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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue producir un biofertilizante mediante la fermentacion
del estiércol de cuy o cuyinaza por la accion de una cepa bacteriana del género
Lactobacillus aislada del fermento de chicha de cebada y minimizar el impacto negativo al
ambiente causado por el estiércol de los cuyes generado diariamente en una granja de
produccion. Se aislo, identifico y caracterizd bioquimicamente una cepa bacteriana de
Lactobacillus sp. con morfologia bacilar, Gram positivo, catalasa negativa, oxidasa
negativa, no esporulada, fermentadora de glucosa, lactosa y/o sacarosa, sin produccion de
sulfuro de hidrégeno (H,S) ni de gas. Doce tratamientos fueron sometidos a un proceso de
fermentacion durante cinco dias empleando la cepa Lactobacillus sp. y se preseleccion6d
tres tratamientos T1, T4 y T6 con un pH menor de 4,50. Se efectué un nuevo proceso
fermentativo durante cinco dias, siendo el tratamiento T4, constituido por 0,15 L de
indculo de bacterias Lactobacillus sp., 0,25 kg de melaza de cafia y 0,60 kg de cuyinaza, el
seleccionado como el mas eficiente porque alcanz6 un pH promedio de 2,83+0,15 y un
porcentaje promedio de acido lactico titulable de 3,60+0,12. El biol y biosol obtenidos del
tratamiento T4 presentaron 6020 mg.L" y 2,16 por ciento de nitrégeno, 3349,75 mg.L™" y
0,90 por ciento de fosforo, 18900 mg.L™" y 5,15 por ciento de potasio, 173,10 g.L™' y 78,34
por ciento de materia orgénica respectivamente. Y ademads, presentaron un alto contenido
de micronutrientes. No se reportd la presencia de bacterias patdgenas como coliformes
totales, coliformes fecales y Salmonella sp.. El Biol T4 mantuvo su pH por debajo de 4,03
durante un periodo de 75 dias. El ensayo de toxicidad en las semillas de “lechuga”
(Lactuca sativa L.) de la variedad Duett indic6é que el Biol T4 diluido al 0,01 por ciento
resultd ser Optimo porque mostrd una acidez que no inhibid la germinacién y que logrd un

Indice de Germinacion (IG) cercano al 100 por ciento.

Palabras claves: Biol, cuyinaza, Lactobacillus sp., fermentacion, chicha de cebada.
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ABSTRACT

The objective of this research was to produce a biofertilizer by fermentation of the guinea
pig manure by the action of a bacterial strain of the genus Lactobacillus isolated from the
fermentation of barley chicha and to minimize the negative impact to the environment
caused by the guinea pig manure generated daily on a production farm. Was isolated,
identified and characterized biochemically a bacterial strain of Lactobacillus sp. with
bacillary morphology, Gram positive, catalase negative, oxidase negative, non sporulated,
glucose fermenter, lactose and / or sucrose, without production of hydrogen sulphide (H,S)
or gas. Twelve treatments were submitted to a fermentation process for five days using the
Lactobacillus sp. strain and were preselected three treatments T1, T4 and T6 with a pH of
less than 4,50. Was carried a new fermentation process during five days, being the
treatment T4, constituted by 0,15 L of inoculum of bacteria Lactobacillus sp., 0,25 kg of
cane molasses and 0,60 kg of guinea pig manure, the one selected as the most efficient
because it reached an average pH of 2,83+0,15 and an average percentage treatable lactic
acid of 3,60+0,12. The biol and biosol obtained from the T4 treatment presented 6020
mg.L™" and 2,16 percent of nitrogen, 3349,75 mg.L" and 0,90 percent of phosphorus,
18900 mg.L™" and 5,15 percent of potassium, 173,10 g.L"' and 78,34 percent of organic
matter respectively. In addition, they had a high micronutrient content. The presence of
pathogenic bacteria such as total coliforms, fecal coliforms and Salmonella sp. were not
reported. Biol T4 maintained its pH below 4,03 over a period of 75 days. The toxicity test
on “lettuce” (Lactuca sativa L.) seeds of the Duett variety indicated that the Biol T4
diluted to 0.01 percent proved to be optimal because it showed an acidity that did not

inhibit germination and achieved a Germination Index (IG) of close to 100 percent.

Key words: Biol, cuyinaza, Lactobacillus sp., fermentation, barley chicha.
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INTRODUCCION

Actualmente, los negocios internacionales de productos alimenticios agrarios exigen el
cumplimiento de ciertos estandares de calidad e inocuidad que garanticen un consumo
libre de afectaciones a la salud de las personas. La agricultura organica estd surgiendo
como una alternativa viable para satisfacer esas exigencias, puesto que es un sistema de
produccion que favorece a la salud de los suelos, el ecosistema y las personas (Federacion
Internacional de Movimientos de Agricultura Organica [[FOAM], 2017), Para lo cual, el
uso de agroquimicos debe ser muy reducido o nulo siendo la agricultura organica una

alternativa viable de reemplazo técnica, ecologica y econdmicamente (Danzos, 2007).

El uso directo de los estiércoles de animales como fertilizantes organicos proporciona al
suelo y a las plantas una significativa cantidad de nutrientes. Sin embargo, la aplicacion
directa de dicho fertilizante orgénico podria incorporar una gran carga de patégenos que
afectarian a las personas que tengan contacto con el sembrio (Teran, 2009). Ademas, se
generan impactos negativos en el ambiente como la salinizacion de los suelos, la
contaminacion de nitratos en aguas subterraneas y la emision de gases de amonio y metano
al aire. La eutrofizacion de los cuerpos de agua cercanos a lugares fertilizados con excretas
de animales, tiene como consecuencia la proliferacion de fitoplancton y especies
macroéfitas, limitando el ingreso de oxigeno al agua e impactando negativamente la vida
acuatica. Por estas razones, es necesario procesar los estiércoles antes de ser usados como

fertilizantes para que su impacto ambiental sea positivo y no negativo (Peralta, 2010).

Los microorganismos tienen un rol importante en la agricultura debido a que muchos de
ellos funcionan como estimulantes en la germinacion de semillas y en el enraizamiento,
incrementan los nutrientes por la accién de sus metabolismos, mejoran la estructura
edafica, controlan bioldgicamente la presencia de patogenos, remedian y eliminan
contaminantes. Razones por las cuales, se debe hacer énfasis en las tecnologias
provenientes de la microbiologia en la agricultura. Una técnica beneficiosa y simple se
logra con el uso de los biofertilizantes. (Bowen y Rovira, 1999 citado por Grageda-

Cabrera, Diaz-Franco, Pefia-Cabriales, y Vera-Nufiez, 2012).
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Los biofertilizantes son productos derivados de un proceso microbiano que ayudan a las
plantas mejorando su nutricion y proporcionandoles proteccion. Dentro de los
microorganismos mas utilizados en los procesos de produccion de biofertilizantes se tiene
a hongos micorricicos y bacterias. Estas bacterias son promotoras del crecimiento vegetal
fijando nitrégeno atmosférico, produciendo vitaminas, nutriendo la rizésfera y controlando

la presencia de patdgenos (Grageda-Cabrera et al., 2012).

La presente investigacion busca dar un aporte en la produccion de biofertilizantes o
fertilizantes orgéanicos fermentando estiércol de cuy o cuyinaza por poseer un buen
potencial agronémico (Oliveira, 2010), mediante la accion de una cepa bacteriana de
Lactobacillus sp. aisladas del fermento de la chicha de cebada. Ademas, porque en la
actualidad, se ha elevado la produccion de la cuyinaza debido al incremento de la crianza

de cuyes a nivel comercial en muchas zonas del Perti (Ministerio de Agricultura y Riego
[MINAGRI], 2016).

Los objetivos de este trabajo de investigacion son los siguientes:

- Aislar, caracterizar morfologica y bioquimicamente, y obtener un inéculo de las

bacterias del género Lactobacillus presente en el fermento de la chicha de cebada.

- Seleccionar el tratamiento mas eficiente en la produccion de biofertilizante por
fermentacion de la cuyinaza entre aquellos que obtengan pH menor a 4,50, sin la
presencia visible de cepas de microorganismos como mohos o levaduras en su

superficie y que no presente olor fétido.

- Medir el porcentaje de acidez titulable, analizar la presencia de coliformes totales y
fecales, analizar la composicion fisico-quimica de interés agronomico y calcular el
ndice de Calidad de la Materia Organica del biofertilizante producido por el

tratamiento mas eficiente.
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CAPITULO I: REVISION DE LITERATURA

1. ANTECEDENTES

Zamudio (2005), aislé bacterias del género Lactobacillus a partir de la chicha de jora,
masato, vinos, aceitunas, quesos, yogurt y jugo de frutas naturales. Utiliz6é 0,50 mL o
0,50 g de la muestra liquida o so6lida respectivamente, enriqueciéndola con caldo Man
Rogosa Share (MRS) e incubandolas a 28 °C por 48 horas en microanaerobiosis dentro
de una jarra-vela. Se sembro, luego, en agar MRS mediante la técnica de las estrias
considerando entre 48 y 72 horas. Se cultivo en caldo MRS a las colonias seleccionada,
incubandose por 24 horas a 28 °C. Posteriormente, para uniformizar colonias, se
subcultivd en agar y en caldo MRS. Se identificé y selecciond a las colonias como
género Lactobacillus si fueron catalasa negativa, fermentadores de azucar, Gram

positivo, no esporulados, bacilos y microaerofilicos.

Tobia, Uribe, Villalobos, Soto y Ferris (2003), aislaron, seleccionaron y caracterizaron
bacterias acido lacticas en ensilajes de soya. La soya con la que se investigo fue cortada
y una parte fue soleada para minimizar su humedad, conformando dos dosis: una
hidratada y la otra con hidratacion parcial . Las proporciones de melaza usadas fueron
de 0 por ciento, 4 por ciento y 8 por ciento, que luego de mezclarlas con la soya fueron
introducidas en bolsas plasticas transparentes y cerradas para evitar la oxigenacion. Se
utiliz6 un disefio al azar con arreglo factorial 3x2, tres dosis de melazas y dos de soya.
Para el aislamiento, se extrajeron 10 g de muestra de los tratamientos que no
presentaran olores putrefactos, no presenten textura pajosa y que logren pH menores a
cinco. La muestra se mezclo en 90 ml de agua destilada desde el cual se extrajo 0,10 ml
para sembrarlo en agar Rogosa por cinco dias a 30 °C. Tiempo después, se caracterizo a

las colonias con



pruebas de catalasa, tincion de Gram y pruebas Api 50 CHL. Resultando que la cepa

aislada presento caracteristicas a mas del 90 por ciento de Lactobacillus brevis.

Ossa, Vanegas y Badillo (2010), buscaron la concentracion 6ptima de melaza de cafia
que permitiera el desarrollo de la bacteria Lactobacillus plantarum. Se ajusté el pH con
algunos productos quimicos en los tratamientos que fueron sometidos a diferentes
temperaturas durante 24 horas. El pardmetro evaluado fue el crecimiento bacteriano, el
cual fue de 10° UFC.mL"' para concentracion de melaza al 20 por ciento y 25 por ciento,
y de valores menores en las demds concentraciones: 5 por ciento, 10 por ciento, 30 por
ciento. Al aplicar un andlisis de varianza factorial se evidencidé que no existia
diferencias significativas entre las concentraciones de 20 por ciento y 30 por ciento,
razén por la cual se selecciond la concentracion del 20 por ciento (p/v) logrado a
30,00£1,00 °C durante 24 horas con 5,20+0,10 de pH porque fue de menor costo. Se
demostré que la melaza de cafia incrementa la actividad microbiana 4cido lactica con un

sustrato de melaza al 20 por ciento.

Estela, Rychtera, Melzoch, Quillama y Egoavil (2007), investigaron acerca de la
produccion de acido lactico por la actividad de Lactobacillus plantarum a través de
cultivos batch y continuo. Los cultivos estaban compuestos por glucosa, levadura,
KH,PO4, (NH4),HPOy,, citrato de amonio, MgS0O4.7H,O y MnS0O4.4H,0. fueron siete
ensayos de cultivo batch en los cuales se evaluo el rendimiento de la biomasa y el 4cido
lactico producido. La cantidad de ensayos que se realizaron para el cultivo continuo
fueron seis. Todos fueron monitoreados con un software cada dos horas registrandose el
contenido de masa seca, concentracion de glucosa y concentracion de lactato, que es
convertible en equivalentes de 4cido lactico. Los resultados indicaron que a menor
cantidad de sales de manganeso se logrd un 100 por ciento de conversion del sustrato en
los cultivos batch, mientras que en el cultivo continuo se alcanz6 la mayor produccion

de 4cido lactico y de biomasa en una dilucion 0.50 L.h™" del sustrato suministrado.

Gonzélez, Gomez y Jiménez (2003), recopilaron informacion referente a las cualidades

antimicdticas de las bacteriocinas producidas mediante el metabolismo de las bacterias



acido lacticas. Al unirse a la membrana citoplasmatica, las bacteriocinas forman en ella
poros por donde fluyen iones desde la célula, debilitindola al inicio para después
causarle la muerte. Razon por la cual se caracterizan eficientemente como inhibidores
microbianos que afectan la salud humana y animal. Las bacteriocinas mas
representativas son la nisina y la plantaricina generadas por bacterias Gram positivas del
género Clostridium, Staphylococcus, Bacillus, Lysteria y Lactobacillus plantarum

respectivamente.

Del Pino, Perdomo, Repetto y Mori (2008), experimentaron con estiércol de gallina,
estiércol de vaca y cama de pollo para encontrar comportamientos en la mineralizacion
de estos materiales al ser incorporados en el suelo. Los aspectos considerados fueron el
aporte de nitrogeno, influencia en la estructura del suelo y la cémo influyen en las
actividades microbianas edaficas. Los tratamientos con sus tres repeticiones estuvieron
compuestos por los estiércoles sin la presencia de oxigeno por 11 semanas y a 21 °C.
Se midié el pH, conductividad eléctrica, humedad y desde muestras extraidas de los
tratamientos se midio el nitrégeno mineral presente. La cama de pollo incorpor6 mas
nitrogeno mineral, seguida del estiércol de gallina y luego de la vaca. Para la
produccion de CO,, consecuencia de la respiracion microbiana, el suelo con estiércol de
gallina produjo mas, luego la cama de pollo y después el estiércol de vaca. En cuanto a
la actividad microbiana, la incorporacion de estiércol al suelo promueve el accionar de
la flora microbiana que proporciona beneficios al suelo para que se desarrollen las

plantas.

Peralta, Juscamaita y Meza (2016), produjeron biol desde excretas de ganado vacuno
con la aplicacion del consorcio microbiano acido lactico B-lac. Se consideraron 25
tratamientos de 1,50 kg cada uno constituidos por melaza, consorcio B-lac y excretas.
Se selecciono a los tratamientos que obtuvieran pH menor, ausencia de malos olores,
cepas de mohos y levaduras. Se realizé una nueva experimentacion con los tratamientos
seleccionados cuyo peso inicial fue de 2 kg por cada uno. Se evalud diariamente el pH 'y
el porcentaje de acidez titulable. Posteriormente, se analizd6 microbioldgica y fisico-
quimicamente, calculdndose la relacion C/N del producto producido. Se aplicé un

Diseflo completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 5x5 y tres repeticiones. Para



el analisis estadistico se aplico un andlisis de varianza con la Prueba de Tukey para la
comparacion de medias (p<0,05) a través de la version 8,20 del software SAS. Se
selecciono al tratamiento 20 (20 por ciento melaza, 15 por ciento B-lac) porque obtuvo
el menor pH, que en el andlisis microbioldgico reportd ausencia de coliformes totales y
fecales. Del biol obtenido del tratamiento 20, se calculdo en 25 la relacion C/N. Se
concluyd que al quinto dia de iniciada la fermentacion de las excretas de ganado vacuno
por accion del consorcio B-lac se logrd producir abono organico liquido con mayores

concentraciones de nitrogeno, fosforo y potasio que otros bioles comerciales.

