. La gestion biolégica de plagas y enfermedades se ha utilizado
experimentalmente en la agricultura desde sus inicios, al igual que el empleo de
gatos para controlar las poblaciones de ratones o de bacterias beneficiosas (como
los Lactobacillus) para conservar los alimentos o prevenir dolencias
gastrointestinales. Los organismos beneficiosos que pueden combatir plagas y
enfermedades se conocen como agentes de control bioldgico, y son responsables

en gran medida de evitar la destruccion total de muchos productos agricolas.
Estudios de los mecanismos de antagonismo del agente de control biolégico.

Si bien el mecanismo de accién de Trichoderma, contra los hongos patdgenos de
las plantas es bien conocido, no puede decirse lo mismo de la mayoria de los
agentes de control bioldgico. A ello contribuye el hecho de que el patégeno no suele
ser controlado o suprimido por un unico mecanismo antagonista. A menudo se
requieren multiples procesos antagonistas que trabajen en tdndem para que un
agente de control bioldgico controle eficazmente la enfermedad. Los antibidticos,
tanto hidrosolubles como volatiles, la capacidad de estimular los mecanismos de
defensa de la planta para inducir resistencia contra el patégeno y el parasitismo
sobre la plaga o el patégeno son los principales mecanismos antagonistas de los
agentes de control biolégico. Otros mecanismos son la rapida colonizacion del
habitat, que es una competicion por el espacio y los nutrientes, y la produccién de

enzimas liticas, que pueden literalmente perforar y destruir al patégeno.

2.4.6. Bacterias fijadoras de nitrégeno
Debido a su posicion como nutriente limitante en el desarrollo de las plantas, el

nitrégeno se ha utilizado durante mucho tiempo como aditivo de productos sintéticos
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en la produccion agricola. Por otra parte, la agricultura ecoldégica ha cambiado la
forma en que diversos grupos bacterianos reparan biolégicamente este elemento.
Cuando las plantas consumen nitrégeno, éste contribuye a la produccién de
aminoacidos y acidos nucleicos. La mayoria de estas bacterias son de dos tipos:

simbidticas y no simbidticas.
Mecanismo de fijacion biolégica de nitrégeno

El arrastre por el suelo, la inoculacién de la hojarasca, la colonizacion de las raices
y la transferencia de semillas son los principales puntos de entrada de mas de 90
taxones bacterianos clasificados como diazétrofos. Enzimas como la dinitrogasa y
la dinitrogasa reductasa forman parte de un complejo enzimatico nitrogenasa
codificada por un conjunto de genes conocidos como nif (nifH, nifD, nifK). Ademas
de absorber el nitrogeno atmosférico en su forma dinitrogénica N2 y reducirlo a NHs,
este complejo también contiene una serie de proteinas y cofactores. He aqui una
descripcion estequiométrica del mecanismo por el que las plantas pueden absorber

quimicamente este compuesto a través de la ruta de la glutamina sintasa:
Ecuacién 1
Fijacion biologica de N en bacterias
N2+ 8H++ 8e—+ 16 ATP — 2NH3+ H2+ 16ADP + 16 Pi

Segun el calculo anterior, la célula debe utilizar carbono para satisfacer las elevadas
demandas energéticas de la fijacion biolégica del nitrégeno. ElI hecho de que un
microbio forme parte de un sistema de vida libre o simbidtico determina la rapidez
con la que fija el nitrdgeno. Sin embargo, la presencia de NH4+ y NO3s en el suelo

puede inhibirla en ambos casos (37).
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IMAGEN N° 3: Ciclo biogeoquimico del nitrégeno.
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FUENTE: Ciclo biogeoquimico del nitrégeno (38)
o Bacterias fijadoras de nitrégeno no simbioéticas

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno que viven en libertad no forman vinculos
que les permitan coexistir pacificamente con las plantas. Asi, se abstienen de
penetrar en el tejido radicular y permanecen en el exterior, absorbiendo y
metabolizando el N2 ambiental con la ayuda de enzimas nitrogenasas; la fijacion
de 1 g de nitrégeno requiere aproximadamente 100 g de carbono (Oberson et
al., 2013). Con mayores tasas de rendimiento metabdlico en la fijacién de N2

atmosférico, Azotobacter destaca como el género bacteriano representativo.
e Bacterias fijadoras de nitrégeno simbioéticas

Este grupo difiere del anterior en que forma conexiones endosimbioticas con
plantas huésped a través de nddulos en sus raices. Por ejemplo, Rhizobium y
Bradyrhizobium forman relaciones mutualistas con especies vegetales

especificas como Phaseolus vulgaris, Gyicine max y Cicer arietinum; se
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necesitan 7 g de carbono para fijar 1 g de nitrégeno, lo que basta para satisfacer

hasta el 90% de las necesidades de nitrogeno del espécimen vegetal.

2.4.7. Bacterias solubilizadoras de fosforo

Entre los diecisiete elementos esenciales para el crecimiento de las plantas, el
fésforo (P) ocupa un lugar destacado. Para que las plantas crezcan y se
reproduzcan sanas, es esencial suministrarles suficiente fésforo. Aunque los
cultivos necesitan grandes cantidades de este nutriente esencial, a menudo esta
ausente de la produccion agricola. Las plantas dependen de él, ya que sodlo
representa el 0,2% de su peso seco total. Dicho esto, las concentraciones de fosforo
en el suelo son insignificantes, apenas 0,02 ppm. Los ésteres de fosfato, los fosfatos
de inositol y los fosfolipidos son algunos de los compuestos organicos que las
plantas no pueden disolver, y representan la mitad de este total (39). Dado que
constituyen aproximadamente la mitad de los microbios del suelo, las bacterias
solubilizadoras de fosfatos son una excelente forma de satisfacer las necesidades
de fosforo de las plantas.

2.4.8. Bacterias solubilizadoras de potasio

La activacion enzimatica y la degradacion del azucar son dos procesos cruciales en
los que el potasio juega un papel vital. Aunque existen reservas de este elemento
en la superficie de la arcilla y el feldespato del suelo, las plantas no pueden
absorberlo directamente. Aqui es donde entran en juego las bacterias, ya que tienen
la capacidad de solubilizar el potasio del suelo. Se han identificado varias especies,
entre ellas Bacillus circulans, Bacillus edaphicusand, Burkholderia sp.,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Arthrobacter Spp., , Cladosporium sp., Aminobacter
sp., Sphingomonas sp. y Enterobacter hormaechei. identificados como

solubilizantes de potasio (40).
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2.4.9. Biofertilizantes fungicos

2.4.9.1. Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) como biofertilizantes

Los HMA, u hongos micorricicos arbusculares, son componentes vitales del
microbiota nativo del suelo en ambientes naturales y tienen una presencia
generalizada en varios tejidos vegetales. Desempefian un papel crucial en la mejora
de la fertilidad del suelo al formar asociaciones simbiéticas con las raices de las
plantas, lo que resulta en una mejor absorcion de nutrientes, utilizacion del agua,
crecimiento y resistencia al estrés tanto biolégico como ambiental. Es importante
destacar que la colonizacion de HMA no causa dano, ya que sus hifas se extienden
externamente, ramificandose y dispersandose por todo el suelo, facilitando la

absorcion de nutrientes esenciales y agua por parte de los microorganismos (41).

Algunos de los principales géneros que tienen la capacidad de solubilizar fosforo
organico incluyen Schizosaccharomyces, Aspergillus, Curvularia, Cunninghamella,
Chaetomium,  Fusarium, Glomus, Helminthosporium, Micromonospora,
Cephalosporium, Cladosporium, Mortierella, Myrothecium, Penicillium, Pythium,

Rhizoctonia, Rhizopus, Saccharomyces, Torula y Trichoderma, Sclerotium.

Los microorganismos, que abarcan todos esos organismos minusculos que
escapan a la observacion humana directa, existen como células solitarias o
interconectadas. Sorprendentemente, poseen la capacidad de realizar de forma
independiente todas las funciones esenciales sin depender de la interaccion celular

externa (42).

2.4.10. Bioestimulante del residuo de cerveza
La cerveza es una bebida con un agradable sabor, esto dependiendo del lugar de
fabricacion del mismo, se obtiene por fermentacién alcohdlica a base de malta de

cebada, agua, levaduras (saccharomyces cerevisiae) y lupulo.

Los componentes de las materias primas ya mencionadas, fermentan y da lugar al

anhidrido carbénico y el alcohol etilico, esto como producto de esa primera etapa
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de transformacion. La variacion de la composicion de una cerveza es de 88% a 95%
de agua, lo que que le provee a la cerveza de las caracteristicas mas resaltantes

como su dureza y pureza que muestran la calidad de la cerveza.

La malta es un ingrediente indispensable, ya que a partir de ella se logra la obtencion
de los azucares y almidones para lograr la fermentacion. Actualmente las
cervecerias artesanales tienen algunos ingredientes especificos y propios de cada
empresa que aportan un sabor mas consistente, lo que mejora sus caracteristicas
organolépticas para el consumidor, los mas usados son la quinua, el maiz morado,
maiz rojo, arroz, avena y en ocasiones el centeno, que son reemplazados como
fuente de almidon a través de varias reacciones enzimaticas en su proceso de

elaboracion.
MATERIAS PRIMAS

La produccion de cerveza requiere indispensablemente agua, malta, lupulo y
levadura, ya que la falta de alguno de estos elementos impide su elaboracién. No
obstante, ciertos estilos pueden incluir ingredientes adicionales, denominados

"adjuntos”, como miel, azucar, melazas o cereales sin maltear.

e Malta: Al germinar y secar los granos de cereal en entornos controlados se
obtiene la malta. El objetivo del proceso de malteado es generar enzimas
capaces de descomponer completamente el almidon y las proteinas. Aunque
la cebada es el cereal mas idéneo para la elaboracion de cerveza por su alto
contenido en hidratos de carbono y enzimas diastéaticas, que descomponen
el almidon en azucares fermentables, también pueden maltearse otros
cereales como el trigo, el centeno e incluso el sorgo. Las maltas base y
especiales son las dos categorias principales de maltas.

e Agua: El agua representa la materia prima utilizada en mayor cantidad
durante la produccion, lo que convierte sus propiedades en un factor
determinante para la calidad del producto final.

e Levadura: Existen mas de 1.600 especies de levaduras, muchas de las
cuales desempefian un papel crucial en industrias como la alimentaria, la

biotecnoldgica y la farmacéutica. De estas, alrededor de 280 especies tienen
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la capacidad de fermentar, pero en la produccion de bebidas alcohdlicas
destacan las del género Saccharomyces spp. por su alta eficiencia en la
produccion de alcohol y su capacidad para tolerar concentraciones elevadas
de este compuesto, dependiendo de la cepa. En la elaboracion de cerveza,
se utilizan dos tipos principales de levaduras: ale (Saccharomyces
cerevisiae) y lager (Saccharomyces pastorianus o S. carlsbergensis). Estas
levaduras, pertenecientes al género Saccharomyces, son conocidas por su
muy elevada tolerancia y capacidad de produccién de alcohol. Las levaduras
ale fermentan en la superficie del mosto, trabajando a temperaturas entre 15
y 24 °C durante un periodo de 5 a 7 dias. Dentro de este grupo existen
diversas cepas que aportan caracteristicas unicas a las cervezas. Por otro
lado, las levaduras lager fermentan en el fondo del tanque a temperaturas
que varian entre 8 y 15 °C. Este proceso, mas lento y menos vigoroso, suele
durar unas dos semanas y da lugar a cervezas con un perfil seco en boca y
aromas neutros.

Lapulo: Las glandulas de lupulina se encuentran cerca de la base de las
inflorescencias femeninas del lopulo (Humulus lupulus L.), una planta
trepadora perteneciente a la familia de las Cannabinaceas. Las resinas
amargas Yy los aceites esenciales aromaticos que se encuentran en estas
glandulas confieren a los alimentos su sabor y aroma caracteristicos. Al igual
que ocurre con los aceites esenciales, la cantidad de los llamados alfaacidos
en las resinas puede variar enormemente, sobre todo segun el tipo de cultivar
y las circunstancias de cultivo.

Segun sus componentes, el lupulo puede ser amargo, aromatico o mixto.
Cabe senalar que los acidos alfa son insolubles en agua a temperatura
normal. Sin embargo, cuando se hierve el mosto, se vuelven un 50% mas
solubles porque se forman isémeros solubles (isoalfaacidos), que dan al
mosto su sabor amargo. En consecuencia, el rendimiento suele rondar el
10% y nunca supera el 40% debido a las pérdidas que se producen durante

la fermentacioén. en cuanto a la fragancia, muchos de los aceites esenciales
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se pierden al hervir el mosto. Para recuperarlos, se puede utilizar lupulo al

final de la ebullicion o directamente en los tanques de acondicionamiento.
Etapas del proceso de elaboracion de la cerveza son:
1. Elaboracién de la malta (malteado del cereal).

La malta de la cerveza artesana pasa por tres etapas de elaboracion: seleccion del

grano, germinacion y tostado.

Estos son los ingredientes necesarios para fabricar cerveza: alcohol para la
desinfeccién, azucar, levadura, agua, fenolftaleina (un indicador), hidréxido de sodio

y lupulo.
a. Calidad del grano: Asegurese de que los granos son del mismo tamafio y textura.

b. Proceso de germinacion: El remojo de los granos de cebada hasta que alcanzan
un determinado nivel de humedad desencadena el proceso de germinacion. El brote
tarda entre tres y cinco dias en alcanzar un tamafio comparable al del grano.
Después, como se acercara a los 65 afnos, hay que interrumpir el proceso de
germinacion. provincia de Sotomayor. Para llevar a cabo un examen comparativo
del contenido nutricional de la cerveza artesanal, se convirtié el almidén insoluble

en almidén soluble.

c. Tostado o secado: Después de germinado, el grano se secé y tostd con aire
caliente para producir malta basica, que es cebada con una alta concentracion de
almiddn soluble. El tiempo de tostado previsto puede variar de una receta a otra; los

tiempos de tostado mas largos dan como resultado una cerveza mas oscura.

2. Limpieza y esterilizado de los ingredientes: Las piedras y la suciedad se
separan de la malta y de los demas componentes (granos no malteados, como
el arroz) mediante tamices. Es esencial que el agua esté estandarizada, es decir,
que solo contenga sulfatos, cloruros y calcio.

3. Molienda de la malta e ingredientes adjuntos: En un molino de acero

inoxidable se muelen la malta y los demas componentes. Para obtener harina,
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primero se muelen los componentes y luego se pasan por tamices (se quitan las
cascaras a los cereales).

4. Maceracioén de la malta y produccion de mosto: En cuencos grandes, mezcle
la harina de cereales y el agua. Este es el primer paso. Se hace una pasta
llamada mosto agitando estos componentes juntos.

5. Filtrado del mosto: Si queda algo de malta empapada en el mosto después de
filtrarlo, arruinara la fermentacion.

6. Coccidn: A continuacion, el mosto colado se lleva a ebullicibn en un hervidor
con lupulo y, a veces, azucar.

7. Enfriado: Antes de la fermentacion, el mosto debe enfriarse a una temperatura
comprendida entre 15 °C y 25 °C.

8. Primera fermentacion: El mosto frio se introduce en depésitos donde se anade
levadura, lo que facilita la conversion de los azucares en alcohol y la liberacion
de burbujas de dioxido de carbono. El proceso genera calor, por lo que es

necesario estabilizar la temperatura.