Romén (2012), tratdé bioldgicamente a la cuyinaza para elaborar un biofertilizante
mediante la fermentacion. Se consideraron 16 tratamientos conformados por cuyinaza,
melaza y consorcio B-lac dentro de envases cerrados herméticamente, midiéndose el pH
durante once dias. Se seleccionaron los tratamientos que lograron un pH de 4,50 o
menor al quinto dia de iniciada la fermentacion, entre aquellos que presentaron mayor
nivel de insumos que los hacen mas costosos y porque no presentaron diferencias
significativas con los tratamientos seleccionados. El tratamiento T13 fue elegido como
el mejor y estuvo compuesto por 20 por ciento de melaza, 10 por ciento de B-lac y 70
por ciento de cuyinaza. La fermentacion realizada con el consorcio B-lac resulta ser una
opcion en el manejo de la cuyinaza porque permite la produccion de biofertilizantes:

biol y biosol.

BASES TEORICAS

2.1. Residuos Solidos de Granjas

El incremento de la crianza de animales en granjas unido al deficiente manejo de
sus residuos organicos podrian generar algin impacto negativo en el suelo, cuerpos
de agua, sanidad de los mismos animales, ademds de afectar paisajisticamente el
lugar donde son acumulados. Asimismo, podrian favorecer al desarrollo de

procesos patoldgicos y bacterianos cuyos efectos podrian convertirse en un



2.2.

problema (Shimada, 1983 citado por Julca, 2000). Dentro de los residuos organicos
de las granjas se tiene a las deyecciones sélidas y liquidas, las camas o superficies
en donde habitan los animales, restos de alimentos, entre otros. Las excretas o
deyecciones solidas son los principales residuos generados en los sistemas de
produccion animal, siendo éstas las principales responsables de los impactos sobre
el aire, el suelo y el agua, debido a que se concentran en areas reducidas y son
ademads fuentes de nutrientes, metales pesados, antibidticos y patégenos (Herrero y
Gil, 2008 citado por Peralta, 2010). La generacion de olores es otra consecuencia
de la actividad de crianza de animales a gran escala debido a los procesos

anaerobios que finalmente generan amoniaco.

Cuy

El cuy (Cavia porcellus), cuya carne es apreciada por su alto contenido nutritivo
(Ordofiez, 2003) y por su bajo nivel de grasa (ver Tabla 1), es una alternativa para
paliar las necesidades alimenticias de las personas en muchos lugares de bajo nivel
socioeconomico (Figueroa, 1988 citado por Molina, 2012). Desde hace muchos
aflos, este animal convive con las personas en Colombia, Ecuador, Bolivia y Pera
(Chauca, 1997; Quispe, 2012 citados por Tapie, 2013). En los ultimos afios, se ha
generado una mayor demanda de este animal por el incremento de su consumo en

las zonas urbanas (MINAGRI, 2016).

En el Perq, los cuyes se desarrollan en muchos departamentos, siendo en Ancash,
Apurimac, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, La Libertad y Lima, los lugares de
mayor producciéon (MINAGRI, 2016). Desde hace algunos afios, el nimero de
granjas para la crianza de cuyes va en aumento, en donde se busca una mayor
produccion, lo cual implica mejorar las técnicas de cuidado. Un factor de cuidado
es el exceso de humedad del lugar en donde habitan los cuyes, debiendo ser
controlado con algun tipo de camas, que podria ser paja, aserrin, viruta, entre otros

materiales (Enriquez y Rojas, 2004).



2.3.

Tabla 1

Composicion nutritiva de productos cdrnicos

Especie Proteina (%) Grasa (%) Energia Digestible (Kcal)
Cuy 20,30 7,80 960,00
Conejo 20,40 8,00 1590,00
Cabra 18,70 9,40 1650,00
Vacuno 18,70 18,20 2440,00
Ave 18,20 10,20 1700,00
Porcino 12,40 35,80 3760,00
Ovino 18,20 19,40 2530,00

Fuente: Sarria (2005) citado por Tapie (2013).

En relacion a la alimentacion y digestion, Ataucusi (2015) indica que el cuy por ser
una especie herbivora monogéstrica se puede alimentar de granos, harinas, asi
como de pastos y forrajes. En estos animales, la digestion enzimatica se inicia en el
estomago, en donde se produce la fermentacion bacteriana. Asimismo, como parte
de su fisiologia, los cuyes realizan cecotrofia que consiste en comer su primera
digestion para reutilizar el nitrégeno que aiin no fue asimilado por el organismo. La
composicion de la dieta alimenticia influird en la actividad digestiva de los cuyes

repercutiendo en las caracteristicas de las excretas que generen.

Cuyinaza

La cuyinaza o estiércol de cuy es el residuo orgéanico recolectado de las granjas o
unidades de crianza de estos animales. Estd conformado, no solo por las excretas,
sino también por alimentos sobrantes, pelos de los animales y otros materiales. La

cuyinaza esta compuesta por un significativo nivel de nitrogeno, fosforo y potasio

(Montes, 2012).



Las excretas de los cuyes son recursos organicos aprovechables y sus caracteristicas
quimicas dependera del tipo de alimento que hayan recibido y del proceso digestivo
que posea (Chauca, 1997). Por la forma y por el bajo peso, las excretas del cuy son
faciles de transportar, caracterizandose por ser porosas, no muy buenas para retener
humedad y por tener mayor cantidad de proteinas en relacion a las excretas de

ganado vacuno o de gallina (Iparraguirre, 2007).

La cuyinaza o estiércol de cuy presenta alto contenido nutricional en comparacion a
los estiércoles de otros animales (Montes, 2012). Se observa en la Tabla 2 que el
nivel de nitrogeno y fosforo de la cuyinaza es superior al registrado por el caballo,
vacuno y cerdo. Situacion no tan marcada para el macronutriente potasio en donde

la diferencia es menor entre el cuy y los demds animales.

Tabla 2
Contenido nutricional del estiércol de cuy y de otras especies (medido en gramos

por cada 100 gramos de excretas)

Especie Humedad Nitrogeno Fosforo Potasio
Cuy 30,00 1,90 0,80 0,90
Vacuno 79,00 0,73 0,23 0,62
Aves 55,00 1,00 0,80 0,39
Caballo 59,00 0,70 0,25 0,77
Cerdo 74,00 0,49 0,34 0,47

Fuente: Montes (2012).

La cuyinaza se aplica directamente como enmienda microbiana a los terrenos de
cultivo con ayuda de arados o de manera manual. Esta practica no es la mas
recomendada porque no todos los nutrientes que contiene la cuyinaza pueden ser
asimilados por las plantas, requieren de un proceso adicional fermentativo (Teran,

2009).
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2.5

Debido a su alto contenido nutricional, la cuyinaza podria ser un importante insumo
en la produccion de alimentos para diversos animales como ovinos, vacunos,
camélidos, siempre que se realicen los procesos pertinentes. A su vez, este estiércol
no deberia ser desconocido para la preparacion de biofertilizantes o fertilizantes

organicos tales como humus, compost, biol y biosol (Montes, 2012).

Procesos Fermentativos Acido Lacticos

La fermentacion es un proceso mediante el cual se transforma biologica y
anaerobicamente la materia organica en alcohol, acido lactico y gases, con la
participacion enzimatica de bacterias y levaduras (Sanchez, 2011). En tal sentido,
los procesos fermentativos acido lacticos son reacciones de oxidacion anaerobia de
carbohidratos realizados por bacterias acido lacticas para obtener energia que
necesitan en ausencia de oxigeno. Estos procesos estaran condicionados a la
cantidad de azlcares y de las condiciones anaerobias (Jiménez y Moreno, 2003). La
fermentacion acido lactica se inicia en la glucoélisis, en donde se oxida una
molécula de glucosa para formar dos moléculas de 4cido pirtivico, generando
energia en la forma de dos moléculas de ATP. Luego, el 4cido pirtivico es reducido
hacia acido lactico por la acciéon del NADH (Tortora, Funke y Case, 2007). Esta
transformacion se efectia inicialmente con los azlcares, luego alcoholes y
finalmente 4cidos. De esa manera, la glucosa se transforma en acido piruvico que

luego genera alcohol etilico, 4cido lactico, entre otros (Ramos, 1986).

Bacterias Acido Lacticas (BAL)

2.5.1. Caracteristicas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son cocos o bacilos Gram positivos,

anaerobios, microaerdfilicos o aerotolerantes que producen, principalmente,



acido lactico por la fermentacion de carbohidratos (Ramirez, Rosas,
Velazquez, Ulloa y Arce, 2011), encontrandose en la naturaleza, son aisladas
desde alimentos, tierra, plantas, tracto digestivo, mucosas de animales, entre
otros. No reducen nitratos y requieren de glucosa, aminoacidos, vitaminas y
otros factores para su desarrollo (Leveau y Bouix, 2000 citado por Ortiz,
2006). Dentro de los metabolitos generados por la fermentacion lactica se
encuentran las bacteriocinas que son proteinas con la cualidad de ser
bactericidas de patdgenos. Asimismo, los dcidos organicos producidos por las
BAL reducen el pH que inhibe a las bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Cuando el pH es menor a 4,50, la presencia de microorganismos

patdgenos es minima (Pefia, 2008; Biosca, 2005 citado por Molina, 2012).

Las BAL se pueden clasificar de acuerdo a varios criterios, considerando la
apariencia morfologica pueden ser cocos o bacilos, segun la fermentacion que
realicen de los carbohidratos serian homofermentativas o heterofermentativas,
tomando en cuenta la temperatura adecuada para su crecimiento se clasifican
en mesoéfilas o termofilas, por su tolerancia a la sal serian halotolerantes o no
halotolerantes y por su genética taxondémica podrian ser de los géneros
Lactobacillus, Tetragenococcus, streptococcus, Alloicoccus, Lactococcus,
Aerococcus, Leuconostoc, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Carnobacteriian y Weissella (Fox et al., 2000; Eck, 1990; Axelsson, 1993;
Mayra-Makmen et al., 1993 citados por Rodriguez, 2007).

2.5.2. Metabolismo

El metabolismo de las BAL se presenta a través del catabolismo de la glucosa
para conseguir la energia que necesitan. Esta energia es conservada a través
de fosforilaciones en el sustrato que conforman enlaces en el ATP (Garcés,
Berrio, Ruiz, Serna y Builes, 2004). Las BAL pueden ser homofermentativas
o heterofermentativas. Las primeras, solo producen acido lactico fermentando

la glucosa a través de la glucdlisis o via Embden-Meyerhof-Parnas, en donde



una molécula de glucosa produce lactato (ver Figura 1), entre estas bacterias
se considera a Lactococcus, Streptococcus, Pedicococcus, Vagococcus y
algunos Lactobacillus. Mientras que las heterofermentativas (ver Figura 2),
convierten las hexosas en pentosas por la via pentosa fosfato produciendo
acido lactico, acido acético, etanol y didéxido de carbono, se consideran en
este grupo a Leuconostoc y algunos Lactobacillus (Ramirez et al., 2011;

Ortiz, 2006).

2.5.3. Aplicaciones de las BAL

Industrialmente, las BAL se aplican en alimentos como la leche, carne y
vegetales para obtener yogurt, quesos, embutidos, debido a la cualidad
fermentativa que poseen (Ramirez et al., 2011 citado por Meza, 2014). Por su
capacidad como productor de acido lactico, las BAL son seleccionados como
inoculantes microbianos o cepas iniciadoras para dominar la fermentacion por
sobrepoblacion, logrando que el pH baje rapidamente, lo cual favorece a la
conservacion de las materias nitrogenadas sin que se vean afectadas por la

microbiota aerobia que las transforma en dioxido de carbono (Mier, 2009).

2.5.4.Género Lactobacillus

Las bacterias del género Lactobacillus son microorganismos bacilares, no
forman esporas, son catalasa negativos y oxidasa negativos (Moreno, 2012).
Este género estd conformado por bacterias que por lo general son estaticos.
Los Lactobacillus, en su mayoria, son mesofilos que entre 30 — 40 °C se
desarrollan adecuadamente, para su crecimiento son exigentes de nutrientes
complejos que permiten degradar la sacarosa y producir lactato. Se
encuentran en los intestinos de animales y de aves, asi como en diversos
alimentos (Estela et al., 2007). Los Lactobacillus pueden desarrollarse en

lugares con pH que esté por debajo de cuatro, mientras que otras BAL se
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inhiben (Madigan, Martinko, Parker y Brock, 2004 citados por Moreno,

2012). Los BAL han ofrecido beneficios a través de varios usos desde hace
mucho tiempo (Holzapfel, 2002 citado por Molina, 2008).
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Figura 1. Metabolismo de las bacterias acido lacticas homofermentativas (Nelson
et al., 2000; Stryer, 1994 citados por Ortiz, 2006).
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2.6. Melaza

La melaza es un subproducto industrial de la elaboracion del azicar, en donde se
utiliza a la cafia como insumo. Este compuesto estd constituido por sustancias
solubles resultantes de las repetidas cristalizaciones realizadas en la fabricacion del
azucar (Fajardo et al., 2007 citado por Meza, 2014). Su coloracién es castafio
oscuro por ser la parte no cristalizada y contienen un 5 por ciento de azucar

(Corrales y Molina, 2012).

Tabla 3

Composicion de la melaza

Componentes Constituyentes Contenido p/p
Componentes mayores Materia seca 78,00%
Proteinas 3,00%
Sacarosa 60-63% p/p
Azucares reductores 3-5% p/p
Sustancias disueltas (azucares ) 4-8% p/p
Agua 16,00%
Grasas 0,40%
Cenizas 9,00%
Contenido de minerales Calcio 0,74%
Magnesio 0,35%
Fosforo 0,08%
Potasio 3,76%
Contenido de aminoacidos Glicina 0,10%
Lisina 0,01%
Treonina 0,06%
Valina 0,02%
Contenido de vitaminas Colina 600,00 ppm
Niacina 48,86 ppm
Acido pantoténico 42,90 ppm
Piridoxina 44,00 ppm
Riboflavina 4,40 ppm
Tiamina 0,88 ppm

Fuente: Tellez (2004); Yepez (1995) citados por Meza (2014).
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En la Tabla 3, se muestra la composicion de la melaza, dividiéndose en
componentes mayores, contenido de minerales, contenido de aminoécidos y

contenido de vitaminas.

Dentro de los usos de la melaza y considerando su alto nivel energético y de
minerales, se le utiliza en alimentos fermentados para animales. También, es un
insumo importante en la industria de la producciéon de alcohol (Martinez, 2008

citado por Meza, 2014)

2.7. Requerimientos Nutricionales de las Plantas

Las plantas requieren de elementos nutricionales minerales y no minerales para
desarrollarse adecuadamente. Los minerales son proporcionados por la atmoésfera y
por el agua, mientras que los no minerales, denominados macronutrientes y
micronutrientes, son suministrados por el suelo (ADES, 2006 citado por

Carhuancho, 2012).