El siguiente paso para convertir los carbohidratos en alcohol y diéxido de carbono
es inocular las levaduras después de que la mezcla se haya enfriado. El recipiente
no debe estar herméticamente cerrado para evitar la salida de gases, asi que
téngalo en cuenta. Seguir las temperaturas de fermentacion recomendadas por el
fabricante es esencial para producir una cerveza sin problemas de fermentacion. Si
las levaduras se calientan por encima de sus temperaturas maximas, produciran
ésteres con olor a fruta o acetona y alcoholes superiores, que son los que provocan
dolores de cabeza. En cambio, las cervezas dulces que contienen productos
intermedios de la fermentacion como el diacetilo (olor a mantequilla) y el
acetaldehido (olor a manzana verde) se producen cuando la temperatura es mas
baja, cuando la levadura se asienta y deja de fermentar. La levadura y la
temperatura del proceso dictan la duracion de la fermentacién. Por ejemplo, la
fermentacion de un ale requiere de 4 a 7 dias a 15-20°C, pero la de una lager, de
10 a 14 dias a 8-13°C.
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9. Maduracién y acondicionamiento
Una vez finalizada la fermentacién, deben precipitarse los polifenoles, las
proteinas y los residuos de levadura que oscurecen la cerveza. Esto se
consigue reduciendo la temperatura a unos 0 °C durante unos 10 dias.
Ciertas cepas de levadura floculan rapidamente, creando un sedimento
denso en el fondo del fermentador, lo que facilita la rapida extraccién de la
levadura; por el contrario, otras cepas permanecen suspendidas y necesitan
un tiempo prolongado para su extraccion. Por el contrario, los polifenoles y
las proteinas generan el enturbiamiento por frio o chill haze que se observa
en las cervezas cuando la temperatura de servicio es inferior a la de
maduracion.
La cerveza producida tras la maduracion tiene una menor cantidad de COZ2.
Para conseguir una gasificacion 6ptima, el cervecero sella las botellas a
presion antes de incorporar azucares fermentables (glucosa, azucar de maiz,
azucar de cafa, miel, etc.) a una concentracion de 6 g/l. Las botellas se
almacenan al abrigo de la luz y se mantienen a la temperatura ideal de
fermentacion entre 20 y 25 dias.
El acondicionamiento y la conservacion de la cerveza se correlacionan con

los niveles de alcohol y lUpulo presentes en la bebida (42)

En la cerveceria. La levadura de cerveza es usada para la fermentacion de cerveza
(malta de trigo o cebada, lupulo) en los tanques de fermentacién, para esto también
se utiliza agua de proceso (tratada). Terminada la fermentacion la levadura gastada
es reutilizada hasta 7 veces (séptima generaciéon) para nuevos lotes de
fermentacion. Post fermentacion, la cerveza (inmadura) es luego enviada a tanques
de maduracion. La levadura de cerveza gastada es colectada de los fondos de los
tanques tanto de fermentacion como de maduracién (debido a que estas decantan
con el tiempo de cada operacion) en un tanque de almacenamiento a bajas
temperaturas (~3 °C). Luego, este residuo de descarte es dispuesta por una

empresa operadora de residuos (JMC Soluciones Ambientales).
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Fuera de la cerveceria. La empresa JMC Soluciones Ambientales, recoge el lodo
de levadura de cerveza gastada, por bombeo directo a camiones cisternas y luego
es trasladado a tanques de decantacion. Se decanta en no mas de 3 dias, el
sobrenadante (cerveza residual) es aprovechado para ser transformado en un
bioestimulante por evaporacioén al vacio a no mas de 90 °C por un periodo de entre
8 a 12 h. En la evaporacién se separan el contenido de alcohol y cierta cantidad de
agua, y queda en el fondo vinaza (o bioestimulante, para los fines de esta
investigacion). La vinaza se forma por medio de la reaccion de Maillard a las
temperaturas de operacion dada, esta se halla mas concentrada y con nutrientes

mas asimilables, en comparacion a la cerveza residual (materia prima).
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IMAGEN N°4: Proceso de elaboracion del bioestimulante
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2.4.12. Control de calidad

El objetivo del control de calidad es elevar el nivel de los productos y
servicios, aumentar la eficiencia y la rentabilidad mediante el uso de

enfoques sistematicos e iniciativas de mejora continua (43).

A) CONTROL ORGANOLEPTICO

Este procedimiento se lleva a cabo para evaluar la aparicion de
separacion de fases, precipitacion y turbidez con el fin de evaluar el
estado de las muestras estudiadas. La aceptabilidad de un producto por
parte de los consumidores se decide por sus cualidades organolépticas
(44).

Color: Utilizando un recipiente de las mismas dimensiones, se contrasta
el color de la muestra con el color del patron. Podria utilizarse luz blanca,
luz natural o0 una combinacion de éstas y otras fuentes de luz alojadas en
salas especificas.
Segun los criterios pueden ser clasificadas la muestra del producto:

a) Modificada levemente

b) Modificada

c) Sin alteracién; normal

d) Modificada intensamente
Olor: La fragancia del punto de referencia establecido se comparara con
la de la muestra mediante olfaccién. La muestra puede clasificarse en
funcion de las siguientes caracteristicas:

a) Modificada intensamente

b) Modificada levemente

c¢) Sin alteracién; normal

d) Modificada
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B) CONTROL FISICOQUIMICO

En general, a simple vista no se aprecian diferencias en la estructura de
la formulacién. Se tienen en cuenta requisitos y atributos especificos,
sobre todo en los estudios fisicoquimicos, que proporcionan
recomendaciones para evaluar el producto. Algunos de los analisis

incluyen:

Potencial de hidrogeno — pH: Las técnicas mas utilizadas para

comprobar el valor del pH son:

a) Determinacion potenciométrica: Un pH-metro evalia el pH
midiendo la diferencia de tension entre dos electrodos sumergidos en
la muestra de ensayo. Para evaluar una determinada formulacion, es
importante elegir el electrodo adecuado. Tanto el método colorimétrico
como el potenciométrico  proporcionan datos  numéricos

comprensibles y manejables.

Densidad Relativa: La densidad relativa denota la comparacion de la
densidad de un elemento con la de otro, ya que todas las densidades se
indican en unidades uniformes y se evaluan en circunstancias iguales de

temperatura y presion.

b) MICROBIOLOGICO

Mediante el analisis de la cantidad de bacterias y/o sus toxinas por unidad
de peso, volumen o superficie, los criterios microbiolégicos determinan si

un procedimiento, producto o lote de alimentos es adecuado.

Los «Principios para la formulacién y el uso de criterios microbiolégicos
para los alimentos» establecidos por el Codex Alimentarius sirven de
norma para los criterios microbiologicos. Forman parte de ella

caracteristicas e instrucciones detalladas:

e Especifique el alimento para el que se utilizara el criterio.
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e La seleccion de microorganismos y/o sus toxinas/metabolitos para
su identificacion se basa en criterios especificos y el fundamento
de la eleccion esta determinado por el producto deseado.

e El plan de muestreo debe describir la cantidad y el tamafo de las
muestras que se recogeran, asi como proporcionar detalles sobre

las caracteristicas de la unidad analitica.

Las técnicas utilizadas para identificarlo y/o medirlo.

e El punto especificado en la cadena alimentaria requiere el
cumplimiento de limites microbiolégicos que se consideran
adecuados para el alimento en cuestion.

e La verificacion del cumplimiento de los limites especificados debe
realizarse en un numero significativo de unidades analiticas.

e En el proceso de establecimiento de un criterio microbiolégico, es
crucial considerar los siguientes factores:

e Los datos epidemiologicos sugieren que el alimento en cuestion
desempeia un papel importante en la transmision de la
enfermedad.

e La vulnerabilidad de los alimentos a la contaminacion por
patdgenos es una preocupacion importante.

e La probabilidad de que los microorganismos se multipliquen en el
alimento a lo largo de sus etapas de produccién, almacenamiento,
transporte y preparacion.

e Los métodos de preparacion y coccion a los que se somete el
alimento antes de su consumo.

e La vulnerabilidad de los consumidores potenciales a patégenos y
toxinas nocivas.

e Para establecer un criterio microbiolégico es imprescindible
determinar en primer lugar su finalidad prevista, que puede

abarcar la evaluacion de:
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e Para garantizar la seguridad alimentaria, es necesario identificar y
analizar microorganismos patodgenos, toxinas y, en ocasiones,
microorganismos indicadores que son indicativos de la presencia
de patoégenos.

e Cumplir con los estandares de Buenas Practicas de Manufactura
(GMP) es fundamental.

e La utilidad de un alimento particular como componente para una
intencion especifica.

e Para establecer la fecha de caducidad es necesario evaluar la vida

util de un producto alimenticio.

El examen de los resultados de laboratorio con las normas
microbiolégicas ofrece informacion importante para que los productores,
los transformadores y los servicios de inspeccion evaluen la idoneidad
del producto y/o el proceso. Para garantizar resultados satisfactorios y
aceptables, se toman muestras, se realizan pruebas y se implementan
acciones correctivas de acuerdo con las regulaciones alimentarias y las

directivas de la autoridad pertinente.

Si bien los criterios microbiolégicos por si solos son insuficientes para
alcanzar este objetivo, es crucial validar la implementacién de buenas
practicas de fabricacion u otros sistemas, como HACCP, para eliminar o
reducir eficazmente los microorganismos patdégenos a un nivel seguro

qgue no represente daino a las personas.

¢ MICROORGANISMOS INDICADORES
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) recomiendan las siguientes

normas para el control microbioldgico de las bebidas:
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16. BEBIDAS
16.1. Bebidas jarabeadas y no jarabeadas carbonatadas
Agente | Categoria | Clase n c Limite por ml
microbiano m M
Aerobios 2 3 5 2 10 50
mesofilos
Mohos 2 3 5 2 5 10
Levaduras 2 3 5 2 10 30

Fuente: MINSA/ DIESA. Norma Sanitaria que establece los criterios microbiolégicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano,
2008, Lima (45).

La integridad microbioldgica de los alimentos es crucial, ya que influye directamente
en su conservacion y vida util, sobre todo debido al potencial de las bacterias
presentes en los alimentos para inducir enfermedades de transmision alimentaria.
Por estas razones, las normas alimentarias suelen definir la calidad microbioldgica
utilizando microorganismos indicadores. Estas especies, 0 grupos de organismos,
sirven como indicadores de una manipulacién incorrecta o de una contaminacion
que podria aumentar el peligro de gérmenes nocivos en los alimentos. Los
microorganismos indicadores tienen muchas ventajas en la deteccion en
laboratorio, como la sencillez, la rapidez y la rentabilidad. Ademas, permiten una
estrategia proactiva de prevencion de riesgos al sefialar una manipulacién y

contaminacion inadecuadas (46).

a) Aerobios Mesofilos: Todos ellos son microorganismos, incluidas
bacterias, mohos y levaduras, que tienen la capacidad de crecer dentro
del intervalo de temperaturas de 10°C a 37°C. Estos indicadores
reflejan las condiciones higiénicas de un producto alimentario. Un
recuento elevado sugiere que la materia prima y su procesamiento
fueron inadecuados.

b) Coliformes: Los microorganismos gramnegativos no esporulados que
pueden sobrevivir en condiciones aerdbicas y anaerdbicas facultativas
estan comprendidos en la definicibn aceptada de "coliforme". Estos

microorganismos poseen la capacidad de fermentar la lactosa, lo que
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resulta en la produccion de acido y gas. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que ciertos coliformes, incluidos Citrobacter,
Escherichia coli, Enterobacter y Klebsiella, pueden presentar un retraso
en la fermentacion o no fermentar en absoluto. Los coliformes se
encuentran comunmente en el microbiota normal del tracto digestivo de
humanos y animales, y residen principalmente en las heces, como
Escherichia coli. Los coliformes, debido a su presencia constante en la
materia fecal, se utilizan ampliamente en la microbiologia de los
alimentos como indicador para evaluar practicas deficientes de higiene.
Es importante sefialar que los coliformes también pueden habitar en
otros ambientes, por lo que es necesario distinguir entre coliformes
totales y coliformes termo tolerantes. El uso de coliformes como
indicador sanitario es aplicable en la evaluacién de la adherencia y
eficacia de practicas sanitarias en la manipulacion de alimentos,
mantenimiento de equipos, asi como el uso de hielo y agua en la
produccion de alimentos. Al evaluar la resiliencia microbiologica de un
producto, es crucial considerar la presencia de coliformes no fecales,
aunque su presencia por si sola no necesariamente indica un riesgo
para la salud. La identificacion de microorganismos que sirvan como
indicadores de contaminacién fecal se vuelve fundamental debido a las
diversas enfermedades que pueden transmitirse a través del consumo
de alimentos y agua contaminados. Estos indicadores deben cumplir
tres criterios importantes: deben estar constantemente presentes, ser
abundantes y exclusivos de la materia fecal. Ademas, deberian exhibir
una tasa de supervivencia similar a la de los patdgenos intestinales y la
capacidad de prosperar fuera de los intestinos.

Coliformes Totales y Fecales: Esta categoria incluye cualquier bacilo
Gram negativo aerobio o anaerobio facultativo no esporulante que
experimente la fermentacion de la lactosa y produzca gas en un plazo
maximo de 48 horas a una temperatura de 35°C + 2°C. Esta categoria

se compone principalmente de cuatro géneros: Enterobacter,
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Escherichia, Citrobacter y Klebsiella. Los coliformes fecales son un tipo
especifico de coliformes que tienen la capacidad de descomponer la
lactosa a una temperatura de 44,5°C.

d) Mohos y levaduras: Existe una amplia gama de especies, en su
mayoria aerdbicas, pero con algunas facultativas, que se alimentan
mediante heterotrofia extrayendo energia de sustancias organicas que
se encuentran en el suelo y el agua. Las levaduras, que son hongos
unicelulares, se presentan en varios colores como blanco, rosa, beige
o rojo, y tienen forma esférica, alargada u ovalada. Su tamafo puede
oscilar entre 2,5 y 10 micrometros de ancho y entre 45 y 21
micrometros de largo. Estas bacterias se encuentran comiunmente en
la naturaleza, ya sea como componente natural de los microorganismos
de los alimentos o como contaminantes. Una pequefa porcion de las
levaduras posee la capacidad de descomponer carbohidratos, acidos
organicos, proteinas y lipidos de los alimentos, provocando la
produccion de olores desagradables, alteraciones del sabor y color en
las superficies contaminadas y la creacibn de un ambiente que

promueve el crecimiento. de bacterias dafinas.

2.4.12. Medios de cultivo

El medio de cultivo puede describirse como un conjunto de componentes o
sustancias que proporcionan a las bacterias u otras células los nutrientes
esenciales necesarios para su supervivencia y crecimiento. Estos elementos
o0 compuestos pueden proceder de fuentes organicas o inorganicas, y
pueden ser naturales o artificiales. Su funcion principal es facilitar la
expansion del organismo o célula, establecer su caracter distintivo o
especializacion entre un conjunto de organismos o células, e incluso impedir
el progreso de otros. Los componentes de los medios culturales pueden

clasificarse en funcion de sus caracteristicas y funciones inherentes (47):
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Agua

|"' Peptonas, hidrolizados y digeridos
Bases
nutritivas L Extractos, infusiones y dializados
— | AzUcares
Agar y derivados
Carbohidratos | gary
Almidones
Otros
Sales minerales — | Macroelementos (p, S, Na, Cl, Fe y otros).
(6rganos e inorganicos) Microelementos (Zn, Cu y otros).
Vitaminas
Factores de crecimiento Proteinas
Otros

Otros Antibioticos, lipidos.

Fuente: “Manual de medios de cultivo” 2018 (47).

El agua es un componente esencial para el crecimiento y la proliferacion de
los microorganismos. El disolvente se encarga de disolver los elementos del
medio y actua como portador de las células y sus subproductos. El agua es
el medio 6ptimo para la locomocion y el sustento de varios microorganismos

que poseen sus propios medios de movimiento.
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e Métodos mas utilizados para el analisis microbiolégico de los

alimentos:

Las principales técnicas utilizadas para la deteccion y medicion de microorganismos

incluyen:

a) Recuento en placa.
Este método en particular es un enfoque ampliamente utilizado para evaluar
la cantidad de células viables o unidades formadoras de colonias en
productos alimenticios. Su capacidad para estimar con precision el numero
de células viables es una ventaja notable. Ademas, las colonias visibles
suelen formarse en aproximadamente 24 horas. Si bien no identifica cada
bacteria individual, identifica efectivamente las mas importantes al evaluar la
calidad de los alimentos. Por ejemplo, puede detectar mesdfilos aerdbicos,
que proporcionan una indicacion general de la poblacion microbiana en una
muestra especifica. Este método cuantifica la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) que se encuentran en un solo gramo o mililitro
de muestra. Se considera que cada colonia que emerge en el medio de
cultivo elegido durante un periodo de incubacion especifico a la temperatura
Optima tiene su origen en un microorganismo 0 grupo de microorganismos

presentes en la muestra analizada.

b) Método del NUmero Mas Probable.
Se trata de un examen cuantitativo del recuento de células vivas mediante
enfoques estadisticos. Este enfoque se basa en la deteccion de la presencia
0 ausencia (positiva o negativa) de determinadas propiedades de una
especie microbiana concreta en una muestra mediante el examen de

duplicados de diluciones sucesivas.

2.5. Marco conceptual
Fertilizantes: Son insumos agricolas que, utilizados adecuadamente, mejoran el

rendimiento de los cultivos a corto plazo.
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Los bioestimulantes son sustancias organicas utilizadas para potenciar el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como para reforzar su resistencia

frente a factores de estrés bidticos y abidticos.
Los microorganismos incluyen bacterias, protozoos, algas y hongos.