2.7.1.Nutrientes mas Importantes

El potasio (K), junto al nitrogeno (N) y al fosforo (P) son los tres nutrientes
mas importantes para las plantas. Cuando existe deficiencia de potasio, se
reduce la acumulacion de carbohidratos por la planta debido a la reduccion de
la fotosintesis e incremento de la respiracién, cuya consecuencia es una

limitacion para el crecimiento de las plantas (Vasquez, 2008).
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2.7.2.Fertilizante Foliar

Un fertilizante foliar es aquella solucion aplicada al follaje para incorporarles
nutrientes a las plantas de manera mas eficaz que la fertilizacion a las raices a
través del suelo. Esta nutricion o fertilizacion es mas recomendada para
proveer de micronutrientes a las plantas, mas que para los macronutrientes

debido a que estas ultimas son necesarias para las plantas en mayor cantidad

(Carhuancho, 2012).

La Asociacion Especializada para el Desarrollo Sostenible (AEDES, 2006)
citado por Carhuancho (2012), indica que la fertilizacion foliar es mas
ventajosa para las plantas al ofrecerle un crecimiento acelerado, ademas de
aumentar su productividad. Asimismo, la presencia de hormonas vegetales en
el biol regulan las funciones vitales que favorecen la elongacion y division
celular cuya consecuencia en la actividad de las plantas es el crecimiento

(Suquilanda, 1996 citado por Guanopatin, 2012).

2.8. Biofertilizante

2.8.1.Definicién e Importancia

Los biofertilizantes son productos preparados en donde la accion de los
microorganismos con cualidades benéficas favorecen el crecimiento de las
plantas, pudiéndoles proporcionar nutrientes (Sénchez, 2011). Asimismo,
resultan de la fermentacion de la materia orgénica en ausencia de oxigeno
durante un tiempo determinado, cuya parte soélida es usada como abono
orgéanico del suelos y la parte liquida como fertilizante foliar que controlan
enfermedades y plagas (Vairo dos Santos, 1992 citado por Tarigo, Repetto y

Acosta, 2004). También se define a los biofertilizantes como
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biopreparaciones debido a que estan conformadas por células vivas o latentes

de cepas microbianas benéficas que favorecen a las plantas nutricionalmente

(Tarigo et al., 2004).

2.8.2.Biol

El biol es un abono foliar producido anaerdbicamente por la fermentacion de
materia organica conformada por estiércoles o restos vegetales. Esta
compuesto por fitohormonas que actuan como fitorreguladores que favorecen
a la germinacion de semillas, potencian a las raices e inducen a la floracion
vegetal (Aparcana, 2008 citado por Guanopatin, 2012). Ente otras de las
ventajas del biol, sirve como prevencion ante enfermedades, plagas y
condiciones climaticas adversas como sequias, heladas y granizadas. Ademas,
su produccion no requiere de profundos conocimientos ni mucha inversion
econdmica. Sin embargo, la produccion agricola se ve muy beneficiada con

su uso porque puede incrementarla hasta en un 30 por ciento (Verde, 2014).

La aplicacion del biol es amplia, pudiendo ser implicada a plantas de ciclo
corto, anuales, bianuales o perennes, asi como a gramineas, forrajeras,

frutales, tubérculos, entre otros (Suasaca et al., 2009 citado por Meza, 2014).

2.9. Bioensayo de Toxicidad

Los bioensayos son pruebas de laboratorio con organismos para encontrar toXicos
en alguna sustancia, determinando el nivel de tolerancia y de afectacion (Sanchez,
2011). Una de estas pruebas es la evaluacion de los niveles toxicos por la accion de
compuestos sobre la germinacion de semillas y la elongacion radicular evaluado al

cabo de cinco dias (Carhuancho, 2012).
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La recurrencia a estos métodos frente a los analisis quimicos se realiza porque no
representan mucha inversion econdmica, son simples y dan una respuesta rapida y
confiable (Meza, 2014), puesto que los organismos utilizados son sensibles a la
toxicidad, a la presencia de patdogenos y a toda sustancia que haga peligrar la salud
comunitaria. Generalmente, esta metodologia ha sido aplicada para averiguar la

calidad del agua (Navarro et al., 2006 citados por Meza, 2014).

Con este método, no solo se evalia la germinacién, sino también la elongacion
radicular y del hipocotilo. Puesto que si la sustancia no posee suficiente toxicidad
para impedir la germinacién, pero si puede afectar, en alguna medida, las
elongaciones (Sobrero, 2004 citado por Meza, 2014). Cuando se utilizan las
semillas de “lechuga” como organismo vivo en un ensayo de toxicidad, se debe
considerar diversas concentraciones de la sustancia con la que se somete a las
semillas permitiendo conocer los efectos nocivos. Por estas razones, este bioensayo
es una prueba estatica y aguda en donde se aprecia la interrupcion del desarrollo
normal de la planta cuando el toxico afecta los procesos fisiologicos (Sobrero, 2004

citado por Meza, 2014).

Si un fertilizante presenta pH &cido y alto contenido de sales minerales (tener
conductividad eléctrica alta) podria inhibir la germinacion de semillas y al usarlo en
las plantas podria afectarlas negativamente, mas aun si es se aplica foliarmente. Y
como muchos cultivos se desarrollan dptimamente cuando el pH se encuentra entre
5,5 y 6,5, es necesario diluir el fertilizante a estos niveles de pH (Quevedo,

Valverde y Chang-Navarro, 1983).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

1. DISENO DE LA INVESTIGACION

1.1.

1.2

Lugar y Fecha

La investigacion se realizo en el laboratorio N°1 de Ciencias Basicas de la
Universidad Catolica Sedes Sapientiae (UCSS) y en el invernaculo de la Facultad
de Ingenieria Agraria de la Sede Lima. El periodo de tiempo requerido fue desde el

mes de Octubre 2016 hasta el mes de Marzo 2017.

Descripcion del Experimento

La investigacion se realizo en cuatro etapas experimentales. La primera referida al
aislamiento y caracterizacion de una cepa bacteriana del género Lactobacillus
presentes en el fermento de la chicha de cebada con la cual se obtuvo el indculo
bacteriano utilizado como iniciador del proceso fermentativo. La segunda etapa
consistid en la produccion del biofertilizante a través de la fermentacion de la
cuyinaza favorecida por la melaza y activada por el indculo bacteriano obtenido de
la primera etapa experimental. De los doce tratamientos aplicados, se preselecciond
tres fermentos al quinto dia de iniciado el proceso, para lo cual se tom¢d en cuenta la
medicion del pH que fue menor a 4,50, la ausencia visible de cepas de

microorganismos como mohos y levaduras, y que no presentaron olores



1.3.

fétidos. En la tercera etapa, teniendo en cuenta los tratamientos preseleccionados,
se efectud un nuevo proceso fermentativo durante cinco dias, en donde se midi6
diariamente el pH y el porcentaje de acidez titulable, cuyos resultados permitieron
optar por el tratamiento mas eficiente, del cual se le extrajo la parte liquida o biol y
la parte solida o biosol para realizar la caracterizacion fisico-quimica y el analisis
microbiolégico en el laboratorio. La cuarta etapa experimental consistio en la
realizacion del bioensayo de toxicidad con las semillas de “lechuga” que permitio
calcular el Indice de Germinacién y seleccionar la dilucion mas 6ptima del biol
producido. Los diagramas de flujo de la Figuras 3 y Figura 4 muestran las

secuencias realizadas en la presente investigacion.

Tratamientos

La cuyinaza procedid de la granja de cuyes de la empresa Agroindustrial Inka Cuy
S.A.C. ubicada en el distrito de Canta, Departamento de Lima, cuyo promedio
poblacional es de 20000 cuyes. Se tamizd la cuyinaza para separar los restos
mayores de pastos, asi como de piedras u otros materiales diferentes al estiércol.
Seguidamente, se homogeniz6 12 kg de cuyinaza con 18 L de agua corriente para

lograr la relacion de 1:1,5 (p/v) entre ambos.

Tabla 4

Factores y dosis considerados en la investigacion

Factores Dosis
A: Indculo de bacterias Lactobacillus sp. a1 0.15 L 2y 0.25 L
(IBL)
B: Melaza bi: 0,15kg  by: 0,25 kg
C: Cuyinaza c1:0,60kg ¢:0,70kg c;3:0,80 kg

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 4 se muestran los tres factores de la investigacion, los cuales fueron el

inéculo de bacterias Lactobacillus sp. (A), la melaza (B) y la cuyinaza (C), que
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tuvieron 2, 2 y 3 dosis respectivamente, y cuyas unidades de medida se muestran en

la Tabla 4.

Obtenciodn de la
chicha de cebada

A\ 4

Centrifugado de la
chicha de cebada

A 4

Sembrado en caldo
MRS

Observacion al
microscopio

Tincion Gram >

A 4

Prueba de Catalasa,
Oxidasa, TSI

A\ 4

Prueba de esporas,
Verde Esmeralda

A\ 4

Sembrado en agar
MRS

A\ 4

Seleccion desde
colonias apropiadas

Observacion al
microscopio

Tincion Gram e
\ 4

Sembrado en caldo
MRS

A 4

Inoculacién en
melaza diluida

Il

v

Obtencion del inoculo de
Lactobacillus sp. (IBL)

Figura 3. Diagrama de flujo para la obtencion del in6culo Lactobacillus sp.
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Cuyinaza hidratada
0,6 kg, 0,7kg y 0,8 kg

Indculo IBL Melaza
0,15Ly0,25L 0,15 kgy 0,25 kg
A\ 4

Pesado y Mezclado: |
12 tratamientos |
A\ 4
Inicio de la
fermentacion
Medicion de pH P Evaluacion de olor
por 5 dias ’ y apariencia
Seleccion de los
mejores tratamientos
A 4
Pesado y mezcla de
mejores tratamientos
A\ 4
Inicio de segunda
fermentacion
A\ 4 \ 4 A\ 4
Medicién'de pH Evaluac10.n dq olor Medl.c1on de.
y apariencia porcentaje de acidez

A 4

Seleccion del
tratamiento eficiente

A 4

Prensado
(liquido-solido)

\ 4

Biofertilizantes:
biol - biosol

A

Figura 4. Diagrama de flujo para la produccion del biofertilizante.
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Los tratamientos experimentales considerados se indican en la Tabla 5, los cuales
tuvieron tres réplicas cada uno. Tanto el indculo IBL, la melaza, asi como la
cuyinaza, se colocaron en bolsas de polietileno de alta densidad, teniéndose en
cuenta los pesos y volumenes descritos por cada tratamiento. Luego, las bolsas se
cerraron herméticamente empleando hilos de fibra sintética o rafia para generar
condiciones anaerobias durante el proceso de fermentacion. Posteriormente, se
colocaron las bolsas dentro de una caja de tecnopor que permitid generar una
temperatura aproximadamente uniforme para todas las unidades experimentales.
Esta caja estuvo sin la incidencia de luz solar directa y a temperatura del ambiente.

El control tuvo tres réplicas de 1 kg cada uno y cuyo contenido fue solo cuyinaza.

Tabla 5
Composicion de los tratamientos y del control en base a los factores inéculo de

bacterias Lactobacillus sp. (IBL), melaza y cuyinaza

Tratamiento Combinacion Factores )
Inoculo IBL (L)  Melaza (kg) Cuyinaza (kg)
TO Control 0,00 0,00 1,00
T1 a; by ¢ 0,15 0,15 0,60
T2 a; by ¢ 0,15 0,15 0,70
T3 a;bycs 0,15 0,15 0,80
T4 a; by c 0,15 0,25 0,60
T5 a; by ¢ 0,15 0,25 0,70
T6 a;bycs 0,15 0,25 0,80
T7 a by ¢ 0,25 0,15 0,60
T8 a by c 0,25 0,15 0,70
T9 a b;cs 0,25 0,15 0,80
T10 a by c 0,25 0,25 0,60
T11 a by ey 0,25 0,25 0,70
T12 a bycs 0,25 0,25 0,80

Fuente: Elaboracion propia.
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1.4. Disefio Estadistico del Experimento

Para la produccion del biofertilizante, se utilizé un disefio completamente aleatorio
(DCA) con arreglo factorial 2°x3+1 con tres réplicas por tratamiento, donde 1
representa al control. Mientras que en el porcentaje de germinacion, elongacion de
la radicula y elongacion del hipocotilo solo se usé un disefio completamente al azar

(DCA) con tres réplicas mas un control.

1.5. Unidades Experimentales

Las unidades experimentales en la investigacion fueron bolsas de polietileno de alta
densidad cuyo contenido fueron las mezclas descritas en la Tabla 5 referidas a cada
tratamiento. Para la etapa de preseleccion se consideraron 39 unidades
experimentales y nueve para la etapa de seleccion del tratamiento mas eficiente.

Siendo un total de 48 unidades experimentales utilizadas en toda la investigacion.

1.6. Desarrollo Experimental e Identificacion de Variables y su Mensuracion

1.6.1. Aislamiento de la Cepa de Bacterias del Género Lactobacillus

Las bacterias nativas del género Lactobacillus se aislaron de una muestra del
fermento de chicha de cebada procedente de la ciudad del Cusco, Pera. Como
medio de cultivo selectivo para Lactobacillus se utiliz6 Man Rogosa Sharpe
(DeMAN et al.,, 1960 citado por Rodriguez, 2007) cuya descripcion se
muestra en el Apéndice 1. La muestra liquida utilizada fue de 0,50 mL del
sobrenadante del fermento de chicha de cebada centrifugada a 5000 RPM
durante 10 minutos, la cual se enriquecio en 4,50 mL de caldo Man Rogosa

Sharpe (MRS), incubandose, luego, a 33 °C por un lapso de tiempo de 48
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horas dentro de wuna jarra-vela que proporcioné condiciones de
microanaerobiosis con presencia de dioxido de carbono. Tanto al
sobrenadante, asi como al pellet se les realizé tincion Gram, encontrandose
mayor presencia de bacilos positivos en el sobrenadante, mientras que en el
pellet se aprecio presencia de levaduras, razon por la cual se utilizo el
sobrenadante para el aislamiento. Posteriormente, se sembr6 por estrias en
agar MRS en placas Petri, de las cuales se seleccioné colonias que se
subcultivaron por separado en otras placas Petri con agar MRS
considerandose las mismas condiciones que las anteriores. Finalmente, de
estas Ultimas, se eligieron colonias que se cultivaron en caldo MRS con lo
que se logré el aislamiento de la cepa que posteriormente permitido la

obtencion del indculo de bacterias Lactobacillus sp. requerido.

1.6.2. Caracterizacion Morfoldgica y Bioquimica de la Cepa Aislada

La cepa aislada se caracterizo morfologica y bioldogicamente. Para la primera,
se efectu6 mediante la observacion de las caracteristicas de forma y
coloracion de las colonias crecidas en la placa Petri, ademas de la coloracion
de Gram. En la segunda, se realizaron pruebas de catalasa y oxidasa
(Alvarado, Chacon, Otoniel, Guerrero y Lopez, 2007; Rodriguez, 2011; Ortiz,
2006). También, se realiz6 la prueba Triple Azucar Hierro (TSI) para indicar
si los microorganismos aislados realizaban, tanto fermentacién de glucosa,
lactosa y/o sacarosa, asi como produccion de sulfuro de hidrégeno o acido
sulthidrico (H»S). Asimismo, la prueba de tincion de esporas se aplico a la
cepa aislada siguiendo la metodologia descrita por Vasquez, Martin, De
Siloniz y Serrano (2010). Como prueba adicional, se evalué la calidad
sanitaria de las cepa a través de la siembra en el medio de cultivo caldo Verde
Brillante, siendo la formacion de gas en la cdmara de Durham un indicativo
de la presencia de microorganismos coliformes (Fernandez-Rendén y

Barrera-Escorcia, 2013).
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1.6.3.Obtencion del Indculo de Bacterias Lactobacillus sp. (IBL)

1.6.4.