Lactobacillus: Bacteria perteneciente al género Lactobacillus, la palabra acidophilus

denota una preferencia por los ambientes acidos.

Actinomyces: Bacteria aerobia, Gram positiva, flamentosa, algo resistente a los

acidos y heterotrofa.

Trichoderma: Las especies de Trichoderma predominan en medios terrestres,

concretamente en suelos forestales y agricolas.
Agar: Es un medio de cultivo de tipo sdlido.
Caldo: Es un medio de cultivo de tipo liquido.

Cepa: Conjunto de bacterias u hongos que presentan rasgos bioldgicos idénticos,

pertenecientes a la misma especie, derivados de un unico aislamiento.

ATCC: American Type Culture Collection.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

3.1.1. Muestra de Bioestimulante.

Las instalaciones de JMC SAC en el distrito de Cachimayo, provincia de Anta,
departamento de Cusco, a una altitud de 3.754 metros sobre el nivel del mar, fueron
el lugar de recogida de las muestras. En junio se esterilizo la fabrica y el laboratorio
de microbiologia de la escuela profesional de bioquimica y farmacia recibié la nueva

muestra en recipientes de vidrio sellados. (Fotografia N° 1)

3.1.2. Material Microbiolégico

e Cepa de Lactobacillus Acidophilus ATCC® 4356 que fueron adquiridos del
laboratorio GenlLab del Peru S.A.C.

e Cepa de Actinomyces Viscosus ATCC® 15987 que fueron adquiridos del
laboratorio GenlLab del Peru S.A.C

e Cepa aislada de Trichoderma Harzianum Spp, adquirida de Corporacion
Laboratorios BlOplag E.I.R.L.

3.1.3. Medios de cultivo

e Agar Papa Dextrosa

e Agar Sangre

e (Caldo MRS

e Agar Dextrosa Sabouraud
e Agar Triptona de Soya

e Agar MRS

e Caldo Triptona de Soya

e Agar de MacConkey

e Agar Salmonella Shiguella
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3.1.4. Materiales de laboratorio

e Algodon

e Pipetas2mL,5mLy 10 mL

e Tubos de ensayo 5 mL,10 mLy 20 mL

e Micropipetas graduadas 0.5 pl, 1000 uL
e Probetas 25, 50 y 100 Mi

e Mechero Bunsen

e Vasos de precipitado 50 mL,100 mL, 500 mL y 1000 mL.
e Matraz de base redonda 250 y 500 mL
e Asa de degranski

e Placas Petri.

e Soporte universal y llaves

e Gradillas.

e Asa de siembra

e Jarras de anaerobiosis
3.1.5. Equipos de laboratorio

e Baio Maria
e Balanza analitica de sensibilidad 0.0001 g.
e Incubadora

e Autoclave
3.1.6. Otros materiales

e Mandil descartable

e Gorro

e Barbijos

e Plumones de tinta indeleble
e Gasas

e Algodon

e Papel indicador de pH
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e Hisopos estériles

e Papel crepado para esterilizacion
e Plastico films

e Cinta de esterilizacion autoclave
e Tijera estéril

e Pabilo

e Ligas

e Detergente

e Lejia

e Papel toalla

e Bolsa de papel Craft

e Cuaderno de campo

e Camara Fotografica Digital.

e Lapices y lapiceros

e Cinta adhesiva

3.2. Diselio metodolégico de la investigaciéon

3.2.1. Tipo y nivel de investigaciéon
El presente estudio, tal y como sefialan Hernandez Sampieri R et al., es de caracter
aplicado y tiene un alcance exploratorio y correlacional, con el objetivo de evaluar
la relacion entre las variables: bioestimulante liquido derivado de los restos de
cervezay la proliferaciéon de microorganismos beneficiosos. Una técnica cuantitativa

proporcionara un valor numeérico final a las variables estudiadas (48).

3.2.2. Diseio de la investigacion
Segun al disefo, la presente investigacion es de tipo cuasi experimental, ya que se
tiene un grupo intacto para la comparacibn y se manipulara la variable
independiente (bioestimulante) en distintas concentraciones para poder evaluar el
efecto en la variable dependiente (crecimiento de microorganismos benéficos), es

de corte transversal ya que la recoleccion de datos se dara en un unico momento.
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Las bacterias se cultivan en laboratorio, concretamente in vitro, utilizando
cantidades variables de residuos de cerveza como bioestimulante. A continuacion,
se evalua su desarrollo y se compara con un grupo de control que no recibe el
bioestimulante. Los cultivos se someten a periodos de incubacion de 24, 48 y 72
horas.

La investigacién es transversal, lo que significa que investiga la correlacion entre
variables observables durante un periodo de tiempo determinado. Ademas, el

analisis de los datos es prospectivo, ya que se basa en la ocurrencia de sucesos.

3.2.3. Diseno piloto de la investigacion
Esta investigacion es cuasiexperimental, ya que apenas se modifican las variables

dependientes.

A) Diseiio de prueba piloto para la determinacién de concentracién del
bioestimulante liquido, elaborado a partir de cerveza residual.
Tabla N° 1: Diseio de prueba piloto para determinar la concentracion

del bioestimulante.

TRATAMIENTO | TRATAMIENTO DE
GRUPO EXPERIMENTAL PRUEBA
Ge (+) X (+) 0(+)
Gc (-) X(-) 0(-)
Gy X1, X2, X3 0,
GZ Xl! XZ! X3 02
G3 X1, X2, X3 0;
G, X1, X2, X3 0,
GS Xl! XZ! X3 05
G6 Xl! XZ! X3 06

Donde:
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G1, G2, G3y G4 = Bioestimulante liquido al 20%,30%, 40%, 50%, 75% y al
100%.

X1, X2y X3 = Cepas de Trichoderma, Lactobacillus y Actinomyces.

01, O2 y O3 = Observacién y medicion del crecimiento de los
microorganismos, con el conteo de colonias UFC después de la

incubacion a 24 horas, 48 horas, hasta 120 horas.

B) Diseiio cuasiexperimental para evaluar la actividad nutritiva del

bioestimulante liquido con medio especifico y no especifico.

Tabla N° 2: Diseio para evaluar la actividad nutritiva con medio

especifico y no especifico.

GRUPO TRATAMIENTO TRATAMIENTO DE
EXPERIMENTAL PRUEBA
G, X1a Y X1p O10 Y Oqp
G, X2qa Y X2p 034 YOy
G X34 Y X3p 03, Yy O3y

G1, G2y Gs = Cepas de microorganismos: Trichoderma Harzinium Spp,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Actinomyces Viscosus ATCC
15987 respectivamente.

X1p , Xop Y X3 = Agar especifico (H,0).

Xia » X24 Y X3, = Agar agar (bioestimulante).

01, O2 y O3z = Observacion y medicion del crecimiento de los

microorganismos, con el conteo de colonias UFC/m.

C) Diseiio cuasiexperimental para evaluar la actividad nutritiva del

bioestimulante liquido para evaluar el desarrollo del microorganismo

Lactobacillus acidophilus
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Tabla N° 3: Disefio para determinacion de la concentracion eficaz de

Lactobacillus acidophilus

TRATAMIENT TRATAMIENTO DE
GRUPO EXPERlMENTA?_ PRUEBAO
Ge (+) X (+) 0(+)
Ge () X () 0(-)
G, X, 04
G, X, 0,
G3 X3 05

Donde:

- Gc(+), Ge(-)= Grupos controles positivos y negativos.

G1, G2y G3 = Cepas de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en Agar
MRS.

X1, X2y X3= Concentraciones diferentes del bioestimulante liquido al 50%,
75% y al 100%.

01, O2 y O3 = Observacién y medicion del crecimiento de los
microorganismos, con el conteo de colonias UFC después de la

incubacién a 37°C por 48 y 72 horas.

D) Diseiio cuasiexperimental para evaluar la actividad nutritiva del

bioestimulante liquido para evaluar el desarrollo del microorganismo

Actinomyces viscosus

Tabla N° 4: Diseno para determinacién de la concentracion eficaz de

Actinomyces viscosus

TRATAMIENTO TRATAMIENTO DE
GRUPO EXPERIMENTAL PRUEBA
G () X (+) O(+)
Ge (-) X () 0(-)
Gl X1 01
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G, X, 0,
G X3 0;

Donde:

- Gc(+),Gc(-)= Grupos controles positivos y negativos.

- G1, G2y G3 = Cepas de Actinomyces viscosus ATCC 15987 en Agar
Sangre en Anaerobiosis.

- Xi1,X2y X3= Concentraciones diferentes del bioestimulante liquido al 50%,
75% y al 100%.

- 01, O2 y O3 = Observacion y medicion del crecimiento de los
microorganismos, con el conteo de colonias UFC después de la

incubacion a 37°C por 24, 48 y 72 horas.

E) Disefio cuasiexperimental para evaluar la actividad nutritiva del
bioestimulante liquido para evaluar el desarrollo del microorganismo

Trichoderma harzianum

Tabla N° 5: Diseino para determinacién de la concentracion eficaz de

Trichoderma harzianum

TRATAMIENT TRATAMIENTO DE
GRUPO EXPERlMENTA?_ PRUEBAO
G (%) X (+) O(+)
Ge (-) X(-) 0(-)
G4 X4 0,
G, X, 0,
G X3 0;

Donde:

- Gc(+),Gc(-)= Grupos controles positivos y negativos
- G1, G2y G3 = Cepas de Trichoderma harzianum ATCC 42834 en Agar

Papa Dextrosa.
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- X1,X2y X3= Concentraciones diferentes del bioestimulante liquido al 50%,
75% y al 100%.

- 01, O2 y O3 = Observacion y medicion del crecimiento de los
microorganismos, con el conteo de colonias UFC después de la
incubacion a 37°C por 24, 48y 72 horas.

3.2.4. Definicion conceptual y operacional

3.3. Variables implicadas en el estudio

e VARIABLE INDEPENDIENTE

A) Actividad bioestimulante. Los bioestimulantes son compuestos organicos
utilizados para promover el crecimiento y el desarrollo de las plantas, al
tiempo que refuerzan su resistencia frente al estrés biotico y abiotico, como
las temperaturas elevadas, la humedad insuficiente o excesiva, la sal, la
toxicidad y las plagas de insectos o enfermedades.

Concentracion del bioestimulante liquido al 50%, 75% y 100% a partir del

residuo de cerveza artesanal

Definicion conceptual: Un bioestimulante es la composicion quimica restante
de la elaboracion de cerveza artesanal que favorece el desarrollo de bacterias

beneficiosas para el suelo.
Naturaleza: Cuantitativa

Escala de medicién: Razon.
Medicién: Directa.

Instrumento de medicién: Probeta.

Indicador: Peso en mg del bioestimulante de cerveza residual / volumen de

disolvente mL.

Procedimiento de medicidon: Mida la cantidad especificada de bioestimulante
(en mililitros) con una probeta, extraiga un volumen adecuado con una

micropipeta.
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Expresion final: mL.

e VARIABLE DEPENDIENTE
DESARROLLO DE MICROORGANISMOS BENEFICOS:

A) Lactobacillus

Definicion conceptual: El Lactobacillus acidophilus es una bacteria que
favorece las condiciones acidas. Esta bacteria prospera en entornos muy acidos,
con un pH de 4-5 o inferior. Prospera en condiciones ideales a unos 37 °C y
puede soportar temperaturas de hasta un maximo de 45 °C. Esta presente de
forma inherente en varias fuentes alimentarias, como los lacteos, la carne, el

pescado y los cereales.
Naturaleza: Cuantitativa

Instrumento de medicién: Visualizacion del crecimiento del microorganismo

(observar).

Escala de medicién: De razon
Expresion final: UFC/mL
Actinomyces

Definicion conceptual: Este organismo es un anaerobio facultativo que
muestra un mayor crecimiento en presencia de dioxido de carbono. Las
microcolonias en agar BHI, cultivadas aerdbicamente con diéxido de carbono,
tuvieron una duracién de 18-24 horas. Tras muchas transferencias, algunas
cepas mostraran la formacién de microcolonias lisas caracterizadas por una
forma circular, una superficie muy texturizada, un limite completo v,

ocasionalmente, una pequefia zona central de aspecto negro.
Naturaleza: Cuantitativa
Escala de medicion: De razén

Instrumento de medicidén: Visualizacién del crecimiento del microorganismo

(observar)
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Expresion final: UFC/mL.

B) Trichoderma
Definicion conceptual: El hongo se caracteriza por su forma reproductiva de
este organismo son los conidios, mientras que sus estructuras de resistencia son

las clamidosporas.
Naturaleza: Cuantitativa
Escala de medicion: De razon

Instrumento de medicién: Visualizacion del crecimiento del microorganismo

(observar)
Expresion final: UFC/mL.

e VARIABLES INTERVINIENTES

A) Control de calidad organoléptico

Las cualidades organolépticas de un producto incluyen todas las percepciones
sensoriales de sus atributos fisicos, como el sabor, la textura, el olor y el color.
Existen varios perfiles sensoriales, que varian en funciéon de la naturaleza del
producto (48).

Color: Esta caracteristica sirve como indicacion de los procesos quimicos
que tienen lugar tras un determinado tratamiento térmico realizado a la
comida. La existencia de varias variaciones de tonalidad es tipica y no
compromete la seguridad alimentaria.

Definicidn conceptual: Las percepciones se basan en la longitud de onda

de la luz que llega a los 6rganos visuales.
Definiciéon operacional:

Naturaleza: cualitativa

Escala de medicién: ordinal

Forma de medicién: directa

Procedimiento: captacion por el sentido de la vista
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Instrumento: ojos
Expresion final: +,++ +++

Olor: A muchas personas les resulta dificil reconocer y explicar este rasgo.
Varias sustancias volatiles que se encuentran en las comidas, ya sea en su
estado natural o como consecuencia del procesado, lo deciden.

Definicidon conceptual: Este fendmeno provoca la volatilizacion de
determinadas sustancias y se detecta mediante la percepcion olfativa.
Definicién operacional:

Naturaleza: cualitativo

Escala de medicién: ordinal

Forma de medicién: directa

Procedimiento: captacion por el sentido del olfato

Instrumento: nariz

Expresion final: +,++ +++

B) Control de calidad fisicoquimico

Definicion conceptual: Es necesario modificar los requisitos, recoger
muestras, analizarlas y proporcionar los resultados de las pruebas para
garantizar la calidad de las materias primas, los productos intermedios, los
materiales de envasado y el producto final. Cumplimiento de las normas
autorizadas de identidad y rasgos identificativos.

Indicadores:

- Densidad

Definiciéon conceptual: La densidad es una medida de la relacién
masa/volumen de un material, expresada en el Sistema Internacional como
Kg/m3, con una subunidad de mg/ml.

Definicién operacional:

Naturaleza: cuantitativo

Forma de medicién: directo

Escala de medicion: razén

Instrumento: densimetro
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Procedimiento: Un picndmetro desprovisto de cualquier sustancia se pesa
y se registra como tal. Seguimos llenando el picnémetro con solucidn hasta
que esté lleno, y entonces tomamos otra lectura del peso. Hallamos la
diferencia de peso entre el picnometro lleno de solucién y el vacio. Para
obtener la densidad, dividimos el peso resultante por el volumen del
picnédmetro.
Expresion final: mg/ml
- pH
Definicion conceptual: Un indicador de cuan acida o alcalina es una
solucion.
Definicion operacional:
Naturaleza: cuantitativo
Forma de medicion: directo
Escala de medicion: razén
Instrumento: pH metro.
Procedimiento: Sumerja la tira reactiva de pH en la muestra y analice la
lectura segun los patrones de color. Del mismo modo, se utilizara el
potencidmetro para evaluar los valores de pH de las soluciones de propodleo.
Expresion final: Valor de pH
C) Control de calidad microbiolégico(49)
Definiciéon conceptual: Método de evaluacién utilizado para analizar y
documentar los resultados subjetivos de una recopilacion de datos
representativa. Evalua la seleccion adecuada de los sistemas de
almacenamiento, el estado de los componentes de la formulacién, las
posibles interacciones entre ellos y la calidad del procesamiento del producto
durante toda la fase de desarrollo. Hasta que llega al lugar designado.
Indicadores:

RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS, MESOFILOS

VIABLES
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Definicidén conceptual: El recuento total de organismos aerobios terméfilos
se considerd equivalente al numero de unidades formadoras de colonias

identificadas,

Definicion operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicion: directa

Escala de medicién: razén

Instrumento: siembra en placas Petri y el contador de colonias.
Expresioén final: UFC/mL

RECUENTO TOTAL DE HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS DEFINICION
CONCEPTUAL

Definicion conceptual: La enumeracion microbiana es el proceso de
cuantificar el numero de estos microorganismos en una muestra especifica.
Los microbidlogos y los profesionales del control de calidad utilizan este
método en su trabajo. Consiste en cultivar microorganismos en un medio de

agar especializado que favorece su desarrollo.
Definicion operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicion: directa

Instrumento: Contador de colonias.