El indculo bacteriano para el proceso de fermentacion de la cuyinaza se
obtuvo a partir del cultivo de la cepa aislada del fermento de la chicha de
cebada. Este indculo se logré empleando melaza diluida al 20 por ciento
como fuente de carbono (Ossa et al., 2010). Se procedié inoculando la cepa
en el sustrato liquido en un porcentaje del 10 por ciento del volumen total.
Posteriormente, se almacend bajo sombra en envases cerrados
herméticamente durante 24-48 horas antes de ser usado como indculo de

bacterias Lactobacillus sp. (IBL) para la fermentacion de la cuyinaza.

Determinacién de la Concentracion Optima del Inéculo de Bacterias

Lactobacillus sp. en los Tratamientos para la Fermentacion de la Cuyinaza

a. Medicion del Potencial de Hidrogeno (pH) en los Tratamientos

Con la ayuda de un pH-metro digital, se midi6 diaria y directamente el pH
en los tratamientos. Se diluyd homogéneamente 5 g de mezcla del
tratamiento en agua destilada dentro de un recipiente, al cual se le
introdujo el sensor del pH-metro. Se aceptd el valor indicado por el
instrumento de medida de pH, si no varié por el lapso de 10 s. Se lavo el
sensor con agua destilada entre cada medicion de pH. La calibracion del
pH-metro se realiz6 con soluciones buffer de pH cuatro y de pH siete.
Durante un periodo de cinco dias consecutivos se midi6 el pH en todos los

tratamientos incluyendo el control.
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b. Preseleccion de los Tratamientos

Como fueron varios los tratamientos que cumplieron los requisitos
indicados para seleccionar al tratamiento mas eficiente, se considerd
pertinente preseleccionarlos y con ellos se realizé una nueva fermentacion
de la cuyinaza, cuyo resultado permitio seleccionar al tratamiento mas

eficiente.

Se tomo6 en cuenta los datos de pH al quinto dia de la fermentacion y se
preselecciond aquellos tratamientos que obtuvieron un pH menor a 4,50,
que no presentaron peliculas de mohos o levaduras y sin olores fétidos o

desagradables.

1.6.5.Seleccion del Tratamiento mas Eficiente en la Produccion de Biofertilizante

entre los Tratamientos Preseleccionados

a. Aplicacion de los Tratamientos Preseleccionados para la Fermentacion de

la Cuyinaza

Posterior a la fase de preseleccion de los tratamientos, se procedié a
realizar una segunda fermentacion de la cuyinaza, para lo cual se
homogenizé y humedeci6 a la cuyinaza seglin lo realizado en la fase de
preseleccion. Los tratamientos preseleccionados se volvieron a aplicar a la
cuyinaza siguiendo el mismo procedimiento fermentativo consistente en el
uso del in6culo IBL y la melaza, que fueron contenidas en bolsas de
polietileno seglin las proporciones en pesos y voliumenes establecidos por
cada tratamiento, pero esta vez se incrementd en tres veces la cantidad,
puesto que se requeria producir un minimo de 1,50 L de biol y 2,00 kg de

biosol para ser llevados a los andlisis post prensado. En el nuevo proceso
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fermentativo de la cuyinaza y bajo las mismas condiciones que la fase de
preseleccion, los tratamientos preseleccionados, con sus tres replicas, se
colocaron dentro de una caja de tecnopor para generar un ambiente con

temperatura aproximadamente similar.

. Medicion del pH de los Tratamientos Preseleccionados

La medicion del pH se realizd durante cinco dias desde que se inici6 el
segundo proceso fermentativo de la cuyinaza, siguiendo el mismo
procedimiento indicado para la etapa de preseleccion, con los resultados se
selecciono el tratamiento mas eficiente. Para esta nueva experimentacion,

también se utilizO cuyinaza sin hidratar procedente de la empresa

Agroindustrial Inka Cuy S.A.C..

. Medicion del Porcentaje de Acidez Titulable de los Tratamientos

Preseleccionados

La medicion del porcentaje de la acidez titulable permitié cuantificar el
porcentaje de acido lactico producido en la fermentacion. Se tituld con
hidroxido de sodio (NaOH) al 0,10 N usando fenolftaleina como indicador
y se midi6 el porcentaje de acidez siguiendo el procedimiento establecido
por la Association of Official Analystical Chemists (AOAC, 1998). Se
tom6 10 g a titular de cada tratamiento y se diluyé en 50 mL de agua
destilada al que se le agrego6 0,30 mL de fenolftaleina. Como no se aprecid
el cambio de coloracion de la dilucion porque la turbidez era alta, se
introdujo el electrodo del pH-metro en la dilucion. Se detuvo la titulacion
cuando el valor de pH se encontré en 8,10+0,20 y se anoto6 el volumen de
hidroxido de sodio gastado. Se utiliz6 la féormula siguiente para el célculo

del porcentaje de acido lactico titulable.
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G*N*f)(loo)

%Acido lactico titulable = (

m

Donde:

G: Gasto de hidréxido de sodio (mL)
N: Normalidad de hidréxido de sodio
m: Masa de la muestra (g)

f: factor de conversion (0,09)

d. Seleccion del Tratamiento mas Eficiente entre los Tratamientos

Preseleccionados

El tratamiento considerado como el mds eficiente en la segunda
fermentacion de la cuyinaza entre los tratamientos preseleccionados, no
solo cumplié con tener pH menor a 4,50, sin la presencia de una pelicula
de mohos y levaduras, sin presentar olores fétidos, sino también logr6 un
mayor porcentaje de acido lactico titulable al final de los cinco dias de

iniciada la fermentacion.

En el Gltimo dia de la medicion, se selecciono el tratamiento mas eficiente
y se procedid a separar el producto de la fermentacion en una parte liquida
y otra sdlida que posteriormente constituiran los biofertilizantes obtenidos
a partir de la cuyinaza. El biol y biosol, parte liquida y solida
respectivamente del tratamiento mas eficiente, fueron llevados a los
laboratorios correspondientes para ser analizados microbiologica y

quimicamente.
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1.6.6. Analisis Microbiologico del Biofertilizante Producido por el Tratamiento mas

1.6.7.

Eficiente

La parte liquida o biol y la parte solida o biosol que se recolectaron del
tratamiento seleccionado como el mas eficiente, se les analizd
microbiologicamente en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia Marino Tabusso de la Universidad Nacional Agraria La
Molina con la metodologia de la International Commission Microbiological
Specifications for Food (ICMSF, 1983) y de la American Public Health
Association (APHA, 1992). Estos andlisis incluyeron el recuento de aerobios
mesofilos viables, recuento de mohos, recuento de levaduras, enumeracion de
coliformes totales, enumeraciéon de coliformes fecales, enumeracion de
Staphylococcus aureus y deteccion de Salmonella. De esta manera, se

consigui6 saber la calidad fitosanitaria del fertilizante producido.

Analisis Quimico de Interés Agronémico o Caracterizacion fisico-quimica del

Biofertilizante Producido por el Tratamiento mas Eficiente

La caracterizacion fisico-quimica se les realizo al biol y al biosol para
determinar sus cualidades que representen interés agrondmico. Este analisis
consistié6 en evaluar pH, conductividad eléctrica, solidos totales, materia
organica en solucion, nitrégeno total, fosforo total, potasio total, calcio,
magnesio, hierro, sodio, cobre, zinc, manganeso y boro, cuyas unidades de
medida y metodologia empleada se muestran en la Tabla 6. Estos andlisis se
realizaron en el Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y
Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria
La Molina (LASPAF). Con los resultados de los analisis, se comprobo las
bondades de interés agrondémico que presentaron el biol y el biosol como

biofertilizantes.
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Tabla 6

Metodologias empleadas para la caracterizacion del biol

Parametro Unidades Metodologia a emplear

pH Rangos de pH Potenciometria

Conductividad eléctrica uS.cm’™ Conductimetria

Sélidos totales gL’ Gravimetria

Materia orgénica gL’ Walkley y Black o
dicromato de potasio

%Nitrogeno / N total % Kjeldahk

P,Os / P total o, Amarillo de vanadio

K,0O / K total, CaO / Ca total,

0
MgO /Mg total, Na /Na total /o
Hierro, cobre, zinc, ppm
manganeso
Boro ppm

molibdato
Espectrometria de
absorcion atomica
Espectrometria de
absorcion atomica
Curmina

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de

Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

1.6.8.Calculo del indice de Calidad de la Materia Organica o Relacion C/N

El indice de Calidad de la Materia Organica, también conocido como la

relacion C/N, manifiesta la capacidad de equilibrio en la que se encuentre un

fertilizante en relacion a los macronutrientes carbono y nitrogeno (Meza,

2014). Esta relacion expresa la cantidad de carbono por unidad de nitrégeno

que estd contenida en un material (Kimura, 2005 citado por Roman, 2012).

Se calculd la relacion C/N utilizando la informacion proporcionada por el

laboratorio LASPAF que se aplicaron a las siguientes formulaciones

(Thompson et al., 1 988 citado por Meza, 2014):
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Donde:

% Materia Organica (MO)

0 =
G 1,724

La constante 1,724 es el factor de Van Bemmelen establecido porque la
materia organica del suelo contiene un aproximado de 58 por ciento de

carbono (Kimura, 2005 citado por Roméan, 2012).

1.6.9. Estabilidad del Biol

Como los biofertilizantes estdn compuestos por microorganismos, el paso del
tiempo les genera cambios en sus caracteristicas porque la microbiota se va
desactivando. Razén por la cual es muy importante averiguar la estabilidad

del biol producido en relacion al tiempo.

La estabilidad o poca capacidad de cambio del biol se evalué tomando en
cuenta el pardmetro pH durante un lapso de 75 dias. Se considero la
evaluacion desde que fue extraido y recolectado el biol del tratamiento
seleccionado como el mas eficiente. Se realizaron 15 mediciones de pH cada

cinco dias.

1.6.10. Bioensayos de Toxicidad en las Semillas de “Lechuga”

a. Efecto del Biofertilizante en la Germinacion

Se evalud si el biol producido genera efecto toxico en las semillas de

“lechuga”, para lo cual se realizaron diluciones de 100 por ciento, 10 por

32



ciento, 1 por ciento, 0,10 por ciento y 0,01 por ciento del biol producido
(Sobrero y Ronco, 2004 citados por Peralta, 2010), y para el control o
testigo se utilizé agua destilada (ver Tabla 7). Todos los tratamientos mas
el control se evaluaron con tres réplicas. Se emplearon semillas de
“lechuga” (Lactuca sativa L.) de la variedad Duett, tipo mantecosa
adquiridas de la empresa Enza Zaden de Holanda a través del Centro de
Hidroponia de la Universidad Nacional Agraria La Molina. El uso de esta
semilla se debid a su sensibilidad a las concentraciones de sales y a su

significativa celeridad germinativa en este tipo de ensayo.

Tabla 7
Descripcion de los tratamientos y del control para el bioensayo en

semillas de “lechuga”

Tratamiento Diluciones

TOpg Control (agua destilada) 0,00%
Tlpg 100/100 (Biol T4 puro)  100,00%
T2pg 10/100 10,00%
T3pg 1/100 1,00%
T4pg 0,1/100 0,10%
T5pg 0,01/100 0,01%

Fuente: Elaboracion propia.

Se procedi6 a colocar adecuadamente 10 semillas sobre papel toalla
dentro de cada una de las 18 placas Petri utilizadas que fueron
previamente saturadas con 5 mL de dilucion segun tratamiento. El
tiempo establecido para evaluar el efecto inhibidor del biol en la
elongacion de la radicula y en la germinacion fue de cinco dias.
Diariamente, se contabilizd el numero de semillas germinadas por
tratamiento y para que la germinacion sea aceptable debid superar el 90

por ciento.

Varnero, Rojas y Orellana (2007) consideraron que el potencial

fitotoxico de un material organico puede ser indicado a través del Indice
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de Germinacion (IG) porque relaciona el Porcentaje de Germinacion
Relativo con el Crecimiento Relativo de las Raices. Es decir, el IG evalua
la toxicidad aguda que repercute en la germinacion y la toxicidad leve
que se manifiesta en el crecimiento de la radicula (Tiquia y Tam, 1998

citados por Sandoval, Zapata, Celis, Quezada, Capulin y Solis, 2013).

Después de un tiempo de cinco dias, se midieron las elongaciones de las
radiculas de cada plantula de “lechuga” utilizando un vernier como
instrumento de medida con el apoyo de un papel milimetrado. Se
consider6 la medida desde el nudo o parte de transicion, entre el
hipocotilo y la radicula, hasta el apice radicular (Peralta, 2010). En la
Figura 5, se muestra el esquema e imagen de la plantula de “lechuga”

indicando las partes que se midieron.

Cotiledones
Cotiledones
i .
§ | ° p’
= | b
1) | =
g | e
= | 2
g | g\
o
Radicula Ragicuia

Figura 5. Esquemas de la plantula de “lechuga” con las partes medidas
en la investigacion.

. Célculo del indice de Germinacién, Indice del Porcentaje de
Germinacién Residual Normalizado e Indice de Elongacién Radical

Residual Normalizado

Considerando a Tiquia (2000) citado por Varnero et al. (2007), el Indice

de Germinacién (IG) resulta de relacionar los indices referidos al
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Porcentaje de Germinacion Relativo (PGR) con el Crecimiento de
Radicula Relativo (CRR), ambos contrastados con el tratamiento control

o testigo. Estas relaciones se muestran a continuacion:

PGR — N° de semillas germindas en el extracto 100
B (N" de semillas germinadas en el testigo)( )

Elongacion de radicula en el extracto

CRR = ( )(100)

Elongacién de radicula en el testigo

_ (PGR)(CRR)

IG
100

Los valores del IG que resulten iguales o superiores a 80 por ciento
indican que existe baja o nula concentracion de sustancias fitotoxicas. Y
si logran ser iguales o menores a 50 por ciento, la presencia de sustancias
fitotoxicas seria fuerte. Siendo de moderada presencia cuando los valores
se ubiquen entre el 50 por ciento y 80 por ciento (Zucconi et al., 1981

citados por Varnero et al., 2007).

Adicionalmente al IG y de acuerdo a Bagur-Gonzélez et al. (2011) citado
por Rodriguez et al. (2014), se calcularon los indices del Porcentaje de
Germinacion Residual Normalizado (IGN) y de Elongacion Radical
Residual Normalizado (IER) que proporcionan informacioén de toxicidad
o inhibicién de un compuesto, cuya tabla de valor va desde -1 hasta
valores mayores a cero. La estimacion de estos indices se basa en las

siguientes formulas:
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Germsx — GermTestigo
IGN =

GermTestigo

Donde:
Germy: Porcentaje promedio de semillas germinadas en el tratamiento.

Germresigo: Porcentaje de semillas germinadas en el testigo.

Elongx — ElongTestigo
IER = —8 Bleste

ElongTestigo

Donde:

Elongy: Longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas por

tratamiento.

Elongresigo: Longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas

en el testigo.

La toxicidad o inhibicion manifestada a través de estos indices se
encuentran en el rango de -1 a >0, estableciéndose las siguientes
categorias (Bagur-Gonzalez et al., 2011 citados por Rodriguez et al.,

2014):

indice de 0 a -0,25: Baja toxicidad

Indice de -0,25 a -0,5: Toxicidad moderada
Indice de -0,5 a -0,75: Muy toxico

Indice de -0,75 a -1: Toxicidad muy alta

Indice >0: Indica hermesis o crecimiento de la radicula
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1.7. Analisis Estadistico de los Datos

Se aplico un andlisis de varianza (p<0,05) a los efectos principales del in6culo IBL,
melaza y cuyinaza, asi como a los efectos de interacciones doble y triple de estos
factores, considerandose al pH como variable respuesta. Adicionalmente, se
complement6 el andlisis con graficos de interaccion y pruebas de Tukey para la

comparacion de medias.

Se realiz6 un analisis de varianza (p<0,05) para comparar los resultados de pH de
los tratamientos en la produccion del biofertilizante mediante dos dosis de indculo
IBL y dos dosis de melaza. Como las diferencias fueron significativas, se procedio

con una prueba de Tukey para la comparacion de medias por pares.

Se efectud un analisis de varianza (p<0,05) para comparar, tanto al pH, asi como al
porcentaje de acido lactico titulable de los tres tratamientos preseleccionados.
Como el ANOVA no resultd significativo, no se aplicO ninguna prueba de

comparacion de medias.

Se determino el coeficiente de correlacion de Pearson entre el pH y el porcentaje de
acido lactico titulable producido en los tratamientos preseleccionados. Finalmente,
se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) (p<0,05) al porcentaje de germinacion,
ndice de Germinacion, elongacién de la radicula y elongacion del hipocotilo
obtenidos en el bioensayo de toxicidad con las semillas de “lechuga” por accion de
las diluciones del biol producido, para aquellos que resulté significativo, se aplico

la prueba de Tukey para comparar las medias.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM® SPSS® Statistics,

Version 21.
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2. MATERIALES

2.1. Material Bioldgico

Cuyinaza procedente de la empresa Agroindustrial Inka Cuy S.A.C., Canta.
Melaza de cafia obtenida de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
Fermento de chicha de cebada procedente de la ciudad de Cusco.

Semillas de “lechuga” Lactuca sativa L. adquiridas del Centro de Hidroponia

de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

2.2. Medios de Cultivo y Reactivos

Medios de cultivo: Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) para Lactobacillus, Caldo
lactosa bilis verde brillante.

Reactivos: Cristal violeta, lugol Gram, alcohol acetona, safranina, peréxido de
hidrégeno al 3 por ciento, Reactivo Kovacs, solucion buffer de siete y cuatro de

pH, hidréxido de sodio 0,10 N, fenoltaleina, agua destilada.

2.3. Equipos

Microscopio binocular marca Beltec Scientific, pH-metro digital, Balanza
digital marca Electronic Compact Scale modelo SF-400 A, Centrifuga de tubos
marca Greetmed modelo GT 119-300, Autoclave marca Greetmed modelo YX-
280 D, Incubadora marca Digisysten, Bafio maria marca Thermostatic,

Selladora marca Samwin modelo SF-300S, Horno microondas marca LG.
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24.

Otros Materiales

- Material de vidrio: Tubos de ensayo, pipetas graduadas 2,50 y 10 mL, matraces
de 250 mL.

- Material desechable: Placas petri de 10 cm de didmetro, bolsas de polietileno de
alta densidad, guantes de latex.

- Material propio de laboratorio: Piceta, gradilla, algodon, papel toalla.

- Materiales diversos: Hilo sintético (rafia), caja grande de tecnopor, papel

milimetrado.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOLOGICA DE LAS BACTERIAS
DEL GENERO Lactobacillus AISLADAS DEL FERMENTO DE LA CHICHA DE
CEBADA

La cepa aislada de la chicha de cebada se identifico como Lactobacillus sp., la cual
presentd formacion de colonias redondeadas con superficie convexa de color blanco
cremoso y que presentaron morfologia de bacilos Gram positivos al microscopio
(Fernandez, 1985 citado por Ortiz, 2006). Las pruebas bioquimicas aplicadas dieron
como resultado que la cepa aislada fue catalasa negativa, oxidasa negativa, no
esporulada, fermentadora de glucosa, lactosa y/o sacarosa, sin produccion de sulfuro de
hidrogeno (H,S) ni de gas. Ademads, se descartd la presencia de microorganismos
coliformes en la cepa aislada al no presentarse la formacion de gas en la camara de
Durham en la prueba del caldo verde brillante (Ferndndez-Rendon y Barrera-Escorcia,

2013).

2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL INOCULO
Lactobacillus sp. EN LOS TRATAMIENTOS PARA LA FERMENTACION DE
LA CUYINAZA

Para la evaluacion de la concentracion Optima del inoculo, se procedid con el
acondicionando del sustrato en los tratamientos que permitieron fermentar a la

cuyinaza.



2.1. Acondicionamiento del Sustrato

En la Tabla 8, se muestran los valores del pH inicial del in6culo IBL, la melaza y la
cuyinaza, materiales utilizados en la investigacion. La cuyinaza seca empleada en
todos los tratamientos fue hidratada en la proporcion de 1:1,50 (p/v), alcanzando

una humedad aproximada de 60 por ciento.

Inicialmente, el in6culo IBL presenté un pH bajo con valor tres (ver Tabla 8),
condiciéon que Garcia (2008) citado por Roman (2012) lo sustenta como una
consecuencia del metabolismo de las bacterias lacticas que generan &cidos
organicos, principalmente acido lactico que influye disminuyendo el valor del pH.
En cuanto al pH de 4,30 de la melaza, resulté cercano al valor reportado por Meza
(2014) y muy proximo del rango de 4,80-5,40 indicado por Aldon (2008), quien
manifiesta que este pH 4acido se debe a los &cidos no volatiles generados en los
procesos de la fabricacion del azicar de cana. Para el caso de la cuyinaza, el pH
inicial fue de 10,47, cercano al valor de 9,30 indicado por Iparraguirre (2007),
quien considera que este valor depende del tiempo de recoleccion y de las
particularidades de cada granja, tales como la época del afio, la raza y/o

alimentacion de los cuyes.

Tabla 8

Condiciones iniciales de pH de los materiales utilizados para la fermentacion
lactica

Materia prima pH

Inéculo IBL 3,00

Melaza 4,30

Cuyinaza 10,47

Fuente: Elaboracion propia.

La cuyinaza procedente de la empresa Agroindustrial Inka Cuy S.A.C., al ser

caracterizada fisico-quimicamente, mostr6 los valores de la Tabla 9. Estos valores
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de macronutrientes y micronutrientes ofrecen conocimientos significativos acerca
de las cualidades que posee la cuyinaza como insumo para la producciéon de

biofertilizantes debido a su contenido de micronutrientes y macronutrientes.

Tabla 9

Caracterizacion fisico-quimica de la cuyinaza utilizada en la investigacion

Parametros Cuyinaza
Humedad (%) 60,00
C.E. (dS.m™) 14,10
Materia orgénica (%) 74,08
Macronutrientes

Nitrogeno (%) 1,99
P>0Os (%) 3,01
K20 (%) 5,63
CaO (%) 2,71
MgO (%) 1,23
Micronutrientes

Sodio (%) 0,26
Hierro (ppm) 3323,00
Cobre (ppm) 38,00
Zinc (ppm) 237,00
Manganeso (ppm) 254,00
Boro (ppm) 64,00

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina.

Roman (2012) produjo biol, en donde la caracterizacion fisico-quimica de la
cuyinaza que utilizé difiere de lo observado en la presente investigacion. Esta
variacion, manifiesta ¢él, debe corresponder a factores diversos como la
alimentacion proporcionada a los cuyes, la zona geografica en donde se ubiquen las
granjas, raza de los cuyes, entre otros. Asimismo, un factor influyente a considerar
es que la cuyinaza que se utilizd en presente investigacion fue recolectada del total
del estiércol producido en la granja, mientras que Roman (2012) recolect6 solo de

los cuyes machos de recria.
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2.2. Medicion del Parametro pH en los Tratamientos

En la Tabla 10, se muestran los valores promedios del pH medidos diariamente en
los tratamientos y en el control durante cinco dias. Para la presente investigacion, se
consider6 los valores registrados en el quinto dia de iniciada la fermentacion de la
cuyinaza. El registro total de los valores medidos del pH de cada tratamiento con

sus réplicas se detallan en el Apéndice 2.

Se observo que el tratamiento control (T0) tuvo un valor de pH inicial igual a
10,47, el cual es el mas elevado. Mientras que los tratamientos T1 y T10, que son
tratamientos con menor cantidad de cuyinaza, resultaron con un valor de 6,70 de
pH. Ademas, se debe precisar en la Tabla 10 que, antes de iniciarse la fermentacion

de la cuyinaza, todos los valores iniciales de pH fueron mayores al valor de seis.

Segun Mier (2009), la presencia de Lactobacillus en condiciones anaerobias
producen abundantes cantidades de acido lactico que disminuyen el valor del pH,
generando un medio inhabitable para muchos microorganismos aerobios debido a
la acidez. Esto explicaria el porqué del alto valor de pH del tratamiento control (T0)
que solo estuvo compuesto por cuyinaza hidratada y posiblemente por comunidades
microbianas aerobicas desarrolladas desde que se produjo el estiércol en la granja
hasta que fue recolectada. Sucedio lo contrario con los tratamientos compuestos por
el inoculo IBL que les proporciond una significativa cantidad de bacterias lacticas
quienes habrian posibilitado la disminucién del valor de pH de los tratamientos

diferentes al control TO.

Luego de un lapso de tiempo de 24 horas de iniciado el proceso fermentativo (Dia
1), se observo que las unidades experimentales contenian gas que se habia generado

desde el dia anterior y que al pasar los dias dejé de producirse.
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Tabla 10

Registro diario promedio del pH (X) con las desviaciones estindar (+DE) de los

tratamientos y del control

Dia

Tratamiento

1 2 3 4 5
TO 10,47+0,45%  9,90+0,10 8,17+0,31 8,03+0,12 8,80+0,10 9,87+0,38"
T1 6,70+0,36  5,80+0,10 4,80+0,00 4,20+0,10 4,20+0,17 4,17+0,15>
T2 8,20+0,62%"  5,53,+0,06 4,73+0,35 3,97+0,40 4,13+0,21 4,57+0,15™¢
T3 8,13+0,15°"  6,10£0,10 5,33+0,25 5,00+£0,61 5,53+0,15 4,90+0,10°
T4 8,63+0,20°  5,40+0,10 3,87+0,12 2,87+0,15 3,83+0,15 3,10+0,20°
T5 7,70£0,26™%" 5.13+0,15 4,07+0,12 3,07+0,23 4,63+0,15 3,63+0,15™
T6 8,50+0,40°"  5,57+0,06 4,27+029 3,37+0,12 4,97+0,29 4,07+0,40™
T7 7,33+0,15¢  537+0,45 4,47+0,38 3,57+0,21 4,97+0,06 4,30+0,10*
T8 7,13+0,70™  6,07+0,46 5,20+0,87 4,57+1,15 5,77+0,91 6,07+0,80°
T9 7,57+0,15%  6,27+0,35 4,87+0,60 4,43+0,42 5,83+0,12 5,13+0,45%
T10 6,63+0,15*  5,50+0,36 3,73+0,15 2,97+0,12 4,63+0,15 3,80+0,26™
T11 8,13+0,35°"  5,73+0,71 4,10£0,10 3,03+0,12 4,87+0,23 4,30+0,26™¢
T12 8,07+0,15°"  5.20+0,50 4,10+0,10 3,13+0,12 4,90+0,10 4,37+0,15™¢
Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas en superindices con letras iguales segin Prueba de
Tukey.

Fuente: Elaboracion propia.

El gas generado y observado en algunas unidades experimentales durante los
primeros dias de la fermentacion se debe, segun Mier (2009), a la actividad
metabolica de algunos microorganismos aerobios, como la Klebsiella y el
Acetobacter, quienes utilizan el oxigeno retenido en las bolsas para multiplicarse
tomando como sustrato a los carbohidratos presentes y como resultado de ese

proceso generan didxido de carbono, acido acético y olores desagradables.

Los tratamientos T3, T8 y T9 presentaron olores fétidos o desagradables y no
lograron disminuir el pH a menos de 4,50, incumpliendo los requisitos de
preseleccion. Estos tratamientos tuvieron menor cantidad de melaza, pero mayor
cantidad de cuyinaza. El tratamiento T2 se descartd porque no logré bajar su pH a
menos de 4,50, a pesar que no presentd olor fétido ni cepas de microorganismos en

su superficie.

44



Segun Garcia (2008) citado por Peralta (2010), el desarrollo de la flora bacteriana
en general es favorecida cuando el pH es cercano o mayor a cinco, pero si las
bacterias lacticas estan presentes inhibirdn a muchos microorganismos por el acido
lactico que producen. Para el caso en el que exista poca cantidad de carbono
fermentable, Mier (2009) manifiesta que las bacterias acido lacticas no se
desarrollan dificultando la disminucion del pH, esto permite que se desarrollen
microbios como los Clostridium sacaroliticos quienes consumen los carbohidratos
y formando acido butirico, el cual presenta olor desagradable y posee poca
capacidad acidificante. Bajo estas condiciones, proliferan otros grupos bacterianos
como los Clostridium proteoliticos cuyas cualidades putrefactivas afectan a las
proteinas presentes y como consecuencia generan amoniaco (Mier, 2009).
Posiblemente, estos procesos microbianos se habrian desarrollado en los
tratamientos T3, T8 y T9, los cuales estaban compuestos de poca cantidad de
melaza y de mayor cuyinaza, que generaron olores fétidos. Por esta razon y porque

no lograron bajar de 4,50 de pH, estos tratamientos se descartaron.

Los tratamientos T1 y T4 fueron las primeros en ser seleccionados porque lograron
mantenerse debajo de un pH de 4,50 y, ademas, no presentaron olores fétidos o
desagradables y visiblemente no se aprecié cepas de otros microorganismos en su

superficie.

A pesar que el tratamiento T2 tuvo olores agradables, su valor de pH no logro ser
menor a 4,50 al quinto dia de evaluacion, incumpliendo con uno de los criterios de
seleccion. Probablemente, este valor de pH se deba a que, también, este
tratamiento no disponia de suficiente cantidad de melaza que es la fuente carbono

que facilita la fermentacion lactica (Mier, 2009).