Escala de medicién: razén

Expresioén final: UFC/mL

IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI

Definicion conceptual: Escherichia coli es una bacteria en forma de

bastoncillo clasificada como gramnegativa. Suele encontrarse en los
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intestinos de los seres humanos y otros animales endotérmicos. La mayoria
de las cepas son benignas; sin embargo, algunas pueden inducir
enfermedades graves transmitidas por los alimentos. La infeccion por E. coli
suele propagarse por la ingestion de alimentos y agua contaminados, incluida

la carne poco hecha y la leche sin pasteurizar.

Definicién operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicidn: directa

Expresion final: UFC/mL

Escala de medicién: razén

Instrumento: siembra en placa Petri y un contador de colonias.
IDENTIFICACION DE SALMONELLA

Definicion conceptual: La clasificacion taxondmica del organismo es
Salmonella. Son miembros de la familia Enterobacteriaceae. Las bacterias
en cuestidon son bacilos de Salmonella anaerobios y gramnegativos. La
clasificacion de estos organismos viene determinada por su lipopolisacarido
(O), proteina estrella (H) y, en algunos casos, antigeno capsular (Vi). Existen
alrededor de 2500 serotipos identificados. Pueden existir potencialmente
muchas variaciones dentro del serotipo, cada una de las cuales presenta

distintos niveles de toxicidad.

Definicion operacional:

Forma de medicién: directa

Naturaleza: cuantitativa

Instrumento: siembra en placa Petri y un contador de colonias.
Escala de medicién: razon

Expresion final: UFC/mL
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OPERALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

DEFINICION DEFINICION NATURALEZA/ |FORMA DE | INSTRUME | EXPRESIO
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADORES ESCALA MEDICION NTO N FINAL
Es un producto que
estimula el Volumen del o
crecimiento de las bioestimulante | Cuantitativa Directa | Probeta ml
plantas a través de la liquido obtenido Razén
sintesis de al 50%
sustancias
estimuladoras del
crecimiento, nutricién| Se utilizara el
Bioestimulante | de |as plantas | bioestimulante a | Volumen del o
liquido independientemente 3 bicestimulante | Cuantitativa S SRR I
elaborado a del contenido en | concentraciones | liquido obtenido Razén recta robeta m
partir de nutrientes, con el  |distintas del 50%, al 75%
cerveza objetivo de mejorar: | 75% y 100%,
residual.  |la eficiencia en el uso| diluidos en agua
de nutrientes, destilada.
absorcion, la
tolerancia de las Volumen del
plantas al estrés bicestimulante | Cuantitativa .
abiotico y las e el © e Directa | Probeta ml
caracteristicas de al 100%
calidad de los
cultivos.
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VARIABLE DEPENDIENTE

os(observar).

DEFINICION DEFINICION NATURALEZA/ | FORMA DE EXPRESIO
VARIABLE CONCEPTUAL | OPERACIONAL | NDICADORES ESCALA MEDICION | O TRUMENTO |\ eiNaL
Visualizacion
y conteo del
i Cuantitativa -
El desarrollo de nehoderme Diecta | "% 4 UFCm
microorganismos arzianum spp Razon T CrOOrANiSM
benéficos, es la b g
capacidad con la e EEIEETAL
Se utilizara
que estos foman cultivaran in iealizacié
del medio en el que Jitro. [os 3 Visualizacion
seencuentranlas | . "' " . Lactobacillus o y conteo del
: microorganism Cuantitativa crecimiento de
Desarrollode | sustancias que | . . o |Acidophilus Cepa , Directa los # UFC/ml
microorganismo | necesitan para la para "|  ATCC 4356 Razon . _
s benéficos | sintesis biologica determinar su microorganism
de un nuevo _ os(observar).
: . crecimiento
microorganismo, .
. con el ndmero
generando asi su de colonias o
crecimiento, ya que ' Vlsualtlzac‘;oT
: _— conteo de
este es incapaz de Actinomicetos | ¢ yantitativa y con’
sintetizar su propio - : crecimiento de
prop Viscosus Cepa , Directa los # UFC/ml
alimento. ATCC 15987 Razon . _
microorganism
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DEFINICION : NATURALEZA/ FORMA DE EXPRESION
VARIABLE e L DEFINICION OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES e SRRl INSTRUMENTO i
Control de Olor itati
Se captar las caracteristicas idad Col Cualitativo Direct Sentid et ias
organolépticas, con el sentido callg i olor Ordinal recta entidos T
El control de calidad visual(color), del olfato (olor). organoleptico Aspecto
eleva el nivel o . -
Control de i itati .
calidad de los Se mide la relacion masraf\{ol_umen . Densidad Cuantitativa : Densimetro, pH | mg/mL, valor
Control de roductos de una sustancia y cuan acida o calidad ) Directa metro del oH
calidad pr y alcalina es una sustancia. fisicoquimico pH Raz6n P
Servicios, aumentar
la eficiencia y Recuento de aerobios, mesdfilos Aerobios n
o ; ] o Siembra en
eficacia. viables, hongos filamentosos y Control de mesdfilos Cuantitativa i
o ; ) ) placa Petri y un
levaduras, Escherichia coli, calidad Hongos y Directa t UFC/ml
. N Razon contador de
salmonella. microbiolégico | levaduras, E. -
) colonias
coli, Salmonella.
Cuantificacion de materia grasa Cuantitativa ) Balanza
diante dif iad Grasas - Directa it %
mediante diferencia de pesos Razon analitica
Conjunto de pruebas annhﬁcgmon de proteinas ) Cuantitativa : Balanza .
que evaliian mediante calculos de volumen y Proteinas - ] Directa analitica Yo
S peso, mediante el método Kjeldahl Razon
caracteristicas que
Analisis confieren (_:alldad de Cuantificacion de carbohidratos Cuantitativa
. las propiedades . . - . Balanza 0
bromatoldgico mediante calculos de otros Carbohidratos = Directa - o
presentes en el Razdén analitica
N componentes
bioestimulante
liquido elabor@do de Cuantificacién de fibra bruta Fibra Cuantitativa Directa Balanza %
cerveza residual mediante diferencia de pesos i Razén analitica ’
Cuantificacion de cenizas totales . Cuantitativa ) Balanza
: : i Cenizas - Directa - %
mediante diferencia de pesos Razén analitica
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3.3. Procedimiento experimental
Flujograma N° 1: Procedimiento general de la investigacion

RECOLECCION DEL
BIOESTIMULANTE LiguiDo,
PROVEIDO POR LA EMPRESA

L

REFRIGERACION Y
ALMACENAMIENTO DE LA
MUESTRA (4 - 6°C)

+

W EVALUACION DE LA ACTIVIDAD

NUTRITIVA DE LAS 3 CEPAS EN
ESTUDND

e

DETERMIMACION DE LA
CONCEMTRACIGON EFICAT DEL

DETERRMIMACION DE L&
CONCENTRACION EFICAT DEL

DILUCION PARA
CONTED DE LAS
COLONIAS EN UFC/mg

+

AMALISISE
N DE
RESULTADOS Y
CONCLUSIONES

L

—

FUENTE: Elaboracion propia
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Flujograma N°2: Control de calidad microbioldgico del bioestimulante liquido
elaborado a partir de cerveza residual.

[ TOMAR 1ml DEL BIOESTIMULANTE LIQUIDD ]

-

~
ARNADIR AL TUBD CON 9mil DE AGUA DESTILADA PARA
DBTEMER LA SUSPENSION MADRE

-

e 9

TRASVASAR 1ML DE LA SUSPENSION MADRE ¥ ANADIR SML
DE AGUA DESTILADA HASTA LLEGAR & LA DISOLUCION 107

s

[ ESCOGER LAS DISOLUCIOMNES & TRABAJAR lﬂ'_g. 1074, fl'l]_‘;.-.'l.ﬁ_‘IF ¥ LA }

SOLUCION PURA

-

[ TOMAR 1ML DE LAS SOLUCIONES ANTERIORES ¥ CULTIVAR J

PFOR TRIPLICADO

-

SEMEBRAR EM CADA MEDID DIFEREMCIADD E INCUBAR A 37°C DE 24 HORAS A
T2 HORAS

L 3 3 P 4
[ AGAR SALMOMELLA SHIGUELLA ] [ AGAR MACCOMNKEY ] _
Sk
] E 3

- -
[ SALMONELLA ] [ COLIFORNMES (E. COLI) ]
= = . |
| Aceptable 10% — 10*UFC |
Aceptable (-} Aceptable (10-10% UFC) By o
Mo zceptable (Fuers del
; - Mo aceptable (Fuera del | '~ rango aceptadol s
e — [ sesomoswesories |
-

| Aceptable (10* — 10%UFC) |

Mo aceptable (Fusra del
rango aceptada)

FUENTE: Elaboracién propia
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Flujograma N°3: Aislamientos de la cepa Trichoderma Harzianum Spp

R |
:

-
o
-
-
-
-
et

FUENTE: Elaboracién propia
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Flujograma N°4: activacion de la cepa y estandarizacion de la dilucién de
lactobacillus acidophilus ATCC 4356

ACTIVAR LA CEPA LIOFILIZADA DE LACTOBACILLLUS
ACIDOPHILUS ATCC 4356 (METODO KWIK 5TIK)

-

INOCULAR LA CEPA BACTERIANA LIOFILIZADA EM UN TUBD COM TAPA ROSCA
COM 7ML DE CALDO M.R.5 E INCUBAR 43H A 37°C EN ANAEROBIOSIS

-
PASADA LAS 48 HORAS, PROCEDER A REALIZAR LAS DILUCIONES
CORRESPONDIENTES EN CLORURO DE SODIO AL 0.9%
PREPARAR 7
TUBOS DE TOMAR 1ml DEL CALDO MRS, EN Sml DE CLORURO DE SODIO DE
ez T » {107}, Y CONTINUAR HASTA OBTENER LA DILUCION| 1077
oml CLORURD

-

ELEGIMOS LAS DISOLUCIONES A TRABAJAR [10°%, 1077, 107 % 1077) ¥
ANADIMOS 1ul DE CADA DILUCION + 9ml DE AGAR M.R.5. PARA CADA
PLACA RESPECTIVAMENTE

-

SEMBRAR LAS DILUCIONES EN PLACAS PETRI EN AGAR M.R.5 POR
TRIPLICADD EN DIFEREMTES CONCEMTRACIOMES: 50%, 75% y 100%

-

INCUBAR LAS PLACAS PETRI POR 48 HORAS A
72 HORAS 372C EM CONDICIONES DE

-

[ LECTURA: CONTED DE LAS UMIDADES FORMADORAS DE COLOMIAS }

5

[ ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ]

FUENTE: Elaboracién propia
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Flujograma N°5: Activacion de la cepa y estandarizacion de la dilucién de
Actinomyces viscosus ATCC 15987

—
R | | ST
~_
|
- -
<
< I
<
[_awéusis voiscusié pe resurrapos |

FUENTE: Elaboracién propia
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3.4. Determinacion de la actividad bioestimulante en las cepas
3.4.1. Activacion de la cepa bacteriana ATCC N° 4356

Las cepas de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 fueron adquiridas en el
laboratorio GenLab del Peru S.A.C. La cepa fue inoculada en agar MRS para
activarla, segun las recomendaciones del laboratorio. Luego se incubo a 37°C

durante 24 horas.

3.4.2. Conservacion de las bacterias

La cepa bacteriana se mantuvo en un tubo de ensayo sellado que contenia 4mL de
caldo MRS correctamente etiquetado y codificado, en las jarras de anaerobiosis,
posteriormente incubado a 37°C durante 48 horas y luego se hizo la siembra en las
placas con agar MRS para su conservacion y se mantuvo a 4°C en un frigorifico.

Cada 15 dias, la cepa se trasladé a un nuevo medio para su conservacion.

3.4.3. Procedimiento de determinacion de la concentracion ideal para el
crecimiento bacteriano.

1. Para comenzar el experimento, se eligio 1 colonia de la placa previamente
cultivada con la bacteria en el agar, utilizando una Asa de Siembra, y luego
se coloco en una incubadora a 37°C durante 6 horas.

2. El ajuste de turbidez se logré comparando la turbidez con la escala Mac
Farland, asegurando que se use la adecuada dilucion para la siembra.

3. Para crear una dilucién 1/10, se combin6 1 ml de caldo MRS bacteriano con
9 ml de NaCl al 0.9%, hasta llegar a la dilucién 1/10000000 (desde 10" hasta
107).

4. Se realizo el cultivo por triplicado en las placas con bioestimulante a las
distintas concentraciones (50%, 75% y 100%), mas agar agar, asi como
también se realiz6 el cultivo en las placas con el agar selectivo MRS mas el
bioestimulante al 50%, 75% y 100% (como diluyente).

5. Se dejo incubar durante 48 horas a 37°C en anaerobiosis, para
posteriormente dar lectura al numero de colonias formadoras en las

respectivas diluciones.

78



6. Se realizo el conteo de colonias respectivamente para todas las
concentraciones del 50%, 75% y 100%, y en todas las diluciones (desde 10-
Thasta 107).

7. Se tomo en cuenta solo las placas dentro del rango aceptable de 30 a 300

colonias respectivamente.

3.4.4. Activacion de la cepa bacteriana ATCC N° 15987

Las cepas de Actinomyces viscosus ATCC 15987 fueron adquiridas en el laboratorio
GenlLab del Peru S.A.C. La cepa se activo por inoculacion en agar sangre, siguiendo
las instrucciones del laboratorio. Luego se incubd en condiciones anaerdbicas a
37°C durante 48 horas.

3.4.5. Conservacion de las bacterias

Después de que se haya reproducido la bacteria en el agar sangre, se escogio
s6lo una colonia para su replicacion y se coloco con ayuda de un asa en un tubo
de ensayo sellado que contenia 10mL de caldo TSB debidamente etiquetado, en
condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 48 horas. Tras la incubacion, el tubo

de ensayo se guardod en un frigorifico a una temperatura de 4°C.

3.4.6. Procedimiento de determinacion de la concentracién ideal para el
crecimiento bacteriano.

1. Se comparo la turbidez del caldo TSB bacteriano con la turbidez con la escala
Mac Farland, asegurando que se use la adecuada dilucién para la siembra.

2. Para crear una dilucion 1/10, se combiné 1 ml de caldo TSB bacteriano con
9 ml de NaCl al 0.9%, hasta llegar a la dilucién 1/100000000 (desde 10"
hasta 10-8).

3. Se realizo el cultivo por triplicado en las placas con bioestimulante a las
distintas concentraciones (50%, 75% y 100%), mas agar agar, asi como
también se realizé el cultivo en las placas con el agar selectivo sangre mas
el bioestimulante al 50%, 75% y 100% (como diluyente).

4. Se dejo incubar durante 72 horas a 37°C en anaerobiosis, para
posteriormente dar lectura al numero de colonias formadoras en las

respectivas diluciones.
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3.4.7.

3.4.8.

3.4.9.

Se realizo el conteo de colonias respectivamente para todas las
concentraciones del 50%, 75% y 100%, y en todas las diluciones (desde 10"
Thasta 108).

Se tomo en cuenta sélo las placas dentro del rango aceptable de 30 a 300

colonias respectivamente.

Activacion de la cepa bacteriana Spp.

Las cepas de Trichoderma harzianum Spp. obtenidas de Corporacion
Laboratorios BlOplag E.I.R.L., fueron activadas sembrandolas en NaCl al

0.9%, siguiendo las recomendaciones del laboratorio.

Conservacion de las bacterias.

Se peso 10gr de la cepa de Trichoderma harzianum, y se diluyo en 90ml de
NaCl al 0.9%, y se agito homogéneamente durante 15min, con el fin de usar

el sobrenadante.

Estandarizacion de la curva de crecimiento bacteriano.

1. Para comenzar el experimento, se prepararon tubos de ensayo con 9ml
de NaCl, para crear una dilucion 1/10, se combind 1 ml de la dilucion
bacteriana con 9 ml de NaCl al 0.9%, hasta llegar a la dilucion 1/10000000
(desde 10" hasta 107).