El andlisis de varianza (p<0,05), considerando como fuentes de variacién a los

efectos principales del inoculo IBL, melaza y cuyinaza, y de los efectos de las
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pH_85% IC

pH_85% IC

interacciones doble y triple de estos parametros, resultd significativo para los
efectos principales, la interaccion doble indculo IBL-cuyinaza y la interaccion triple
indculo IBL-melaza-cuyinaza (ver Apéndice 4). En los efectos principales (ver
Figura 6), la dosis de 0.15 mL del in6culo IBL logr6é un pH medio de 4,07, mientras
que en la dosis de 0,25 mL fue de 4,66. En el factor melaza, el pH de la dosis 0,15
mL fue de 4,86, mientras que la dosis 0,25 mL present6 3,88 de pH. La dosis 0,60
kg de la cuyinaza present6 diferencia significativa al lograr 3,84 de pH, respecto a
las otras dos dosis 0,70 kg (con pH 4,64) y 0,80 kg (con pH 6,62), pero entre estas

dos ultimas dosis no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 6. Diagrama de bigotes de los efectos principales de los pardmetros indculo
IBL, melaza y cuyinaza, y de la interaccion doble entre el inoculo IBL y
cuyinaza sobre el pH.

En la Figura 6, se observa que a mayor cantidad de melaza, menor valor del pH,

mientras que a mayor cantidad de cuyinaza, mayor valor de pH. Estas condiciones
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se pueden explicar con lo manifestado por Mier (2009) en relacion a cudn
importante es una suficiente fuente de carbono para favorecer el incremento de la
actividad microbiana lactica que repercute directamente en la disminucion del pH.
Al contrario, si esta fuente carbonada no se incrementa, pero si sucede el aumento
de carbohidratos, el desarrollo de las bacterias acido lacticas disminuira

significativamente, cuyo efecto es el incremento del pH.

En la Figura 6, se muestra la interaccién doble del indculo IBL con la cuyinaza
(IBL-cuyinaza) sobre el pH al quinto dia de iniciada la fermentacion. Se observa
que el valor del pH ha disminuido en ambas dosis del in6culo IBL respecto al dia
inicial de la fermentacioén, con un mayor efecto por parte de la dosis 0,15 mL. La
dosis 0,60 kg de la cuyinaza es la que ha propiciado mayor disminucion del pH. Sin
embargo, no existen diferencias significativas entre las dos dosis del in6culo IBL
respecto a la dosis 0,60 kg y a la dosis 0,80 kg de la cuyinaza (ver Figura 7),
mientras que para la dosis 0,70 kg de cuyinaza si presentan diferencias

significativas entre ambas dosis del indculo IBL.

6 d 5
N C
97 on o 9=
4 - a — ]
[a~]
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2 -
OIBL 0,25
1 -
0
0,6 0,7 0,8
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Figura 7. Gréfica de barras de las medias del efecto de la interaccion doble entre el
inoculo IBL y la cuyinaza sobre el pH. No existen diferencias
estadisticamente significativas para letras iguales segtn la prueba de Tukey.
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Los efectos de la interaccion triple del indculo IBL-melaza-cuyinaza, al quinto dia
de la fermentacion comparado con el dia inicial, se muestran en la Figura 8, en
donde el tratamiento T4 logré bajar mas el pH, mientras que el tratamiento T8 fue
el que menos disminuyd. Para encontrar diferencias significativas entre los

tratamientos respecto al pH, se aplico un ANOVA (ver Tabla 11).
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Figura 8. Diagrama de bigotes de los efectos de los parametros inoculo IBL,
melaza y cuyinaza sobre el pH en el Dia 0 y en el Dia 5 de la fermentacion.

El andlisis de varianza (p<0,05) de los datos del pH indic6 la existentica de
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,000) (ver Tabla 11). La
prueba de Tukey mostrdé que los tratamientos T3, T4 y T8 presentaron diferencias
significativas (ver Apéndice 5). Como se indico, los tratamientos T3 y T8 se
descartaron por no cumplir con los requisitos de seleccion. Como los tratamientos
T4 y T5 no presentaron diferencias significativas, se descartd el tratamiento TS5
porque, ademas, no presentd una consistencia homogénea en toda su masa
fermentable, visualizdndose separacion entre fase solida y liquida. Se consider6 al
tratamiento T6 porque, que a pesar de no presentar diferencias significativas con los
tratamiento T1 y tratamiento T4, implic6 mayor cantidad de cuyinaza en su

composicion que ellos.
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Tabla 11

Andlisis de varianza del pH en el Dia5 segun la variacion entre tratamientos

pH_Dia$5
Suma de Gradode  Cuadrado F valores Sig.
cuadrados libertad Medio
Intergrupos 19,213 11 1,747 16,082 0,000
Intragrupos 2,607 24 0,109
Total 21,820 35

Fuente: Elaboracion propia.

Los tratamientos T7, T10, T11 y T12 fueron descartados porque no presentaron
diferencias significativas con los tratamientos T1, T4 y/o T6 ya seleccionados (ver
Apéndice 5). Ademas, esos tratamientos contienen mayor cantidad de in6culo IBL

que implica un mayor costo econdmica y mayor tiempo de preparacion.

En la Figura 9, se observa que luego de 24 horas de fermentacion, los tratamientos
T3, T8, T9 y el control TO mantuvieron un pH superior a seis, mientras que los
demas tratamientos siguieron una tendencia de disminucion del pH hasta el tercer
dia de iniciado el proceso. En el cuarto dia, los valores de pH fueron semejantes al
registrado en el segundo dia que, luego, al quinto dia volvieron a disminuir.
Posteriormente, los valores de pH permanecieron con relativa variacion hasta el
décimo dia que fue la ultima medicioén, en donde muchos tratamientos estuvieron

cercano a 4,50 como valor de pH.

Garcia (2008) refiere que el periodo de incubaciéon de las bacterias acido lacticas
que precede al periodo de desarrollo tiene una duracién de 48 horas. Quizés, esta
fue la razon por la cual el pH no bajo de cinco en el lapso de tiempo de 24 horas de
iniciada la fermentacion. Después de este tiempo, los valores del pH disminuyeron

en los tratamientos, incluso lograron ser menores o cercanos a cuatro en el Dia 3.
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Figura 9. Variacion diaria del pH promedio en los tratamientos incluido el control
TO.

Para el caso del tratamiento control o testigo TO, se observd que durante los cinco
dias de evaluacion tuvo un pH mayor de ocho, presentd olores fétidos. En el
aspecto visible no se aprecié uniformidad dentro de la bolsa de polietileno que la

contenia, y ademads se observo colonias de mohos superficialmente.

2.3. Preseleccion de los Tratamientos

Se preseleccion6 a los tratamientos T1, T4 y T6, los dos primeros porque
cumplieron los requisitos de lograr un valor de pH menor a 4,50, no emanar olores
fétidos y no presentar visiblemente cepas de microorganismos como mohos y
levaduras en su superficie. Mientras que el tratamiento T6 fue preseleccionado
porque, ademds de cumplir con los requisitos anteriores, genera menos costos en
insumos al incluir en su composicion menor volumen de inoculo IBL que los
tratamientos T7, T10, T11 y T12 que segun la prueba de Tukey (ver Apéndice 5),
estos tratamientos no se diferencian significativamente del tratamiento T6, a pesar

que no presentaron olores fétidos o desagradables.

50



3. SELECCION DEL TRATAMIENTO MAS EFICIENTE EN LA PRODUCCION
DE BIOFERTILIZANTE ENTRE LOS TRATAMIENTOS
PRESELECCIONADOS

La seleccion del tratamiento mdas eficiente se realizd6 entre los tratamientos
preseleccionados T1, T4 y T6, en donde se consider6 el valor de pH, ausencia de mohos
y levaduras sobre su superficie, inexistencia de olor fétido y mayor porcentaje de acido

lactico titulable producido al quinto dia de iniciada la fermentacion de la cuyinaza.

3.1. Medicion del pH de los Tratamientos Preseleccionados

Se midié diariamente el pH de los tratamientos preseleccionados durante cinco
dias, cuyos valores promedio se indican en la Tabla 12. El registro de la medicion
diaria del pH de estos tratamientos y de sus réplicas se encuentran en el Apéndice
6. Estos valores, frente a los registrados en la etapa de preseleccion, son menores,
tanto en el dia cero asi como en el dia cinco. Posiblemente, el menor valor de pH de
la cuyinaza sea un factor influyente en esta segunda fermentacion. La cuyinaza
usada en ambos procesos fermentativos ha sido de la misma procedencia y
recolectada el mismo dia. Sin embargo, el tiempo entre el inicio de cada
experimentacion fermentativa ha diferido en un lapso de 10 dias, quizés la cuyinaza
almacenada hasta el inicio de la segunda fermentacion habria tenido algiin proceso

interno que implico la disminucién del pH.

Después de un tiempo de 48 horas de iniciada la fermentacion (Dia 2), los tres
tratamientos tuvieron valores de pH cercanos o menores a cuatro. Para el quinto
dia de evaluacion, se observd que los tres tratamientos no presentaron olores
fétidos, ni cepas visibles de microorganismos en su superficie. Sin embargo, existio
diferencia en la consistencia, puesto que el tratamiento T4 se aprecid6 mejor

cohesionado y mas humedecido que los otros dos.
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Tabla 12

Registro diario del pH promedio de los tratamientos preseleccionados con las

desviaciones estindar (X *DE)

Dia
Tratamiento
0 1 2 3 4 5
TO 9,50+0,10 8,77+0,15 8,50+0,00  7,57+0,15 7,60+0,35 7,80+0,17°
TI 6,23+0,15 5,13+0,21 4,23+0,51 3,03+0,42 3,33+0,61 3,47ﬂ:0,60b
T4 6,13+0,15  4,87+0,35 3,57+0,06 2,10+0,26 2,67+0,21 2,83d:0,15b
T6 6,40+0,10  5,00+0,44 3,60+0,26  2,27+0,31 2,90+0,40 3,17ﬂ:0,35b

Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas en superindices con letras iguales segin Prueba de

Tukey.

Fuente: Elaboracion propia.

A simple vista, el tratamiento T4 presentd mayor cohesion y humedad en toda su

masa fermentable en comparaciéon a los tratamientos T1 y T6. Una posible

explicacion a esta consistencia masica es que el tratamiento T4 estaba compuesto

por mayor cantidad de melaza que el tratamiento T1 y menor cantidad de cuyinaza

que el tratamiento T6. Implicando, ademas, que logré un menor valor de pH, puesto

que si existe mayor cantidad de melaza como fuente carbonada, las bacterias acido

lacticas se desarrollan més y produzcan mayor cantidad de acido lactico que

disminuye el pH (Garcia, 2008).

Tabla 13

Andlisis de varianza del pH en los tratamientos preseleccionados

pH_DiaS_Sel

Suma de Gradode  Cuadrado  F valores Sig.
cuadrados libertad Medio
Intergrupos 0,602 2 0,301 1,771 0,249
Intragrupos 1,020 6 0,170
Total 1,622 8

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Tabla 13, se observa que el analisis de varianza (p<0,05) indica la no
existencia de diferencias significativas (p=0,249) entre los tratamientos T1, T4 y T6
(ver Apéndice 8), a pesar que el tratamiento T4 presentd6 menor valor de pH (ver

Figura 10).

En la Figura 10, se muestra la variacion diaria del pH de los tratamientos T1, T4 y
T6, asi como del tratamiento control o testigo TO. Se observd que los tres
tratamientos preseleccionados tuvieron similar tendencia grafica. En donde, el

tratamiento T1 tuvo mayor valor de pH, mientras que el menor fue del tratamiento

T4.
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Figura 10. Variacion diaria del pH promedio de los tratamientos preseleccionados
y del control TO.

El tratamiento control TO no disminuy6 su pH por debajo de siete durante los cinco
dias de evaluacion, pero si presentd olores fétidos o desagradables y pelicula de
colonias de mohos y levaduras en su superficie debido a que en esa condicion se

favorece el desarrollo de bacterias putrefactivas.
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3.2. Medicion del Porcentaje de Acidez Titulable de los Tratamientos

Preseleccionados

Diariamente se midi6 los porcentajes de acidez titulable en los tres tratamientos
preseleccionados T1, T4 y T6, expresdndolos en porcentaje de acido lactico
titulable. Los valores promedios de estos porcentajes se muestran en la Tabla 16,
mientras que en el Apéndice 9 se observan los valores del porcentaje de 4cido
lactico titulable de los tres tratamientos y de sus respectivas réplicas evaluados

durante cinco dias.

Tabla 14
Registro del porcentaje de dcido lactico titulable promedio producido por los

tratamientos preseleccionados con las desviaciones estandar (X *DE)

Dia
Tratamiento
0 1 2 3 4 5

T1 0,51+0,07° 1,14+0,15 2,04+0,82 2,71+0,98 1,99+0,14 2,42+0,79°
T4 l,Olﬂ:O,IOb 1,30+0,21 2,67+0,11  3,72+0,26 3,29+0,19 3,60+0,12°
T6 1,50+0,23° 1,37+0,34 2,50+0,42  3,23+0,60 2,65+0,21 3,08+0,69°
Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas en superindices con letras iguales segin Prueba de
Tukey.

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa en la Tabla 14 que el tratamiento T4 es el que mas porcentaje de acido
lactico ha producido. Sin embargo, el andlisis de varianza (p<0,05) mostrado en la
Tabla 15 indica que no existen diferencias significativas (p=0,137) entre los tres
tratamientos (ver Apéndice 11). Un posible causal para que el tratamiento T4 haya
generado mas 4cido lactico seria que tuvo mayor cantidad de melaza en su

composicion y que, ademas, fue aplicada a la menor cantidad de cuyinaza.
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Tabla 15

Anadlisis de varianza del porcentaje de dcido lactico titulable en los tratamientos

preseleccionados
%AcLact_Dia5
Sumade  Gradode  Cuadrado F Sig.
cuadrados libertad Medio valores
Intergrupos 2,097 2 1,048 2,825 0,137
Intragrupos 2,226 6 0,371
Total 4,323 8

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 11, se muestran las tendencias diarias de los tratamientos T1, T4 y T6
en el incremento del porcentaje de acidez titulable expresado en porcentaje de acido
lactico titulable. Se observa que hubo incremento hasta el tercer dia, luego

disminuyd en el cuarto dia, volviéndose a incrementar en el quinto dia de medicion.
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Figura 11. Variacién diaria del porcentaje de 4cido lactico titulable promedio
producido en los tratamientos preseleccionados.

Se observo que a las 72 horas (Dia 3), el incremento del porcentaje de 4acido lactico
titulable fue considerable cuando el valor de pH disminuy6 en ese misma lapso de

tiempo (ver Figura 12). A menor valor del pH, mayor porcentaje de 4cido lactico



titulable producido en el tratamiento. En otras palabras, el valor del pH presenta un
comportamiento inversamente proporcional al porcentaje de acido lactico titulable

producido en la fermentacion de la cuyinaza como se observa en la Figura 12.

% Acido Lactico
Titulable

Dia

T1 T4 T6 T cecomeces T4 cecowmees T6

Figura 12. Relacion del pH promedio con el porcentaje de acido lactico titulable
promedio de los tratamientos preseleccionados.

El pH mostré un alta grado de correlacion indirecta con el porcentaje de acido
lactico producido por los tratamientos preseleccionados al quinto dia de la segunda
fermentacion de la cuyinaza (ver Figura 13). En donde, el coeficiente de
determinacién R cuyo valor indica que el 95,30 por ciento de los cambios del
porcentaje de acido lactico titulable esta explicada o se deben a los cambios del pH,
mientras que el 4,70 por ciento restante se debe a otros factores como la
temperatura, humedad atmosférica, entre otros. El coeficiente de Pearson o
coeficiente de correlacion r resultd ser igual a -0,976, el cual indica que existe un
alto grado de correlacion lineal negativa entre el pH y el porcentaje de acido lactico
titulable (ver Apéndice 12). El coeficiente de la regresion resultd con un valor igual
a -1,594, lo cual indica que por cada unidad de pH, el porcentaje de 4cido lactico

titulable disminuye en 1,594 unidades porcentuales.
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Figura 13. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el pH y el porcentaje
de acido lactico titulable producido por los tratamientos preseleccionados
(r=-0,976).