2. Se realizo el cultivo por triplicado en las placas con bioestimulante a las
distintas concentraciones (50%, 75% y 100%), mas agar agar, asi como
también se realizé el cultivo en las placas con el agar selectivo Papa
Dextrosa mas el bioestimulante al 50%, 75% y 100% (como diluyente).

3. Se dejo incubar durante 4 dias a 26°C, para posteriormente dar lectura al
numero de colonias formadoras en las respectivas diluciones.

4. Se realizo el conteo de colonias respectivamente para todas las
concentraciones del 50%, 75% y 100%, y en todas las diluciones (desde
10" hasta 107).

5. Se tomo en cuenta solo las placas dentro del rango aceptable de 30 a 300

colonias respectivamente.
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3.5. Procedimiento para el perfil bromatolégico

A. Obtencién del porcentaje de grasa

La determinacion del extracto etéreo se realiza utilizando un sistema Soxhlet de
extraccién de grasas, un matraz redondo de fondo plano, éter de petréleo, cartuchos

de extraccidon de grasas y una muestra de 3 a 5 gramos (51):
PROCEDIMIENTO:

A) Se coloca el cartucho en la estufa para que sece aproximadamente por unos
10min, luego se pone en un desecador para asi obtener el peso real y
constante, se anota el peso del cartucho.

B) Se pesa de 3 a 5gr de la muestra a evaluar y se procede a colocar el
cartucho.

C) Se introduce el cartucho en el equipo que va a determinar la grasa (Soxhlet).

D) Al matraz ya mencionado de fondo plano se le van a anadir 400ml de éter de
petréleo.

E) Posterior a ello se tendra que abrir la llave del agua, para que pueda circular
por el refrigerante y asi se evite que el éter se evapore rapidamente.

F) Se encendera el calentador a una temperatura de 6 y se tendra que dejar la
muestra aproximadamente de 6 a 8 horas para que pueda iniciar la ebullicion.

G) Después del tiempo transcurrido se debera sacar el cartucho y se llevara de
nuevo a la estufa en donde se desecara aproximadamente por unas 24
horas.

H) Una vez que ya haya transcurrido el tiempo necesario, se tendra que volver
a sacar el cartucho y llevar al desecador de vidrio en donde se va a dejar
durante unos 10 minutos, para posterior a ello se pese y registre.

I) Para determinar el porcentaje de Grasa, se utilizara la siguiente formula:

% EE BH = (Pcs+gr.m)—(Pc+MD)X MS

gr.m*

% EE BS al100%=

%EE BH

TX100
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%EE BS al 90%=% EE BS al 100% x 0.9

Donde:

Pcs= Peso de cartucho solo.

Pc+MD= Peso de cartucho mas muestra desgrasada.

Gr.m= Gramos de muestra.

MS= Muestra seca.

%EE BS al 100%= Porcentaje de extracto etéreo en base seca al 100%.
%EE BS al 90%= Porcentaje de extracto etéreo en base seca al 90%.
%EE BH= Porcentaje de extracto etéreo en base humeda.

B. Obtencién del porcentaje de proteinas

Para este método se utilizara el matraz Kjeldahl, aproximadamente unos 15ml de

acido sulfurico, 1.5gr de la muestra y 1.5 de la mezcla catalizadora, mas 5 perlas, y

se hara lo siguiente (51):

A) En el matraz Kjeldahl se colocara la muestra en su peso total, que seran 1.5gr
de muestra previamente pesadas, mas los 1.5gr de la mezcla catalizadora
junto a los 15mil del acido sulfurico concentrado y las 5 perlas.

B) A continuacion, la muestra se coloca en el aparato Kjeldahl, que funciona
como digestor a una temperatura aproximada de 6° a 7°, y se activa el
aparato hasta que alcanza una tonalidad verde esmeralda. Una vez
alcanzado el periodo especificado, la muestra se desactiva y se deja enfriar,
mientras que el extractor permanece operativo durante 30 minutos mas.

C) Para el procedimiento de destilacion, se afadiran 300 ml de agua destilada
a la muestra enfriada.

D) Introducir en el matraz unas 10 gotas de reactivo indicador rojo de metilo y
50 ml de acido bérico al 4% para obtener una tonalidad fucsia.

E) En otro vaso de precipitados de 50 ml, mezcla 40 ml de hidréxido sédico al
40% y separalos.

F) El matraz Kjeldahl se coloca encima del equipo de digestidon, que se activa a
una temperatura de 6° a 7°. Al alcanzar un tono amarillo, se extraen 200 mi

del contenido y se desactiva el aparato.
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G) Para la valoracion final, llenar la bureta automatica con acido clorhidrico a 0,1
de normalidad. Colocar un matraz de 200 ml, anadir el contenido recuperado
del paso anterior y dejar que el acido clorhidrico se dispense gota a gota
hasta alcanzar un color fucsia. Registrar el volumen utilizado.

H) Por ultimo, se calcula el % de proteina mediante el método siguiente:

mlUXN.A. X0.014 X 6.25
gr.m?

% PC BS al 100% = X100
%PC BS al 100%

% PC BH= 00 x MS
%PC BS al 90%=% PC BS al 100% x 0.9

Donde:

ml U= Mililitros utilizados.

N.A.= Normalidad del acido.

Gr.m= Gramos de muestra.

MS= Muestra seca.

%PC BS al 100%= Porcentaje de proteina cruda en base seca al 100%.
%PC BS al 90%= Porcentaje de proteina cruda en base seca al 90%.
%PC BH= Porcentaje de proteina cruda en base humeda.

C. Obtencion del porcentaje de cenizas

Este procedimiento se realizara con el método de incineracion directa para lo cual
se va a necesitar el horno, el crisol y aproximadamente 1.5gr de la muestra y se

procedera con los siguientes pasos (52):
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A) Se coloca el crisol en la estufa por unos 10 minutos y se procede a retirar
para llevarlo a un desecador de vidrio por otros 10 minutos mas, para asi
lograr obtener un peso constante del crisol a usar y se anota el peso.

B) Se introducen 1,5 g de la muestra desecada en el crisol y se coloca en el
horno a 550°C durante unas 4 horas. Posteriormente, se extrae la muestra y
se deja enfriar en el horno una vez desactivada.

C) Posterior a ello se retira con pinzas y se lleva una estufa desecadora por 10
minutos, posterior a ello se pesa y se anota en la hoja de registros y se

determina el porcentaje de Cenizas Totales con la siguiente formula:

(Pc+C)—Pcs
m3

% CT BH = X MS
%CT BH

% CT BS al 100%=M—S x 100
%CT BS al 90%=% CT BS al 100% x 0.9

Donde:
Pcs= Peso de crisol solo.
Pc+C= Peso de crisol mas cenizas.
gr.m= Gramos de muestra.
MS= Muestra seca.
%CT BS al 100%= Porcentaje de cenizas totales en base seca al 100%.
% CT al 90%= Porcentaje de cenizas totales en base seca al 90%.
%CT BH= Porcentaje de ceniza totales en base humeda.

D. Obtencion de fibra cruda

Este se desarrolld con el método N°930.20 de la norma A.O.A.C. con alunas

modificaciones, como se desarrolla a continuacion (52):
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A)

B)

Se pesa 1g de la muestra a determinar, se coloca le total en un vaso
precipitado de 400ml y se procede a afiadir 100ml de acido sulfurico al 1.35%
y se deja por 30 minutos hirviendo a 100°C.

Posterior a ello se filtrara la muestra y se procede a lavar con agua hirviendo

hasta llegar a un ultimo lavado con caracteristicas neutras.

C) Elresiduo se debera trasladar a un vaso precipitado de 400ml y se le anade

aproximadamente 100ml de hidroxido de sodio al 1.25% y se deja hervir a

100°C durante unos 30 minutos.

D) Terminado el proceso de hidrolisis se volvera a filtrar la solucion y se repite

E)

el lavado con agua caliente, hasta obtener un lavado de tipo neutro.
Se seca la muestra a unos 105°C por 3 horas, para asi lograr un peso
constante, este procedimiento se puede repetir hasta por triplicado y se halla

con la siguiente formula:
F=MS-(%EE BH + CT BH)

(Pp+M)—Pps

gr.m>

% FC BH = XF

%FC BH

% FC BS al100%=—+—x 100

%FC BS al 90%=% FC BS al 100% x 0.9

Donde:

F= Factor

Pps= Peso del papel solo.

Pp+M= Peso de papel mas muestra.

gr.m= Gramos de muestra.

MS= Muestra seca.

%FC BS al 100%= Porcentaje de fibra cruda en base seca al 100%.
%FC BS al 90%= Porcentaje de fibra cruda en base seca al 90%.
%FC BH= Porcentaje de fibra cruda en base humeda.
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E. Obtencion del porcentaje de carbohidratos

Para la determinacién del porcentaje de carbohidratos se utilizé la siguiente formula,

a partir de los resultados de los porcentajes de ceniza, grasa, proteina y fibra:

% DE CARBOHIDRATOS
=100 — (% proteinas + % fibra + % cenizas + % lipidos)
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Analisis fisicoquimico del bioestimulante liquido

Control de calidad fisicoquimico
El analisis fisicoquimico se realizo en el laboratorio de Microbiologia de la
escuela profesional de Farmacia y Bioquimica, en el que se evalud la
cerveza residual a 2 temperaturas en cada caso (4°Cy 20°), ‘para obtener

asi los valores de pH y para la densidad.

Tabla 6: Resultado de los factores fisicoquimicos del bioestimulante liquido.

pH Densidad (g/cc)
4°C 27°C 4°C 20°C
Muestra 4.55 4.69 1. 0376 1.0196
pura

Fuente: Datos experimentales obtenidos en laboratorio.

Resultados e interpretacion

En la tabla 6, se observa los factores fisicoquimico evaluados en la
investigacion que son el pH y la densidad, ambas fueron examinadas en
el laboratorio de microbiologia, en donde se determina que el pH de la
muestra es ligeramente acido y este a su vez oscila de 4.55 — 4.69. Asi
como también se observa que la densidad del bioestimulante liquido es
de 1. 0376 a4°C y de 1.0196 a 20 °C.

Analisis y discusion

Segun Torres M; y colab. (2022), menciona que la vinaza (subproducto
del etanol), tiene un pH acido dentro del rango de 3.5 a 5.0 (11), lo que
concuerda con nuestros valores de pH de la muestra fueron ligeramente
acidos, oscilando entre 4.55 a 4°C y 4.69 a 20°C. Este rango de acidez

es coherente con el ambiente necesario para muchos microorganismos
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benéficos, como Lactobacillus, Trichoderma, que prefieren condiciones
acidas para su 6ptimo desarrollo. Segun Pacheco (2021), el género
Actinomyces que tienen poca tolerancia en un medio acido (29). La acidez
también es beneficiosa para la estabilidad del producto y su efectividad
como bioestimulante, ya que el pH bajo contribuye a la inhibicion de
agentes patdégenos en el suelo y puede mejorar la disponibilidad de
algunos micronutrientes esenciales para el crecimiento de plantas y
microorganismos en suelos.

Segun Fernandez M. (2022), quien analizo la densidad de material
bioestabilizado en donde obtuvo (1.028 a 1.034), pero esto fue a 30°, lo
que hace la diferencia con nuestra muestra mostré una disminucién al
aumentar la temperatura, pasando de 1.0376 g/cc a 4°C a 1.0196 g/cc a
20°C, este cambio es tipico debido a la expansién térmica de los liquidos.
Sin embargo, es importante en el contexto agricola, ya que una densidad
adecuada puede facilitar la aplicacion del bioestimulante en diferentes
suelos, permitiendo su difusion uniforme y mejorando la disponibilidad de

nutrientes para los microorganismos del suelo.

4.2. Analisis microbiolégico del bioestimulante liquido

Control de calidad microbiolégico
El laboratorio de microbiologia de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica realizé el analisis microbiolégico de acuerdo con la normativa
MINSA/DIESA. La Norma Sanitaria de Lima de 2008 delinea las normas
microbioldgicas de higiene y seguridad para alimentos y bebidas destinados al

consumo humano (45).

88



Tabla 7: Resultado del analisis microbiolégico del bioestimulante liquido a
distintas diluciones.

CRITERIOS

AGAR
USADO

VOL. DE
LA
MUESTRA

AGENTE

MICROBIANO

LIMITES

PERMITIDOS

RESULTADOS

Requisito
esencial: Los
microorganismos
enumerados por
este criterio deben
ser inexistentes,
ya que su
existencia  pone
en peligro la salud
publica.

Agar
Salmonella
Shigella

Tml

Salmonella

Ausencia de
salmonella

AUSENCIA
0 UFC/ml

Criterios
higiénicos: La
ausencia de
microorganismos
en este criterio es
esencial, ya que
su existencia
significaria unas
condiciones
higiénicas
inadecuadas en
todo el proceso de
produccion.

Agar Mac
Conkey

1ml

Coliformes
fecales:
Escherichia
Coli

10* -10°UFC

AUSENCIA
0 UFC/ml

Criterios de alerta
o limites criticos:
Los
microorganismos
que cumplan este
criterio no deben
superar los limites
especificados; de
lo contrario, seria
necesario aplicar
controles estrictos
para restablecer el
control del
proceso.

Agar
PCA

Agar
Sabouraud

1ml

Aerobios
mesofilos

Hongos y
levaduras

102 -10° UFC

AUSENCIA
0 UFC/ml

Fuente: Datos experimentales obtenidos en laboratorio de Microbiologia
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Resultados e interpretacion

Los resultados del control de calidad microbiolégico, demuestran que el
bioestimulante liquido elaborado a partir de residuos de cerveza cumple con los
estandares microbioldgicos de calidad, asegurando su inocuidad y la eficiencia en
su aplicacién. La ausencia de patdgenos y microorganismos indicativos de
deficiencias higiénicas refuerza la confianza en este producto como una alternativa
viable y segura a los fertilizantes convencionales. Esto es particularmente
importante en la agricultura organica, donde la seguridad microbiolégica es esencial
para evitar contaminacion de cultivos y suelos.

Analisis y discusion

Los productos bioestimulantes, en particular los derivados de residuos organicos,
deben tener asegurada su pureza microbioldgica, afirma Canaza (2019). Demuestra
que los bioestimulantes son seguros para el medio ambiente y eficaces para la
agricultura demostrando, mediante un riguroso control microbiolégico, que no
contienen microorganismos patdogenos ni indicadores de contaminacion. Esto
fomenta una agricultura sostenible y libre de contaminantes. Nuestro bioestimulante
liquido resultd estar libre de aerobios mesdfilos, coliformes totales y fecales,
Salmonella spp., mohos y levaduras en la investigacién microbioldgica, lo que se
ajusta a este método (46). Ademas, los resultados se ajustan a la Norma Sanitaria

de 2008, que establece las normas microbioldgicas para la seguridad y calidad de
los alimentos y bebidas de consumo humano (RM 727-2009) (45).
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4.3. Analisis organoléptico del bioestimulante liquido

Control de calidad organoléptico

El analisis organoléptico se realizé en el laboratorio de microbiologia,
evaluando cualitativamente con la percepcion de los sentidos de las
investigadoras. (Fotografia N° 4)

Tabla 8: Resultado del analisis organoléptico de bioestimulante liquido.

° o PROMEDIO
CRITERIO 4°C 20°C FINAL
OLOR ++ ++ ++
COLOR ++ ++ ++
ASPECTO + + +
LEYENDA
VALORACION OLOR COLOR (Marrén - Verde) ASPECTO
+ Ligero Verde Liquido
++ Tenue Verde oscuro Viscoso
+++ 7 Intenso , Verde - marron , Solido

Interpretacion, analisis y discusién de los resultados

El analisis organoléptico del bioestimulante liquido se realizé evaluando los sentidos
del olfato, vista para la identificacion del olor, color y aspecto en dos temperaturas
(4°C y 20°C). Los resultados obtenidos son consistentes en ambas temperaturas,

indicando una estabilidad en las caracteristicas sensoriales del bioestimulante.

Olor: Se percibié un olor tenue (++) en ambas condiciones de temperatura. Esto
sugiere que el bioestimulante no presenta un olor intenso ni desagradable, lo cual
es favorable, ya que los productos con un olor demasiado fuerte o penetrante

pueden indicar descomposicion o fermentacidon no deseada.