3.3. Seleccion del Tratamiento mas Eficiente

Se selecciond al tratamiento T4 como el mas eficiente frente a los tratamientos T1 y
T6 porque logré un menor pH, presentdé mejor olor, a pesar que los otros dos no
presentaron olores fétidos o desagradables, ademds, porque generé mayor
porcentaje de acido lactico. Ninguno de los tres tratamientos presentaron, a simple
vista, pelicula de microorganismos en su superficie. En referencia a la produccion
de biol, el tratamiento T4 fue el que més volumen produjo (ver Tabla 16). Por estas
razones, el Biol T4 y el Biosol T4 extraidos del tratamiento T4 fueron analizados
microbioldgicamente y se les caracterizd fisico-quimicamente al considerarlos

como productos del tratamiento mas eficiente.

Tabla 16

Volumen de biol producido por los tratamientos preseleccionados

Tratamiento Volumen de Biol producido (L)
T1 1,36
T4 1,70
T6 1,52

Fuente: Elaboracion propia.

57



4. ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL BIOFERTILIZANTE PRODUCIDO POR
EL TRATAMIENTO MAS EFICIENTE

El Biol T4, el Biosol T4 producidos por el tratamiento T4 y la cuyinaza se analizaron
microbioldgicamente en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia Marino
Tabusso de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Los resultados del analisis se

muestran en la Tabla 17 y los informes del laboratorio se detallan en el Apéndice 13.

Se observa ausencia de coliformes totales, coliformes fecales y Salmonella en el Biol
T4 y en el Biosol T4 (ver Tabla 20). Sin embargo, presentan recuentros de mohos y
levaduras tanto en el Biol T4 como en el Biosol T4. La cuyinaza, Biol T4 y Biosol T4
no reportaron la presencia de Staphylococcus aureus en el andlisis, pero si recuento de

aerobios mesofilos viables.

La ausencia de coliformes totales, coliformes fecales y Salmonella en el Biol T4 y
Biosol T4 se puede explicar por la cualidad que presentan las bacterias acido lacticas
que al fermentar carbohidratos producen acidos orgénicos, principalmente acido lactico,
que propician la reduccion del pH, inhibiendo o eliminando a los coliformes totales
quienes prefieren un pH cercano a la neutralidad o ligeramente 4cidos (Isea et al, 2004
citado por Roman, 2012). Otro factor antimicrobiano que influye significativamente es
la produccion de metabolitos por parte de las bacterias lacticas, tales como el peroxido
de hidroxido (H203), el superdxido (O,’), compuestos aromadticos, benzoato, enzimas
bacteridlogas, bacteriocinas, entre otros. Ademads, ecosistémicamente en todo
microhabitat se genera competencia entre las comunidades microbianas presentes
porque buscan tener acceso a los sustratos esenciales para sobrevivir, lo cual condiciona
la sobrevivencia de algunas comunidades que se encuentren con menor poblacion
(Martinez, 1996 citado por Roméan, 2012). En tal sentido, la inoculacién de bacterias
lacticas realizada en la presente investigacion hacia los tratamientos a través del indculo
IBL gener6 que estos microorganismos se encontraran en mayor numero poblacional

que los demas generando, a lo mejor, inhibiciéon por dominancia numérica.
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Tabla 17

Resultados del andlisis microbiologico de la cuyinaza, Biol T4 y Biosol T4

Analisis microbiolégico Cuyinaza Biol T4 Biosol T4
Enumeracion de coliformes totales (NMP.g™") >11x10°  ND <3
Enumeracion de coliformes totales (NMP.ml™) ND <3 ND
Enumeracion de coliformes fecales (NMP.g™) >11x10°  ND <3
Enumeracion de coliformes fecales (NMP.m1™) ND <3 ND
Recuento de mohos (UFC.g™) 34x10* ND 29x10
Recuento de mohos (UFC.ml™) ND 25x10*  ND
Recuento de levaduras (UFC.g™") --- ND 72x10
Recuento de levaduras (UFC.ml™) ND 61x10* ND
Enumeracion de Staphylococcus aureus (NMP.g™) <3 ND <3
Enumeracion de Staphylococcus aureus (NMP.ml™") ~ ND <3 ND
Deteccion de Salmonella sp. en 25 g Presencia  ND Ausencia
Deteccion de Salmonella sp. en 25 ml ND Ausencia ND
Recuento de aerobios mesofilos viables (UFC.g™) 60x10’ ND 65x10*
Recuento de aerobios meséfilos viables (UFC.ml™") ND 95x10°  ND

Nota: <3 significa ausencia del microorganismo. ND significa no determinado o no detectado.
Fuente: Laboratorio Marino Tabusso de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

El Biol T4 y el Biosol T4 presentaron levaduras en el analisis microbiologico. Contreras
et al. (2009) citado por Mier (2009) manifestaron que el acido lactico es mas fuerte que
el 4cido acético para bajar mas rapidamente el pH, no obstante, el acido acético
funciona mejor como inhibidor de levaduras. Posiblemente, al incrementarse la
fermentacion y generarse mayor porcentaje de acido lactico, el porcentaje de 4cido
acético producido haya sido muy bajo que no logrd inhibir totalmente a las levaduras

presentes al momento del andlisis del Biol T4 y Biosol T4.

. ANALISIS QUIMICO DE INTERES AGRONOMICO O CARACTERIZACION
FISICO-QUIMICA DEL BIOFERTILIZANTE PRODUCIDO POR EL
TRATAMIENTO MAS EFICIENTE

El biol y biosol producido por el tratamiento mas eficiente se analizd fisico-

quimicamente en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de
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la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (LASPAF),

cuyos resultados muestran las caracteristicas agronémicas del biofertilizante producido.

5.1. Caracterizacion Fisico-quimica del Biol T4

Los resultados del analisis fisico-quimico del Biol T4 y de otros bioles se muestran
en la Tabla 21. En el Apéndice 13, se encuentran los informes del laboratorio

LASPAF con los resultados de los analisis.

La materia organica reportada para el Biol T4 se encuentra muy cercana a la
lograda por el Fast biol 20, pero ambas superan a los demas bioles mostrados en la
Tabla 18. En relacion a los macronutrientes, el nitrogeno total y el fosforo total
encontrados en el Biol T4 son elevados al igual que del Fast Biol 20, mientras que
el potasio total del Biol T4 triplica al reportado para el Fast biol 20, superando

ampliamente a los demas bioles.

Considerando a los macronutrientes, el Biol T4 obtuvo mayores valores que los
bioles de Ventanilla, Casa Blanca, de alfalfa, de chicha de jora y Fast biol 20 (ver
Tabla 18). Mientras que solo en potasio y en magnesio superd a lo reportado por el
Biol T13 que también fue producido mediante la fermentacion de cuyinaza.
Comparando al Biol T4, producido por acciéon del indculo de Lactobacillus sp.
extraido de la chicha de cebada, con el biol de chicha de jora, el Biol T4 lo supera

en la mayoria de los pardmetros analizados.

Segun Suarez (2009) citado por Meza (2014) y sustentandose en las investigaciones
efectuadas por Corpoica y la Corporacion PBA, los valores minimos nutricionales
que deben presentar los bioles son: Nitrogeno (>700 mg/L), Fosforo (>170 mg/L),
Potasio (>1300 mg/L), Calcio (>1800 mg/L), Boro (>7 mg/L). El Biol T4 supera

estos limites, poseyendo, por estas razones, un buen potencial como fertilizante.
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Tabla 18

Caracterizacion fisico-quimica del Biol T4 y otros bioles

o e WL e S w1 B
pH 7,89 8,2 6,8 6,8 3,75 4,54 4,15
C.E.(dS.m™) 19,28 15,3 11,2 10,2 25,7 41 34,7
Soélidos en suspension (g.L‘l) 19,52 23,6 8,85 9,78 - - -
Solidos totales (g.L™) --- 232,98 248 249,12
M.O. en solucion(g.L™) 5,28 5,4 2,86 3,75 181,1 162,4 173,1
Macronutrientes

N total (mg.L™) 1876 980 1064 1015 4200 7308 6020
P total (mg.L™") 71,2 121 53,3 66,5 7442 3517,6  3349,75
K total (mg.L™) 19,4 6 760 1143 1045 17200 5880 18 900
Ca total (mg.L™) 104,8 220,4 755 707 5200 6400 5670
Mg total (mg.L™) 27,6 534 348 353 1740 2940 3050
Micronutrientes

Na total (mg.L™) 3400 542 463 500 1040 2220 975
Fe total (mg.L™) 0,16 5 12,5 516 140,4 365,95
Cu total (mg.L™) 2,28 0,3 0,4 14 3,7 4,9
Zn total (mg.L™") 1,36 1,9 2,9 60 26,8 27,5
Mn total (mg.L™) 14,08 1,8 2,7 28 35,8 57,55
B total (mg.L™") 52 124 93 19 11,4 15,74

Nota: (1) Biol Ventanilla, (2008) citado por Roman (2012), (2) Biol Casablanca citado por Roman (2012), (3)
LASPAF 2001 citado por Roman (2012), (4) Peralta (2010), (5) Roman (2012).
Fuente: Laboratorio LASPAF de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

El Biol T4 present6 elevada cantidad de materia organica en comparacioén a otros
bioles, esta condicién constituye, segin Roman (2012), una caracteristica muy
importante para un fertilizante porque todo tipo de suelo se beneficia con la materia
organica porque le proporciona nutrientes, lo activa bioldgicamente, evita la
compactacion favoreciendo la infiltraciéon y retencion del agua, aumenta la

capacidad de intercambio cationico, ayuda a la aireacion y oxigenacion.

Peralta (2000) citado por Roméan (2012) y Guerrero (1993) citado por Peralta
(2010), manifiestan que cuando las condiciones son alcalinas, el nitrégeno en los

estiércoles se gasifica y emana fuerte olor amoniacal, que incluso puede generar
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5.2.

pérdidas de nitrégeno hasta de un 60 por ciento. Posiblemente por esta razon, el
nitrogeno total presente en el Biol T4 resultd con un valor elevado, tal vez se deba a
la acidez que posee el Biol T4, el cual limita la volatilizacion del nitrégeno. Como
el Biol T4 no es alcalino, conserva este macronutriente y se le podria considerar
como un buen fertilizante rico en nitrégeno. Segin Aldén (2008), el poco contenido
de potasio en las plantas las hace mas débiles frente a los patdgenos radiculares,
cuyos efectos vuelven fragiles a los tallos, haciéndolas més vulnerables ante los
vientos y lluvias. Frente a ello, el Biol T4 es una alternativa que permitiria
fortalecer, potenciar y desarrollar a los sembrios agricolas por su elevado contenido

potasico.

Caracterizacion Fisico-quimica del Biosol T4

Los resultados del analisis fisico-quimico del Biosol T4 se muestran en la Tabla 19,
en donde también se observan los andlisis de otros biosoles. En el Apéndice 13, se

muestra el informe del laboratorio LASPAF.

El porcentaje de materia organica (%M.O.) presente en el Biosol T4 (78,34 por
ciento), es muy cercana a las reportadas para el Biol T13 (81,24 por ciento), Fast
biol 20 (80,40 por ciento), asi como para la cuyinaza (74,08 por ciento) usada en la
presente investigacion. En el porcentaje de nitrogeno, potasio, calcio y magnesio, el

Biosol T4 supera al Fast biosol 20 y al Biosol T13.

Tabla 19

Caracterizacion fisico-quimica de la cuyinaza, Biosol T4 y otros biosoles

Parametros  Fast biosol 20'  Biosol T13* Cuyinaza Biosol T4
Humedad (%) 3,19 3,17 60,00 -
pH 4,48 4,73 7,16 4,26
C.E. (dS.m™) 10,64 21,00 14,10 21,30
M.O. (%) 80,40 81,24 74,08 78,34
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Caracterizacion fisico-quimica de la cuyinaza, Biosol T4 y otros biosoles

(Continuacion)

Parametros Fast biosol 20’ Biosol T13? Cuyinaza Biosol T4
Macronutrientes

Nitrogeno (%) 1,43 2,12 1,99 2,16
P,0s (%) 0,62 2,38 3,01 0,90
K»0 (%) 3,03 4,00 5,63 5,15
CaO (%) 2,04 2,34 2,71 2,38
MgO (%) 0,50 0,87 1,23 1,47
Micronutrientes

Sodio (%) 0,18 0,27 0,26 0,20
Hierro (ppm) -— 760,00 3323,00 2809,00
Cobre (ppm) 45,00 26,00 38,00 27,00
Zinc (ppm) 75,00 148,00 237,00 118,00
Manganeso (ppm) 70,00 152,00 254,00 150,00
Boro (ppm) 35,00 42,00 64,00 57,00

Nota: (1) Peralta (2010) (Biosol de origen vacuno), (2) Roman (2012).
Fuente: Laboratorio LASPAF de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

6. CALCULO DEL INDICE DE CALIDAD DE LA MATERIA ORGANICA O
RELACION C/N DEL BIOFERTILIZANTE

Considerando la informacion proporcionada por el laboratorio LASPAF y con las
formulas correspondientes, se calcul6 la relacion C/N del Biol T4 y del Biosol T4 (ver
Tabla 23). El célculo realizado para obtener la relacion C/N se presenta en el Apéndice

14.

En la Tabla 20, se observa que la relacion C/N del Biosol T4 resultod con un valor de
21,04, siendo mayor al 16,04 que obtuvo el Biol T4. Asimismo, el porcentaje de materia
organica, porcentaje de carbono y porcentaje de nitrégeno son superiores del Biosol T4

frente al Biol T4.
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Considerando lo indicado por el Consejo Canadiense de Ministros del Ambiente
(Kimura, 2005 citado por Meza, 2014), un compost logra la condicion de madurez
cuando la relacion C/N es <25 (Peralta, 2010), condicion que el Biol T4 y Biosol T4
satisfacen, puesto que resultaron con 16,68 y 21,04 de relacion C/N respectivamente,

pudiendo ser considerados como fertilizantes maduros.

Tabla 20

Indice de calidad de la materia orgdnica o relacién C/N

Biofertilizante % MO %C %N C/N
Biol T4 17,31 10,04 0,60 16,68
Biosol T4 78,34 45,44 2,16 21,04

Fuente: Elaboracion propia.

. ESTABILIDAD DE BIOL T4 PRODUCIDO

Se evalu¢ el Biol T4 durante un lapso de tiempo de 75 dias en funcion de la variacion
del pH. Las mediciones se realizaron cada cinco dias contabilizados desde la fecha de

extraccion del biol. La Tabla 21 nuestra la variacion del pH en funcion del tiempo.

El pH con un valor de 2,90 se mantuvo constante durante los primeros 35 dias,
posteriormente fue incrementandose hasta llegar a 4,03 cuando se cumpli6 los 75 dias

de evaluacion (ver Figura 14).

Tabla 21
Registro de la variacion del pH del Biol T4 durante 75 dias

Biofertilizante Dia
0 5 10 15 25 35 45 55 65 75
Biol T4 290 290 290 290 290 2,90 3,00 3,30 3,70 4,03

Fuente: Elaboracion propia.
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El Biol T4 mantuvo un valor de 2,90 de pH por mas de 30 dias, valor que fue menor al
conseguido por el Biol T13 de Roman (2012) durante el mismo lapso de tiempo. En
base a este resultado, se podria indicar que el Biol T4 se mantuvo estable durante el

tiempo evaluado.