Color: La valoracién del color fue uniforme, con una intensidad de verde oscuro (++),
lo cual es caracteristico de productos con alta concentracion de materia organica y
nutrientes, como los residuos de levadura de cerveza. Este color es adecuado para
un bioestimulante, ya que no presenta colores inusuales que podrian indicar una

reaccion quimica o microbiolégica inesperada.
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Aspecto: El aspecto fue calificado como viscoso (+) en ambas temperaturas, lo cual
podria estar relacionado con la presencia de nutrientes y compuestos organicos en
el bioestimulante. Una viscosidad ligera puede facilitar su aplicacién en suelos, ya
que se distribuye con mayor facilidad sin causar obstrucciones en los equipos de

aplicacion.
4.4. Analisis bromatoldégico proximal del bioestimulante liquido

Analisis bromatolégico

El analisis bromatolégico proximal se realizo en el laboratorio de Analisis
Quimico de la Universidad Nacional de San Antonio Abab del Cusco, para

la muestra liquida del bioestimulante.

Tabla 9: Resultados del analisis proximal bromatolégico del bioestimulante

liquido.

PARAMETROS AL 50% AL 75% Al 100%
HUMEDAD % 46.67 70.00 93.33
PROTEINA % 0.58 0.87 1.16
GRASA % 0.01 0.01 0.01
CENIZA % 0.21 0.32 0.42
FIBRA % 0.00 0.00 0.00
CARBOHIDRATOS % 2.54 3.81 5.08

Fuente: Datos experimentales obtenidos en laboratorio.
Resultados e interpretacion

La tabla 4, nos presenta los valores de todos los parametros
bromatologicos obtenidos experimentalmente de la muestra del
bioestimulante liquido obtenido a partir de la cerveza residual, en la que
se observa los resultados a distintas concentraciones del 50%, 75%, asi
mismo como de la muestra pura al 100%, en los que resultado para el
porcentaje de humedad de la muestra fue del 93.33%, el que fue
analizado por el método NTP 211.010.

El resultado de la muestra pura para las proteinas fue del 1.16%, el mismo

que fue analizado por el método AOAC 955.04, el porcentaje de grasa es
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de 0.01% que fue analizado por el método AOAC 920.39, el porcentaje
de ceniza es 0.42% por el método AOAC 942.09, el porcentaje de fibra es
nulo con un 0% para la muestra analizada esto por el método AOAC
962.05, en el porcentaje de carbohidratos se obtuvo un 5.08%, siendo
este el porcentaje mas elevado en la muestra del bioestimulante liquido
de cerveza residual.

Analisis y discusién

El analisis bromatologico del bioestimulante liquido obtenido a partir de
cerveza residual mostré resultados interesantes en cuanto a su
composicién a diferentes concentraciones (50%, 75% y 100%). Los
resultados nos permiten identificar a los principales componentes del
bioestimulante, revelando un perfil nutricional que sugiere su potencial
como fuente de nutrientes en aplicaciones agricolas.

Humedad: El contenido de humedad fue el parametro predominante en la
muestra, alcanzando un 93.33% en la concentracion pura (100%), debido
a que el bioestimulante esta en estado liquido y puede ser facilmente
aplicable en entornos agricolas. Sin embargo, una humedad elevada
podria limitar la estabilidad y vida util del producto si no se almacena
adecuadamente, ya que puede favorecer el crecimiento de
microorganismos indeseables.

Proteina: La concentracién de proteinas fue del 1.16% en la muestra pura,
un valor poco significativo, ya que no representa una alta fuente proteica,
puede contribuir en cierta medida a la nutricibn de microorganismos
beneficiosos en el suelo. La presencia de proteinas en el bioestimulante
podria, ademas, ayudar a estimular la actividad microbiana en el suelo, lo
cual es importante para mejorar la disponibilidad de nutrientes para las
plantas.

Grasa: El contenido de grasa fue minimo (0.01%) en todas las
concentraciones. Esto indica que la cerveza residual utilizada no aporta
lipidos significativos al bioestimulante, lo cual es positivo, ya que un

contenido graso elevado podria llevar a problemas de almacenamiento y
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4.5.

aplicaciones complicadas en el suelo, también evita problemas de
rancidez y facilitar la mezcla con otros bioestimulantes o fertilizantes.
Ceniza: La ceniza represent6 un 0.42% en la muestra pura, lo que indica
la presencia de minerales esenciales en baja cantidad, lo que nos indica
la presencia de ciertos minerales traza que pueden ser utiles para la
fertilidad del suelo.

Fibra: La ausencia de fibra (0%) en todas las concentraciones indica que
la cerveza residual utilizada en el bioestimulante no contiene
componentes estructurales, como celulosa o hemicelulosa, que podrian
aportar beneficios adicionales en cuanto a la estructura y aireacién del
suelo. Sin embargo, la falta de fibra no representa una limitacion
significativa.

Carbohidratos: Los carbohidratos constituyeron el mayor aporte
nutricional en la muestra pura, con un 5.08%. Los carbohidratos pueden
actuar como fuentes de energia para microorganismos del suelo,
fomentando la proliferacién de microorganismos beneficiosos como
Trichoderma, Lactobacillus y Actinomyces, los cuales pueden mejorar la
salud del suelo y fomentando la sostenibilidad agricola, reduciendo la

dependencia de productos quimicos sintéticos.

Pruebas adicionales del bioestimulante

Tabla N° 10: Porcentaje de elementos

Nitrégeno % 0.17
Carbono% 1,92
Calcio mg/100 19.00
Fosforo mg/100 310.00
Etanol % 0.13

Fuente: Datos experimentales obtenidos en laboratorio
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Resultados e interpretacion

Los componentes quimicos del bioestimulante liquido, nos dan un panorama mas
especifico sobre su perfil nutricional y potencial de uso en aplicaciones agricolas, e

industriales; como:

Nitrogeno (N) - 0.17%: La presencia de nitrégeno en una concentracién de 0.17%
es significativa, ya que el nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de
las plantas y la sintesis de proteinas. Aunque el valor es relativamente bajo, indica
que el bioestimulante contribuye con la captacion de nitrégeno para el suelo,
sabiendo que el nitrégeno en forma organica, a menudo presente en
bioestimulantes, se mineraliza lentamente, lo que puede proporcionar un suministro

sostenido a las plantas a lo largo del tiempo.

Carbono (C) - 1.92%: El porcentaje de carbono de 1.92% sugiere que el
bioestimulante tiene un contenido organico que puede ser aprovechado por el
microbiota del suelo; como fuente de energia para microorganismos beneficiosos,

promoviendo su proliferacién y mejorando la salud del suelo.

Calcio (Ca) - 19.00 mg/100: La concentracion de calcio de 19.00 mg/100 es
relativamente baja, pero su presencia es fundamental para el desarrollo de las
plantas, ya que es parte de la estructura celular y la estabilidad de las membranas,
ademas de participar en la regulacion del pH del suelo. Aunque no es un valor
elevado, es beneficiosa en suelos acidos o en condiciones donde el calcio es

limitante.

Fésforo (P) - 310.00 mg/100: El fésforo es uno de los nutrientes mas importantes
para las plantas, ya que es esencial en procesos como la fotosintesis y la
transferencia de energia. La cantidad de 310.00 mg/100 es un nivel relativamente
alto, lo que sugiere que el bioestimulante puede ser una fuente efectiva de fosforo

para las plantas, favoreciendo su valor nutritivo en el suelo.

Etanol - 0.13%: La presencia de etanol en una concentracién de 0.13% indica que
puede haber restos de la fermentacion durante el proceso de produccién de

cerveza.
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Analisis y discusion

Los resultados del analisis quimico del bioestimulante liquido reflejan una
composicidén que sugiere su utilidad como aditivo para la mejora de la fertilidad del
suelo. La presencia de nitrégeno, carbono y fésforo en cantidades medibles indica
que este producto puede proporcionar nutrientes clave para el crecimiento de las
plantas y la actividad microbiana del suelo. El contenido de nitrogeno, aunque
modesto, puede ser suficiente para complementar las necesidades de fertilizacion
en cultivos que requieren un aporte adicional. El carbono, por su parte, no solo sirve
como fuente de energia para microorganismos, sino que también puede contribuir
a mejorar la estructura del suelo, favoreciendo la retencion de agua y la aireacion.
La elevada concentracion de fosforo es un hallazgo significativo, ya que este
nutriente es a menudo limitante en la agricultura. Segun la revista Chakinan (2018),
gue una composicion rica en nitrégeno, carbono y fosforo, elementos clave en los
ciclos biogeoquimicos que los microorganismos ayudan a mantener. Estos
elementos son esenciales no solo para el crecimiento de las plantas, sino también
para el desarrollo y la actividad de microorganismos que participan en procesos
fundamentales para la fertilidad del suelo y la sostenibilidad agricola (2). Conforme
a nuestros resultados para C, N, P y Ca, se contrasta que su disponibilidad puede
mejorar la eficiencia de los fertilizantes aplicados, permitiendo un mejor
aprovechamiento de los recursos por parte de las plantas. Tal como indica
Fernandez M. (2022), en donde indica que los principales nutrientes del suelo son
el nitrégeno y fosforo, ya que nuestro bioestimulante presenta un valor elevado del
mismo con 310.00 mg/100 (12).

96



4.6.

Prueba de normalidad

Tabla N° 11: Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?2 Shapiro-Wilk
Microorganismo evaluado Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
TRICHODERMA # de colonias ,445 45 ,000 ,609 45 ,000
ACTINOMYCES # de colonias ,452 45 ,000 ,595 45 ,000
LACTOBACILLUS | # de colonias ,510 45 ,000 ,429 45 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Prueba de hipoétesis

Ho: Los datos son normales
H1: Los datos no son normales

Como Sig < 0.05, entonces se rechaza Ho, por lo tanto, los datos no son normales,
se decide usar la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, en la comparacion de

los grupos de estudio.

Tabla N° 12: Prueba de Kruskal Wallis (Normalidad)

Para el 95% de confiabilidad
Sig<0.05, se rechaza Ho

Sig >0.05, se acepta Ho

Rangos
Microorganismo evaluado N Rango promedio
# de colonias | TRICHODERMA 45 24,00
ACTINOMYCES 45 23,47
LACTOBACILLUS 45 21,53
Total 135

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Prueba de hipétesis

Ho: El

numero de crecimiento de

colonias no es distinto segun el tipo de

microorganismo.

H1: El

colonias es distinto segun el tipo de

microorganismo.

Para el 95% de confiabilidad

Sig<0.05, se rechaza Ho

numero de crecimiento de
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Tabla N°13: Estadisticos de prueba

Estadisticos de prueba®®

# de colonias
H de Kruskal-Wallis ,553
gl 2
Sig. asintética ,758

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacién: Microorganismo evaluado

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25
Como Sig = 0.758 = 0.05, aceptamos la hipotesis nula, por lo tanto, el nivel de
crecimiento (numero de colonias), no es estadisticamente significativo diferente,
infiriendo que no hay mucha disparidad en cuanto al crecimiento de
microorganismo, para cada tipo. Esto debido a que cada microorganismo es

diferente y tiene consigo una serie de especificaciones y requerimientos.

4.7. Determinacion de la actividad nutritiva del bioestimulante para
lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Grafico N°1: Histograma del crecimiento de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356

Histograma Apilado Mediana de Crecimiento de microorganismos por Concentracion del bioestimulante por Dilucién

150 Dilucién

Ws00
M 00
W7 00

100

a0

Mediana Crecimiento de microorganismos

00 0 0o

. o0 00 0L
Control Control 50% 5% 100%
negativo positivo

Concentracion del bioestimulante

Fuente: Datos obtenidos del SPSS v.25
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Tabla N° 14: Prueba de Kruskal Wallis — Lactobacillus

Rangos

Concentracion del

Crecimiento de

microorganismos

bioestimulante N Rango promedio
Control negativo 9 7,00
Control positivo 9 9,67
50% 9 7,00
75% 9 9,33
100% 9 7,00
Total 45

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Analisis e interpretacion

marcado en comparacién con el control negativo.

El grupo control negativo, 50%, y 100% de bioestimulante tienen el mismo rango
promedio de 7,00, lo que indica que el crecimiento de los microorganismos fue
similar en estas condiciones. El control positivo tiene el rango promedio mas alto
(9,67), seguido de la concentracion de 75% (9,33), lo que sugiere que el crecimiento
de microorganismos fue mayor en estos dos casos en comparacion con las otras
condiciones. El bioestimulante al 75% mostré un rendimiento cercano al control
positivo, o que podria indicar que es una concentracion eficaz para el crecimiento

de los microorganismos, mientras que el 50% y el 100% no mostraron un efecto tan

Tabla N°15: H de Kruskal- Wallis para Lactobacillus

Estadisticos de prueba®®

Crecimiento de

microorganismos

H de Kruskal-Wallis

3,238

gl

4

Sig. asintética

,519

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Concentracion del bioestimulante

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25
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La prueba de Kruskal-Wallis arrojé una significacion asintética de 0,519 con 4

grados de libertad y un valor H de 3,238. Esto significa que no hubo diferencias

significativas en el crecimiento de los microorganismos entre los grupos de control

y las concentraciones de bioestimulantes. Esto significa que no hubo diferencias

significativas en el crecimiento de los microorganismos entre los grupos de control

y las concentraciones de bioestimulantes.

Dado que el valor p es mayor que el umbral tipico de 0,05, no se puede rechazar la

hipétesis nula, lo que sugiere que las diferentes concentraciones del bioestimulante

no influyeron de manera significativa en el crecimiento de los microorganismos en

este experimento.

4.8. Determinacién de la actividad nutritiva del bioestimulante para

Actinomyces viscosus ATCC 15987

Grafico N°2: Histograma del crecimiento de Actinomyces viscosus ATCC

50,00

15987
Barras apiladas Mediana de Crecimiento de microorganismos por Concentracion del bioestimulante por Dilucion
Dilucién
W& 00
W7o
W& 00

40,00

30,00

20,00

10,00

Mediana Crecimiento de microorganismos

0,00

000
Control Control 50% 75% 100%
Negativo Positivo

Concentracion del bioestimulante

Fuente: Datos obtenidos del SPSS v.25
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Tabla N°16: Prueba de Kruskal Wallis - Actinomyces

Rangos

Concentracion del

bioestimulante N Rango promedio
Crecimiento de Control Negativo 9 6,00
microorganismos Control Positivo 9 8,17

50% 9 8,17

75% 9 9,00

100% 9 8,67

Total 45

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Analisis y discusién

Los rangos promedio del crecimiento de microorganismos revela que el control
negativo presenta el rango mas bajo (6,00), lo que sugiere un crecimiento limitado
en ausencia del bioestimulante. En contraste, tanto el control positivo como la
concentracion del 50% tienen un rango promedio idéntico de 8,17, indicando que
estas condiciones favorecen un crecimiento comparable. Sin embargo, la
concentracion del 75% muestra el rango mas alto (9,00), lo que sugiere que este
nivel de bioestimulante es el mas efectivo para promover el crecimiento de
microorganismos. La concentracion del 100% también tiene un rango considerable
(8,67), lo que sugiere que, aunque esta concentracion es beneficiosa, no supera la
efectividad del 75%. Estos hallazgos indican que hay variaciones en el crecimiento
de microorganismos en funcion de la concentracion del bioestimulante, siendo el
75% la mas eficaz, lo que podria tener implicaciones significativas para optimizar su

uso en aplicaciones practicas.
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Tabla N° 17: H de Kruskal- Wallis para Actinomyces

Estadisticos de prueba®®

Crecimiento de

microorganismos

H de Kruskal-Wallis 1,363
Gl 4
Sig. asintética ,851

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Concentracion del

bioestimulante

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis indican un valor de H de 1,363, lo que
se traduce en una significancia asintética de 0,851. Este p-valor elevado sugiere
que no existen diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de
microorganismos entre las distintas concentraciones del bioestimulante y los grupos
de control analizados. Dado que el p-valor es considerablemente mayor que el nivel
de significancia comunmente utilizado de 0,05. Por lo tanto, se acepta la hipotesis
nula, lo que indica que la concentracion del bioestimulante no influye de manera

significativa en el crecimiento de los microorganismos en este estudio.
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4.9. Determinacion de la actividad nutritiva del bioestimulante para

Trichoderma Harzianum Spp.

Grafico N°3: Histograma del crecimiento de Trichoderma Harzianum Spp.

Histograma Apilado Mediana de Crecimiento de microorganismos por Concentracién del bioestimulante por Dilucion
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Fuente: Datos obtenidos del SPSS v.25
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En la imagen se puede observar que el desarrollo de UFC/ml, para T. Harzianum

va aumentando directamente proporcional

a medida que aumenta la

concentracion del bioestimulante, ya que en el grupo control positiva se obtuvo

36 UFC/ml, teniendo una mejor y mayor resultado en el desarrollo de este

microorganismo al 100% del bioestimulante con un total de 74 UFC/ml, lo que

concuerda con Torres M; y colab (2022), que indica que el T. Harzianum resiste

a la concentracion pura del 100%, consiguiendo asi una gran obtencion de la

biomasa de este microrganismo, por su efecto bioestimulante (14).



Tabla N° 18: Prueba de Kruskal Wallis - Trichoderma

Rangos

Concentracion del

bioestimulante N Rango promedio
Crecimiento de Control negativo 9 6,00
microorganismos Control positivo 9 8,00

50% 9 8,33

75% 9 8,67

100% 9 9,00

Total 45

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Analisis y discusién

Segun la tabla 18, los rangos promedio del crecimiento de microorganismos revela
que el control negativo tiene el rango mas bajo (6,00), lo que indica un crecimiento
limitado en ausencia del bioestimulante. El control positivo muestra un rango
promedio de 8,00, lo que sugiere un aumento en el crecimiento microbiano debido
a la intervencion del bioestimulante. A medida que se incrementa la concentracion
del bioestimulante, los rangos promedio también aumentan: el 50% tiene un rango
de 8,33, el 75% un rango de 8,67, y el 100% alcanza el rango mas alto de 9,00. Esto
sugiere que, a medida que se aumenta la concentracion del bioestimulante, el
crecimiento de microorganismos tiende a mejorar, siendo la concentracion del 100%
la mas efectiva en este analisis. Estos hallazgos indican que las concentraciones
del bioestimulante tienen un impacto positivo en el crecimiento microbiano, lo que
puede tener implicaciones significativas para su uso en aplicaciones biotecnolédgicas

0 agricolas.
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Tabla N° 19: H de Kruskal- Wallis para Trichoderma

Estadisticos de prueba®®

Crecimiento de

microorganismos

H de Kruskal-Wallis 1,373
al 4
Sig. asintética ,849

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Concentracion del

bioestimulante

Fuente: Datos experimentales obtenidos del SPSS v.25

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis muestran un valor de H de 1,373 con
4 grados de libertad y una significancia asintética de 0,849. Este p-valor elevado
indica que no hay diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de
microorganismos entre las diversas concentraciones del bioestimulante y los grupos
de control analizados. Dado que el p-valor es considerablemente superior al umbral
comun de 0,05, se acepta la hipdtesis nula, sugiriendo que las variaciones en las
concentraciones del bioestimulante no afectan de manera notable el crecimiento
microbiano. Estos resultados sugieren que, en las condiciones experimentales
evaluadas, el bioestimulante no produce un efecto significativo en el crecimiento de

los microorganismos estudiados.
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1.

CONCLUSIONES

Se logro evaluar la actividad nutritiva del bioestimulante liquido elaborado a
partir de cerveza residual en el desarrollo de microorganismo como
Trichoderma harzianum Spp, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y
Actinomyces viscosus ATCC 15987, ya que los analisis realizados confirman
que la formulacion aporta nutrientes esenciales al 75% para todos los
microorganismos en estudio, mejorando las condiciones para el crecimiento

de estos microorganismos.

. Se realizo el control de calidad al bioestimulante liquido, para el analisis

fisicoquimico con los valores de pH en un rango de 4.55 (4°C) a 4.69 (20°C)
y densidad de 1.0376 (4°C) y 1.0196 (20°C), en cuanto al analisis
microbiolégico se obtuvo resultados dentro de los parametros
microbioldgicos, conforme con la Norma Sanitaria que establece los criterios
microbiologicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas
de consumo humano, 2008 (RM 727-2009), se observd la ausencia de
contaminantes patdégenos (Salmonella y E. coli), mientras que las
caracteristicas organolépticas (olor, color y aspecto) respaldan su estabilidad
y aceptabilidad.

Se pudo obtener el perfil bromatolégico proximal en las 3 concentraciones
del 50%, 75% y 100%, que revel6 que el bioestimulante contiene un alto
porcentaje de humedad (46.67 al 93.33%), carbohidratos (2.54 al 5.08%), en
proteinas (0.58 al 1.16%), y minerales esenciales para el suelo como el
fésforo (310 mg/100 ml), carbono 1.92%, nitrégeno 0.17%. Esta composicion
proporciona una fuente de nutrientes adecuada para el desarrollo de
microorganismos benéficos, maximizando su potencial como un suplemento
nutritivo en suelos.

Se pudo determinar la concentracion Optima para el crecimiento de
Trichoderma Spp; en donde se concluye que desde el 50%, 75% y 100% del
bioestimulante, se da un mayor desarrollo de colonias a medida del aumento

de concentracion, para promover el crecimiento de Trichoderma.
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5. Se determino la concentracién 6ptima para el crecimiento de Actinomyces
viscosus, en donde se observo que al 75% del bioestimulante hay una mejor
proliferacion de esta bacteria.

6. Se determino la concentracion optima para el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus, resultando la mejor concentracion al 75% ya que con esta se

alcanza un crecimiento adecuado para su reproduccion.
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ANEXOS

Anexo 1
Resultados del analisis bromatologico

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DFEL C1SCO

s FACULTAD DE CIENCIAS

Av. de la Culturs 733 - Pabollén “C* Of, 106 Jor, pico  Tolofas: 224831 Apartado Poctal 921  Cusco Perd

UNIDAD DE PRESTACION DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICO
"o oY DEFARTAMENTO ACADEMICO DE QUIMICA

INFORME DE ANALISIS

NEN?3R-24-1 400

LISBE 1| H SUKCO CONDONI

SHANDA OLMEDO ZAVALA
MUESTRA : RESIDUO DE CERVEZA
FECHA : C/19/06/2024
ANALISIS FISICOQUIMICO:
1
Humedad % 93,33
Proteina % N 1,1§
Grasa % 0,01
Ceniza % 0,42
Flbra% | 000
Carbohidratss % 5,08
Calcdlo mg/100 19,00
 Fosforo me/100 310,00
Carbono % 1,92
Etanol % 0,13

Métodos: ADAC 964.22, AQAC 955.04, AOAC 92039, AOAC 942.09, ADAC 962.05
Gidvinaétiico 4042C, NTP 211.010
Cusco, 08 de Julio 2024

116



Anexo 2

Resultado del analisis de nitrégeno, densidad a 4°c y a 20°c.

UNIVERSlDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

. FACULTAD DE CIENCIAS

Av. de la Cultura 733 - Pabellén “C” Of. 106 ler. piso - Telefax: 224831 - Apartado Postal 921 - Cusco Peru

UNIDAD DE PRESTACION DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICO

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE QUIMICA

INFORME DE ANALISIS

Souci ¢ LIZBETH SURCO CONDORI
SHANDAL ALEXI OLMEDO ZAVALA
MUESTRA ¢ RESIDUO DE CERVEZA
FECHA t €/03/09/2024
RESULTADO ANALISIS:
Nitrégeno % 0,17
Densidad g/cc 42C 1,0376
Denslidad g/cc 202C 1,0196
Cusco, 10 de Setiembre 2024

N20390-24-LAQ
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Anexo 3

DATOS DEL TRICHODERMA

N° | Microorganismo | Concentracion Dilucién N:;?t';:’ge # de ensayos | # UFC/ml

1 |Trichoderma control negativo |4 Agar agar 1 <30

2 | Trichoderma control negativo |4 Agar agar 2 <30

3 | Trichoderma control negativo |4 Agar agar 3 <30

4 |Trichoderma control negativo |5 Agar agar 1 <30

5 | Trichoderma control negativo |5 Agar agar 2 <30

6 |Trichoderma control negativo |5 Agar agar 3 <30

7 | Trichoderma control negativo | 6 Agar agar 1 <30

8 | Trichoderma control negativo | 6 Agar agar 2 <30

9 | Trichoderma control negativo | 6 Agar agar 3 <30
Trichoderma | control negativo 4 Agar agar promedio <30
Trichoderma | control negativo 5 Agar agar promedio <30
Trichoderma | control negativo 6 Agar agar promedio <30

1 |Trichoderma control positivo |4 papa 1 <30

2 | Trichoderma control positivo |4 papa 2 <30

3 | Trichoderma control positivo |4 papa 3 <30

4 | Trichoderma control positivo |5 papa 1 <30

5 | Trichoderma control positivo |5 papa 2 <30

6 |Trichoderma control positivo |5 papa 3 <30

7 | Trichoderma control positivo |6 papa 1 34

8 | Trichoderma control positivo |6 papa 2 36

9 | Trichoderma control positivo |6 papa 3 38
Trichoderma | control positivo 4 papa promedio <30
Trichoderma | control positivo 5 papa promedio <30
Trichoderma | control positivo 6 papa promedio 36

1 |Trichoderma 50% 4 Agar agar 1 <30

2 | Trichoderma 50% 4 Agar agar 2 <30

3 | Trichoderma 50% 4 Agar agar 3 <30

4 | Trichoderma 50% 5 Agar agar 1 <30

5 | Trichoderma 50% 5 Agar agar 2 <30

6 | Trichoderma 50% 5 Agar agar 3 <30

7 | Trichoderma 50% 6 Agar agar 1 52

8 | Trichoderma 50% 6 Agar agar 2 54

9 |Trichoderma 50% 6 Agar agar 3 50
Trichoderma 50% 4 Agar agar promedio <30
Trichoderma 50% 5 Agar agar promedio <30
Trichoderma 50% 6 Agar agar promedio 52

1 |Trichoderma 75% 4 Agar agar 1 <30
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2 | Trichoderma 75% 4 Agar agar 2 <30

3 | Trichoderma 75% 4 Agar agar 3 <30

4 | Trichoderma 75% 5 Agar agar 1 <30

5 | Trichoderma 75% 5 Agar agar 2 <30

6 | Trichoderma 75% 5 Agar agar 3 <30

7 | Trichoderma 75% 6 Agar agar 1 71

8 | Trichoderma 75% 6 Agar agar 2 66

9 | Trichoderma 75% 6 Agar agar 3 70
Trichoderma 75% 4 Agar agar promedio <30
Trichoderma 75% 5 Agar agar promedio <30
Trichoderma 75% 6 Agar agar promedio 69

1 |Trichoderma 100% 4 Agar agar 1 <30

2 | Trichoderma 100% 4 Agar agar 2 <30

3 | Trichoderma 100% 4 Agar agar 3 <30

4 | Trichoderma 100% 5 Agar agar 1 <30

5 |Trichoderma 100% 5 Agar agar 2 <30

6 | Trichoderma 100% 5 Agar agar 3 <30

7 | Trichoderma 100% 6 Agar agar 1 76

8 | Trichoderma 100% 6 Agar agar 2 74

9 |Trichoderma 100% 6 Agar agar 3 72
Trichoderma 100% 4 Agar agar promedio <30
Trichoderma 100% 5 Agar agar promedio <30
Trichoderma 100% 6 Agar agar promedio 74
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Anexo 4

DATOS DEL LACTOBACILLUS

N° | Microorganismo| Concentracion Dilucion Mcz(ljtli(:l:e # de ensayos | # UFC/ml

1 | Lactobacillus control negativo |4 Agar agar 1 <30

2 | Lactobacillus control negativo |4 Agar agar 1 <30

3 | Lactobacillus control negativo |4 Agar agar 1 <30

4 | Llactobacillus control negativo |5 Agar agar 2 <30

5 | Lactobacillus control negativo |5 Agar agar 2 <30

6 | Lactobacillus control negativo 5 Agar agar 2 <30

7 | Lactobacillus control negativo 6 Agar agar 3 <30

8 | Lactobacillus control negativo 6 Agar agar 3 <30

9 | Lactobacillus control negativo 6 Agar agar 3 <30
Lactobacillus control negativo 5 Agar agar promedio <30
Lactobacillus control negativo 6 Agar agar promedio <30
Lactobacillus control negativo 7 Agar agar promedio <30

1 | Lactobacillus control positivo 4 M.R.S 1 <30

2 | Lactobacillus control positivo 4 M.R.S 1 <30

3 | Lactobacillus control positivo 4 M.R.S 1 <30

4 | Lactobacillus control positivo 5 M.R.S 2 <30

5 | Lactobacillus control positivo 5 M.R.S 2 <30

6 | Lactobacillus control positivo 5 M.R.S 2 <30

7 | Lactobacillus control positivo 6 M.R.S 3 10

8 | Lactobacillus control positivo 6 M.R.S 3 14

9 | Lactobacillus control positivo 6 M.R.S 3 15
Lactobacillus control 5 M.R.S promedio <30
Lactobacillus control 6 M.R.S promedio <30
Lactobacillus control 7 M.R.S promedio 13

1 | Lactobacillus 50% 4 M.R.S 1 <30

2 | Lactobacillus 50% 4 M.R.S 1 <30

3 | Lactobacillus 50% 4 M.R.S 1 <30

4 | Lactobacillus 50% 5 M.R.S 2 <30

5 | Lactobacillus 50% 5 M.R.S 2 <30

6 | Lactobacillus 50% 5 M.R.S 2 <30

7 | Lactobacillus 50% 6 M.R.S 3 0

8 | Lactobacillus 50% 6 M.R.S 3 0

9 | Llactobacillus 50% 6 M.R.S 3 0
Lactobacillus 50% 5 M.R.S promedio <30
Lactobacillus 50% 6 M.R.S promedio <30
Lactobacillus 50% 7 M.R.S promedio 0
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1 | Lactobacillus 75% 4 M.R.S 1 <30

2 | Lactobacillus 75% 4 M.R.S 1 <30

3 | Lactobacillus 75% 4 M.R.S 1 <30

4 | Lactobacillus 75% 5 M.R.S 2 <30

5 | Lactobacillus 75% 5 M.R.S 2 <30

6 | Lactobacillus 75% 5 M.R.S 2 <30

7 | Lactobacillus 75% 6 M.R.S 3 79

8 | Lactobacillus 75% 6 M.R.S 3 80

9 | Lactobacillus 75% 6 M.R.S 3 81
Lactobacillus 75% M.R.S promedio <30
Lactobacillus 75% M.R.S promedio <30
Lactobacillus 75% M.R.S promedio 80

1 | Lactobacillus 100% 4 M.R.S 1 <30

2 | Lactobacillus 100% 4 M.R.S 1 <30

3 | Lactobacillus 100% 4 M.R.S 1 <30

4 | Lactobacillus 100% 5 M.R.S 2 <30

5 | Lactobacillus 100% 5 M.R.S 2 <30

6 | Lactobacillus 100% 5 M.R.S 2 <30

7 | Lactobacillus 100% 6 M.R.S 3 79

8 | Lactobacillus 100% 6 M.R.S 3 80

9 | Lactobacillus 100% 6 M.R.S 3 81
Lactobacillus 100% M.R.S promedio <30
Lactobacillus 100% M.R.S promedio <30
Lactobacillus 100% M.R.S promedio 0
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Anexo 5
DATOS DEL ACTINOMYCES

N° | Microorganismo| Concentracion Dilucién N:;Tt'::’:e # de ensayos | # UFC/ml

1 | Actinomyces control negativo 6 Agar agar 1 <30

2 | Actinomyces control negativo 6 Agar agar 2 <30

3 | Actinomyces control negativo 6 Agar agar 3 <30

4 | Actinomyces control negativo 7 Agar agar 1 <30

5 | Actinomyces control negativo 7 Agar agar 2 <30

6 | Actinomyces control negativo 7 Agar agar 3 <30

7 | Actinomyces control negativo 8 Agar agar 1 <30

8 | Actinomyces control negativo 8 Agar agar 2 <30

9 | Actinomyces control negativo 8 Agar agar 3 <30
Actinomyces control negativo 6 Agar agar promedio <30
Actinomyces control negativo 7 Agar agar promedio <30
Actinomyces control negativo 8 Agar agar promedio <30

1 | Actinomyces control positivo 6 sangre 1 <30

2 | Actinomyces control positivo 6 sangre 2 <30

3 | Actinomyces control positivo 6 sangre 3 <30

4 | Actinomyces control positivo 7 sangre 1 <30

5 | Actinomyces control positivo 7 sangre 2 <30

6 | Actinomyces control positivo 7 sangre 3 <30

7 | Actinomyces control positivo 8 sangre 1 40

8 | Actinomyces control positivo 8 sangre 2 36

9 | Actinomyces control positivo 8 sangre 3 38
Actinomyces control positivo 6 sangre promedio <30
Actinomyces control positivo 7 sangre promedio <30
Actinomyces control positivo 8 sangre promedio 38

1 | Actinomyces 50% 6 sangre 1 <30

2 | Actinomyces 50% 6 sangre 2 <30

3 | Actinomyces 50% 6 sangre 3 <30

4 | Actinomyces 50% 7 sangre 1 <30

5 | Actinomyces 50% 7 sangre 2 <30

6 | Actinomyces 50% 7 sangre 3 <30

7 | Actinomyces 50% 8 sangre 1 38

8 | Actinomyces 50% 8 sangre 2 36

9 | Actinomyces 50% 8 sangre 3 40
Actinomyces 50% 6 sangre promedio <30
Actinomyces 50% 7 sangre promedio <30
Actinomyces 50% 8 sangre promedio 38
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1 |Actinomyces 75% 6 sangre 1 <30

2 | Actinomyces 75% 6 sangre 1 <30

3 | Actinomyces 75% 6 sangre 1 <30

4 | Actinomyces 75% 7 sangre 2 <30

5 | Actinomyces 75% 7 sangre 2 <30

6 | Actinomyces 75% 7 sangre 2 <30

7 | Actinomyces 75% 8 sangre 3 48

8 | Actinomyces 75% 8 sangre 3 50

9 | Actinomyces 75% 8 sangre 3 46
Actinomyces 75% sangre promedio <30
Actinomyces 75% sangre promedio <30
Actinomyces 75% sangre promedio 48

1 | Actinomyces 100% 6 sangre 1 <30

2 | Actinomyces 100% 6 sangre 1 <30

3 | Actinomyces 100% 6 sangre 1 <30

4 | Actinomyces 100% 7 sangre 2 <30

5 | Actinomyces 100% 7 sangre 2 <30

6 | Actinomyces 100% 7 sangre 2 <30

7 | Actinomyces 100% 8 sangre 3 40

8 | Actinomyces 100% 8 sangre 3 38

9 | Actinomyces 100% 8 sangre 3 42
Actinomyces 100% sangre promedio <30
Actinomyces 100% sangre promedio <30
Actinomyces 100% sangre promedio 40
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Anexo 6
Certificacion del Lactobacillus acidophillus ATCC 4356

() Microbiologics®

ertfficate of Ana sis: ilized Microorganis cification and Performance Upon Release

incations Expliration Date: 2019/10/31
momnlsm Name: Lactobaclllus acidophilus Release Information:
Catalog Number: 0243 Quality Control Technologlst: Christine Condon
Lot Number; 243-41% e Release Date: 2018/223
Reference Number: ATCC® 4356
purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medlum:

as are presenl. The predominant colonies are medium to CNA
,*;’.;’f%‘,?é‘xu'ﬁ %ureoular. Tow convex. etose edge and fough: ine

R 0 sih ht
Rer lype is small, Tirc nlire edge and sm olonies are

o lar, %onvu. e

transiusenl and weakly alpha hemohytic,

Microscoplc Features; Method:

Gram posttive rods with rounded ends, occurring singly, In pairs, and in short Gram Stain (1)

chains.

1D System: MALD!I-TOF Othor Features/ Challenges: Results

See attached ID System resulls document, (1) Catalase (3% Hydrogen Peraxide): negamg

PCR Screen for Group B Streptococcus: negative
(LILWA

; ) /«Krw,-—-
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“Dictarmer The last cgt(s) of the Jol number appearing on the product label and packing slip are merely 8 packag ' event number. The lot spiayed on thiy

amteats i the actus base lof number

Note bor Vitek®: Anhough ¥ panel uses many cony 1 tests. the unique ¢
Moduce resuns that ?:‘.an'&,wrrf."a ,3:&'" nbﬂlmd by other n!’l"“l.

nl of the card, combined with the short incubation period, may

+ Refer 10 the encloted product Insert for Instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are letoa ized culture ¢

Y\

LTI MATLA AL PRODWEER
AL FIL LT

ivalve word mark and the AT
() Tre ATCC Ligansed Perbative £mbier. I AT e e0s Podemurns and 10 sas prodixts decmac Rom Ae X8

ATCC Liconsed tademarks 0
Deim st ve cultures

m mnnmnwoWhlSOﬂEC!M'M
- o
( \
otz \
 Becrimivrg)
wﬂsaam
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Anexo 7
Certificacion del Actinomyces viscosus ATCC 15987

-
ST,

(e

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Spacfication and Pedormance Upon Release

SPECIEICATIONS; RELEASE INFORMATION,

Product Name: Actinomyces viscosus Quality Control Technologist: Margaret | \Wagene
Catalog Number: 0750 Release Date: 20230224

Lot Number: 750-38**

Reference Number: ATCC® 15987 ™*
Passage from Reference: 3
Explration Date: 2025/01/31

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Two colony types: small, circular, convex, entire edge, pale white, shiny, translucent; and A/R SBAP
small to large, circular, dome entire, white, dull, opaque.

Microscopic Features: Method:

Straight to slightly curved gram positive rods and slender filaments, also some short rods;  Gram Stain (1)
branching may be observed.

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached 1D System resulls document.
Other Features/ Challenges: Results

s o
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive Wit priar i

Amanda Kuperus
Diractor of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“Disclamer: The last dgil(s) of the lot numbar appeanng on the product label and packing ip are merely a packaging evemt rumber. The 1ol mumber desplayed
on s certificase is the actual base kot number.

Refer to the enclosed product insert for instructions. intendesd use and hozardisalety Information.
Ingrndual pi are bie 10 a rocognized culture collaction
(1) These tests are accrectod 10 ISONEC 17025,

ACCREDITED
TESTING CERT 52065501

{*) The ATCC Licensed Denvatve Emblem, the ATCC Licensed Dervative word mark and the ATCC catabog marks are tadamarhs of
ATCC L-u-mﬂ" ) ATCC, Microbiclogics, Inc. is licensed 10 use these trademarks and 10 sell products dornad from ATCCE cultures
St WS

mEraREnOe MATENEAL PROUUCEN
ARt s

w 2012 Microtuclogics, Inc. A Rights Reserved. 200 Coaper Avenue Nosth Sant Cloud, MN 56303 Page 1 ol 0OC 284
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Anexo 8
Certificacion del Trichoderma Harzianum (cepa nativa)

“\*’ “  CORPORACION LABORATORIOS

Biopiag

REGENERANDO VIDA

CARTA N° CLB-01-03-2024

A: Olmedo Zavala Shanda Alexvy
Surco Condori Lisbeth
Estudiantes: Escuela profesional; Farmacia y Bioquimica
Universidad Nacional De San Antonio Abad del Cusco.

DE: Corporacion Laboratorios BIOplag E.LLR.L
Mg.Cs. Bidloga Marcia Cardenas Roque
Gerente General

ASUNTO:

De mi mayor consideracion:

Blga: Marcia Cardenas Roque representante legal de la empresa Corporacién Laboratorios
BIOplag E.LLR.L. Con RUC: 20490060121 con direccién en PP.JJ. C. Civil L-3 Santiago y/o
Calle Lechugal N° 351-B del cercado de Cusco.

Se informa sobre la compra de microorganismos; con fines de investigacion; tesis; titulo:
“Evaluacién nutritiva del bioestimulante liquido elaborado a partir de cerveza residual
en el desarrollo de microorganismos benéficos: Trichoderma, Lactobacillus y
Actinomicetos”.

Que la cepa adquirida corresponde al HONGO ANTAGONISTA: Trichodermo harzianum
(Cepa nativa CLB-Th-2601); el laboratorio garantiza y certifica la especic adquirida para fines
que viera por conveniente,

Cusco, 07 de marzo del 2024

Atentamente:

Gerente General BiOplag E.LLR.L.
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Anexo 9
Informe de analisis de Enmenda organica liquida-nutricional

=% VALLE GRANDE

Laboratorio de Quimica Agricola

SOLICITANTE : JMC GERENCIA Y CONSTRUCCION SAC ANALISIS N°
PREDIO : JMC GERENCIA ¥ CONSTRUCCION SAC LUGAR :
MATRIZ : ENMIENDA ORGANICA LIQUIDA FECHA DE RECEP. :

: 73S.01EOL -2022

cuzco

21072022

INFORME DE ANALISIS DE ENMIENDA ORGANICA LIQUIDA - NUTRICIONAL
MUESTRA : MUESTRA DE BIOESTIMULANTE

PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO TECNICA
pHaTemp 19°C 5.93 NEOL - D21 EBlectrométrico
Conductividad Eléctncaa 25°C B8.80 dSim NEOL - D32 Electrométrico
Dernsidad a Temp 18 °C 1.04 gl/am? NEOCL - D23 Grawvimétrica
Sélidos Totales 7.83 % NEGCL - D34 Grawvimélrico
Materia Organica 6.90 % NECL - D35 Granvimélnica
Carbono Organico 4.00 %

Cenizas Solubles (*) 0.89 % NEOL - D26 Gravimétrica
Impurezas 0.04 * NECL - D37 Gravimétrico
Nitrogeno Total IN:) 5768.13 pom NECL - DOE Kjaldahl
Fasforo Total 3] 479.79 pom NEOL - D29 Colonmétnico
Potasio Total 1x) 2437.70 pom NEOCL - D10 FAAS
Calcio Total {Ca} 50.63 pom NEOCL - D11 FAAS
Magnesio Total I Mg} 163.88 pom NEOL - D12 FAAS
Azufre Tosal 15} 1187.13 pom NECL - 013 Turbidmétrico
Sodio Total {Na) 72.52 pom NEOL - 014 FAAS
CloroTotal {oi)y 113.60 pom NECL - 018 Argentoménco
Cobre Total {Cu) 0.93 pom NEOL - DV5 FAAS
Zinc Total {2n) 14.76 pom NEOL - D17 FAAS
Manganeso Total { Mn ) 146 pom NECL - D18 FAAS
Hiero Toal {Fo) 34.50 ppm NEGCL - 019 FAAS
Boro Total {8) 4.23 pom NECL - 020 Colotimétrico

LG nesetads euids agresads ey vossa aigad

DONDE:

™" : Cmmtran solubbes an #0 | S0 % 4wV |

“ : M | Volarnen

PP melL

raas Eipectrometras dw Abscrcssn Atderrcs por Lsma

MEOL fetadae Propéo del Laborstonio

NOTA:

L Los resuftados presentadas conesponden SO0 a b muesta indcada.
2 Sa prohibe 1a reproducadn pancial o sotal del prescre informe sin k3 autorzacien def Labotono de Quimica Agricoia

\

| ALl e X | o

 CREaEE Qe a et

J - 4

MO O Alesin Bavcesda Chacon
JEFE DUL LABOMATOMM

MBu. Age, Julie Contro Less
DINECTON DEL LARORAYOMNMN

romotora de Obras Sociales y de Instruccion Popular
anamericana Sur Km, 144, San Vicente de Calbete, Lima - Pera

feléfono: (S11) 581 2261 | Celular: 991 692 563

mall: laboratorio@vallegrande.edu.pe | Web: wwwvallegrande.edu.pe
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Anexo 10

Activacion de cepas, técnica de KwikStik

KWIKSTIK'

KWIKSTIK

INSTRUCCIONES CON ILUSTRACIONES

~

Deje que i3 bolsa de KWIK-STIK sin abrir

s adapte a |3 temperatura ambiente. Abra

Iz bolsa rasgando 3 I3 altura de la muesca

y quite la unidad de KWIK-STIK. J

\

Manténgalo vertical y

polpes suavementa
sobre una suparficie

dura para faciitar el flujo

del liquido por el mange

hasta la parte inferior dz =
Iz unidad que contiene &l

granulo.

Retre la porcion de I etiqueta de tirar y
rasgar y coldguasels a la placa de cultivo
prncipal o al registro de CC. No desarme
&l dispositivo durante |a hidratacion.

Inccule i3 placa de cultvo principal grando
con suavidad el hisopo sobre un tercio de
Iz placa.

N

»

- o

\

Por medio de un asa esterlizada, haga
estnas para faciitar 2 aislamiento de i3

wa

»

Sobre el borde de |a mesa de trabajo o B
encimera, agnate |a ampolla en 13 parte
superior de KWVIK-STIK {justo debajo del
menisco del liquido de la ampola) para
liberar e! kquido hidratante.

De inmediato, sature el hisope

abundantemente con el material

hidratado y transfiéralo 3l medio con

agar correspondiente o utilicelo segun 2l

procedimiento operativo estandar def
Llabomodo. J

&W

De inmediato, incube [3(s) placa(s)
invertdals) de cultivo principal
inoculada(s) a temperatura y en
condiciones apropiadas para el
Fara ver el mafodo de cutvo ngrese &
12 pdgina del prooucio en

WV TCTobIICgICS. com. y

Descarte el
KWIK-STIK de forma
apropiada para
desechos de rissgo
biologico.
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REGISTRO FOTOGRAFICO

Fotografia N° 1 Fotografia N° 2

Las imagenes N°1 y N°2 corresponde a la recoleccion de la muestra, obtenida de la
empresa JMC SAC, cuya planta esta ubicada en distrito de Chinchero, de la
provincia de Urubamba. El bioestimulante fresco se ha recolectado en los envases
estériles para llevarlos al laboratorio de Microbiologia para su almacenamiento.

Fotografia N°3 Fotografia N°4 Fotografia N°5

Las imagenes N°3, N°4 y N°5 corresponden a la esterilizacion de material de
laboratorio, esto antes de cada ejecucion de los procedimientos experimentales,
garantizando asi la eliminacién de microorganismos que puedan comprometer la
validez de los resultados.
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Fotografia N° 6 Fotografia N°7 Fotografia N°8

Las imagenes N°6,N°7 y N°8 corresponden al analisis fisicoquimico que se realizo
para medir el pH utilizando el método del potenciometro a distintas temperaturas en
el laboratorio de microbiologia.

Fotografia N° 9 Fotografia N°10

Las imagenes N° 9 y 10 corresponden a la evaluacion organoléptica del
bioestimulante liquido en el laboratorio de Microbiologia.
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Fotografia N° 11 Fotografia N° 12

Las imagenes N°11 y N°12 corresponden a la toma de 1 ml de las soluciones
previamente preparadas, que luego se cultivaron por triplicado. Para el control

microbiolégico.

Fotografia N° 13 Fotografia N° 14 Fotografia N° 15

Las imagenes N°13, N°14 y N°15 corresponden a la preparacion de medios de
cultivo en agar y al control microbiologico realizado en agar MacConkey, Sabouraud
y agar selectivo para Salmonella-Shigella. Las muestras fueron sembradas por

triplicado e incubadas a 37°C durante 72 horas.
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Fotografia N°16 Fotografia N°17 Fotografia N°18

Las imagenes N°16,17 y 18 corresponden al proceso de activacion y cultivo de
Lactobacilllus acidophilus atcc. Para ello se inoculo la cepa de la bacteriana
liofilizada en un tubo con tapa rosca con 7ml de caldo M.R.S, incubando el tubo con
la cepa bacteriana por 48 horas a 37°c en condiciones de anaerobiosis.

Fotografia N°19 Fotografia N°20 Fotografia N°21

Las imagenes N°19,20 y 21 corresponden a los resultados del crecimiento
Lactobacillus acidophilus en las placas de MRS.
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Fotografia N°21 Fotografia N°22 Fotografia N°23

Las imagenes N°21, N°22 y N°23 documentan el proceso de activacion de la cepa
de Actinomyces viscosus en agar sangre y la incubacion en anaerobiosis a 37°C.

El agar sangre, debido a su composicion rica en nutrientes y factores de crecimiento,
es adecuado para el desarrollo de este microorganismo permitira evaluar las
caracteristicas morfologicas de las colonias.

Fotografia N°24 Fotografia N°25

Las imagenes N°24 y N°25 corresponden a los resultados de Actinomyces viscosus
en agar sangre , tras su incubacion en condiciones anaerobias..
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Fotografia N°26 Fotografia N°27 Fotografia N°28

N

Las imagenes N°26, N°27 y N°28 corresponden al procedimiento de pesaje del
Trichoderma Harzianum para la preparacion de soluciones o medios de cultivo. Este
proceso implica la medicidn precisa de los ingredientes necesarios para garantizar
la correcta formulacién y concentracion de las soluciones. El pesaje se realiza
utilizando una balanza analitica, y cada componente se mide con alta precision.

Fotografia N°29 Fotografia N°30

Las imagenes N°29 Y N°30 corresponden al cultivo del trichoderma harzianum en
la campana de extraccidon para evitar alguna contaminacién ademas se llevo la
incubacion en anaerobiosis a 26°C.
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Fotografia N°31 Fotografia N°32

\ir T ’,_:‘9.,/. g

Las imagenes N°31 y N° 32 corresponden a los resultados del crecimiento de
Trichoderma harzianum.
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