PH

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Dia

Figura 14. Variacion del pH del Biol T4 en funcion del tiempo.

8. BIOENSAYO DE TOXICIDAD DEL BIOL T4 EN LAS SEMILLAS DE
“LECHUGA”

8.1. Efecto del Biol T4 en la Germinacion de las Semillas de “Lechuga”

En la Tabla 22, se muestran los diversos valores del pH para cada dilucién del Biol
T4 correspondientes a los tratamientos aplicados a las semillas de “lechuga”. Se
observa que el pH se incrementa al diluir mas el Biol T4. Si se comparan los

valores de pH del tratamiento T1pg con el tratamiento T5pg, existen 2,4 unidades
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de pH de diferencia, este incremento es de significativa importancia porque al
elevar el pH se logra una mejor germinacion (ver Tabla 23). Estos resultados
muestran que la germinacion de las semillas de “lechuga” es inhibida cuando es

sometida a un medio con pH acido.

Tabla 22

Evaluacion del pH de los tratamientos aplicados a la semilla de “lechuga”

Tratamiento Diluciones pH
TOpg Control (agua destilada) 0% 6,80
Tlpg 100/100 (Biol T4 puro) 100% 2,90
T2pg 10/100 10% 3,10
T3pg 1/100 1% 3,30
T4pg 0,1/100 0,1% 3,60
T5pg 0,01/100 0,01% 5,30

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 23, se muestran los porcentajes promedio de germinacion de las
semillas de “lechuga”. Los porcentajes de cada tratamiento con sus respectivas

réplicas se muestran en el Apéndice 15.

Tabla 23

Registro de los Porcentajes promedio de germinacion por accion de los

tratamientos en las semillas de “lechuga”

Porcentaje de Germinacion (%)

Tratamiento

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5s
TOpg 96,67+5,77 100,00+£0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00"
Tlpg 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 O,OOﬂ:O,OOb
T2pg 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 20,00£10,00 23,33+15,28°
T3pg 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+£0,00 100,00+0,00 100,00+0,00°
T4pg 100,00+0,00 100,00+=0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00°
T5pg 100,00+0,00 100,00+=0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00°
Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas en superindices con letras iguales segin Prueba de
Tukey.

Fuente: Elaboracion propia.
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Se observa que el tratamiento Tlpg correspondiente al Biol T4 puro tiene
0,00+0,00 por ciento de germinacion (ver Tabla 23), condiciéon semejante en el
tratamiento T2pg (10 por ciento) que solo logré6 un 23,33+15,28 por ciento de
germinacion. Los tratamientos que fueron iguales o mayores al 90 por ciento de
germinacion fueron TOpg (0 por ciento), T3pg (1 por ciento), T4pg (0,1 por ciento)
y T5pg (0,01 por ciento).

Segun el andlisis de varianza (p<0,05) mostrado en la Tabla 24, en el quinto dia de
iniciada la germinacion si hubo diferencias significativas (p=0,000) entre los
tratamientos. Al aplicar la prueba de Tukey, los tratamientos TOpg (0 por ciento,
control), T3pg (1 por ciento), T4pg (0,1 por ciento) y T5pg (0,01 por ciento) no
presentan diferencias significativas entre si porque lograron 100 por ciento de
germinacion, pero si con los tratamientos Tlpg (100 por ciento) y T2pg (10 por
ciento) en los cuales la germinacion fue de 0,00+0,00 por ciento para el primero y
de 23,33+15,28 por ciento para el segundo (ver Apéndice 16). Estos resultados
indican que quizas implicaria lo mismo usar o no el Biol T4 como potenciador de la
germinacion de las semillas de “lechuga”. Sin embargo, aun debemos contrastar lo
que nos expresa el indice de Germinacion, el indice del Porcentaje de Germinacion
Residual Normalizado (IGN) y el indice de FElongacion Radical Residual

Normalizado (IER) cuyos valores se muestran en la Tabla 26.

Tabla 24

Anadlisis de varianza de la germinacion por accion de las diluciones del BiolT4

DiaSpg
Suma de Gradode  Cuadrado F Sig.
cuadrados libertad Medio valores
Intergrupos 32027,778 5 6405,556 164,714 0,000
Intragrupos 466,667 12 38,889
Total 32494,444 17

Fuente: Elaboracion propia.
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8.2. Efecto del Biol T4 en el Indice de Germinacién, indice del Porcentaje de
Germinacién Residual Normalizado e Indice de Elongaciéon Radical Residual

Normalizado Calculados para las Semillas de “Lechuga”

Los Indices de Germinacién calculados, las medidas de las elongaciones de las
radiculas y de los hipocotilos de los tratamientos con sus correspondientes réplicas

se muestran en los Apéndices 17, 20 y 21 respectivamente.

En la Tabla 25, se muestra el nimero de semillas germinadas, la elongacion
radicular, elongacién del hipocotilo, Indice de Germinacion (IG), Indice del
Porcentaje de Germinacién Residual Normalizado (IGN) e indice de Elongacion
Radical Residual Normalizado (IER) correspondiente a los tratamientos
conformados por diluciones del Biol T4. El tratamiento T1pg no germind ninguna
semilla, posiblemente porque el Biol T4 se encontré puro, mientras que el
tratamiento T2pg logré muy baja germinacion, razones por las cuales estos
tratamientos no fueron incluidos en los analisis de varianza de IG, elongacion de la

radicula y elongacion del hipocotilo.

Para el caso del valor de PGR, no existe mucha variacion entre los tratamientos
TOpg, T3pg, T4pg y T5pg debido a que obtuvieron germinacién del 100 por ciento,
mientras que los tratamientos T1 y T2 lograron 0,00+0,00 por ciento y 23,33+15,28
por ciento de germinacion respectivamente. Sin embargo, para el CRR si se
observan valores desde el cero por ciento hasta cerca al 100 por ciento (ver

Apéndicel9).

Tomando en cuenta los rangos porcentuales valorativos de toxicidad (Zucconi et
al., 1981 citados por Varnero et al., 2007), los tratamientos T4pg (0,1 por ciento) y
T5pg (0,01 por ciento) poseen ausencia o muy baja toxicidad porque los IG fueron
muy superiores al 80 por ciento, mientras que los tratamientos Tlpg (100 por

ciento) y T2pg (10 por ciento) tuvieron alto efecto de toxicidad en la germinacion
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de las semillas de “lechuga” porque obtuvieron IG menores al 50 por ciento. El
tratamiento T3pg (1 por ciento) con IG entre el rango de 50 por ciento a 80 por
ciento presenté6 moderada toxicidad, siendo un posible causal la acidez de 3,30 de

pH que tuvo.

Tabla 25

Efecto del Biol T4 sobre el Indice de germinacion (IG), Indice del Porcentaje de
Germinacion Residual Normalizado (IGN) y el Indice de Elongacién Radical

Residual Normalizado (IER) en las semillas de “lechuga”

Numero de Elongacion Elongacion del
Tratamiento Semillas radicular hipocotilo I1G (%) IGN IER
germinadas (mm) (mm)
TOpg 10,00 34,87+£5,83"  24,67+2,88" --- -—- -—-
Tlpg 0,00 O,O(H:(),OOb 0,00i0,00b 0,00+0,00" -1,00 -1,00
T2pg 2,33 0,53+1,01°  1,07£2,12°  0,36+0,24* -0,77 -0,98
T3pg 10,00 18,87+£5,03°  26,03£3,09" 54,1 lﬂ:8,03b 0,00 -0,46
T4pg 10,00 31,00ﬂ:4,39d 26,10+£3,01°  88,91£6,97° 0,00 -0,11
T5pg 10,00 34,70+£6,39"  25,60+2,42"  99,56+9,99° 0,00 0,00
Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas en superindices con letras iguales segin Prueba de

Tukey.
Fuente: Elaboracion propia.

El anélisis de varianza del Indice de Germinacion y de la elongacion de la radicula
resultaron significativos, mientras que la elongacion del hipocotilo no presentd
diferencias significativas para los tratamientos T3pg, T4pg y T5pg (ver Apéndices
19 y 23). En la Figura 15, se muestra los graficos de las elongaciones de la radicula
y del hipocotilo, en donde se aprecia que la elongacion radicular del tratamiento
T3pg se diferencia de los tratamientos TOpg, T4pg y TS5pg. Mientras que en la
elongacion del hipocotilo, todos los tratamientos se traslapan indicando la no
existencia de diferencias significativas, pese a que la elongacién promedio del
hipocotilo desarrollada por el tratamiento TOpg resultd menor. El tratamiento T5pg
favorecié una mayor elongacion de la radicula frente al tratamiento T4pg, logrando

aproximarse al conseguido por el tratamiento control TOpg.
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Figura 15. Variaciones de las elongaciones de la radicula y del hipocotilo.

En la Figura 16, se muestran las variaciones del IGN y del IER, los cuales se

oriental desde el tratamiento mas toxico hasta el menos toxico, es decir desde T1pg

hasta T5pg. Estos dos indices se sustentan en la germinacion y en la elongacion

radicular del tratamiento control o testigo TOpg. En el Tratamiento Tlpg, se

observa que las gradientes de germinacion (IGN) y de elongacion (IER), asumen el

valor maximo de toxicidad (-1), posiblemente, esto se debio al 100 por ciento de

pureza del Biol T4, que proporcion6 un pH &cido y alto contenido de sales

minerales, los cuales inhibieron la germinacion de las semillas de “lechuga”.

Tratamientos

Tipg T2pg
0.05 :

T3pg

T4pg TSpg

-0.25 A
04
-0.55 A
-0.7 A
-0.85 A

Unidad arbitraria

-1.15 -
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——JER

Figura 16. Indice de germinaciéon normalizada (IGN) e Indice de elongacion de la
radicula (IER) en el bioensayo de la “lechuga” por acciéon de diversas

diluciones del Biol T4.
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El tratamiento T2pg (10 por ciento), a pesar que obtuvo porcentaje de germinacion,
no favoreci6 al crecimiento radicular que resulté muy cercano a -1, interpretindose
como un crecimiento radicular casi nulo. Esto se apreci6 mejor en el tratamiento
T3pg (1 por ciento), que habiendo logrado la germinacion de la totalidad de las
semillas, no favorecid6 un crecimiento radicular adecuado de las semillas de

“lechuga” (ver Figura 16).

Para el caso del tratamiento T4pg (0,1 por ciento), tanto el IGN, asi como el IER
estdn muy proximos entre si y ambos muy cercanos al eje de la abscisas, condicion
que indica la existencia de una correspondencia positiva entre la germinacion
lograda con la elongacion radicular desarrollada, con lo cual se corrobora que la

concentracion del Biol T4 representa baja toxicidad para las semillas de “lechuga”.

En la Figura 17, se muestran los Indices de Germinacién en donde no existe
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos T4pg y T5pg, pero
si de estos con el tratamiento T3pg. Los tratamientos Tlpg y T2pg no han sido

considerados en el anélisis porque sus IG fueron muy bajos.
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Figura 17. Gréfica de bigotes de las variaciones del Indice de Germinacion de los
tratamientos del bioensayo en las semillas de “lechuga”.
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De todos los tratamientos en el bioensayo de los efectos de toxicidad en las semillas
de “lechuga”, el tratamiento T5pg (0,01 por ciento) logré 100 por ciento de
germinacion, valor cero del IGN, cero en IER que expresa estar libre de toxicidad y
a pesar de no tener diferencias significativas con el tratamiento T4pg, resulto ser el
mas adecuado o el mas 6ptimo porque favorecido mas el crecimiento radicular de las

plantulas de “lechuga” (ver fotografias del Apéndice 24).

Considerando los valores de IG obtenidos por Roméan (2012) y comparandolos con
los resultados de la presente investigacion, el tratamiento T5pg (0,01 por ciento)
fue mayor al registrar un porcentaje de 99,56+9,99 por ciento de IG. Como el
bioensayo realizado en esta investigacion no busca la toxicidad del biol, sino una
concentracion Optima que permita y/o potencie el desarrollo de las semillas de
“lechuga”, el biofertilizante que logre un valor muy cercano al 100 por ciento de IG
debe ser interpretado como un buen nutriente, estimulador de las plantas y que
favorece a la germinacion (Garcia-Gallegos, Luna-Zendejas y Zamora-Campos,
2015). En ese sentido, el Biol T4 diluido al 0,01 por ciento puede asumirse como
un fitonutriente o fitoestimulador porque logré un IG de 99,56+9,99 por ciento

(Zucconi, 1998 citado por Carhuancho, 2 012).
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CONCLUSIONES

1. La cepa aislada del fermento de la chicha de cebada, proveniente de Cusco, corresponde
al género Lactobacillus, la cual pudo adaptarse bien a la melaza de cafa como fuente de

carbono.

2. El tratamiento T4 conformado por 150 mL de indculo de bacterias Lactobacillus sp.
(IBL), 250 g de melaza de cana y 600 g de cuyinaza hidratada al 60 por ciento fue
seleccionado como el tratamiento mas eficiente porque logré menor valor de pH, no
presento olor fétido y generé mayor porcentaje de acidez titulable en el quinto dia de

iniciada la fermentacion de la cuyinaza.

3. La melaza de cafa incrementa la produccion de biofertilizante porque favorece a la
fermentacion de la cuyinaza cuyo efecto se aprecia en mayor porcentaje de acido lactico

producido.

4. El Biol T4 y el Biosol T4 extraidos del tratamiento T4 presentaron buenas condiciones
fitosanitarias porque resultaron libres de coliformes totales, coliformes fecales y
Salmonella. Ademas, reportaron buenas caracteristicas de interés agronémico al poseer
6020 mg.L" y 2,16 por ciento de nitrogeno, 3349,75 mg.L"' y 0,90 por ciento de
fosforo, 18900 mg.L" y 5,15 por ciento de potasio, 173,1 g.L "' y 78,34 por ciento de

materia organica respectivamente, ademas de alto contenido de micronutrientes.

5. El Biol T4 y Biosol T4 resultaron con 16,68 y 21,04 de relaciéon C/N respectivamente,

razon para ser considerados como fertilizantes maduros.

6. El Biol T4, extraido del tratamiento T4, mostré estabilidad por un lapso de 75 dias al no

superar el valor de 4,03 de pH.
7. EL Biol T4 diluido al 0,01 por ciento posee ausencia o muy bajo contenido de

fitotoxinas y una acidez que no inhibe la germinacién porque logré un Indice de

Germinacion (IG) de 99,56+9,99 por ciento.
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RECOMENDACIONES

Analizar a nivel molecular la cepa obtenida en la presente investigacion para identificar

la especie a la cual pertenece.

Efectuar un andlisis de fitohormonas al biol producido para determinar su capacidad

como fitorregulador en el desarrollo vegetal.

Realizar investigaciones considerando diferentes tipos de crianza de cuyes cuyas

cuyinazas permitan producir mayor cantidad y/o mejor calidad de biofertilizantes.

Investigar otras fuentes de carbono alternativas a la melaza para evaluar la produccion

de inoculo y la fermentacion con la cuyinaza

Aplicar el Biol T4 en pregerminacion de diversas semillas para determinar en cual

ofrece mayor eficiencia como estimulador germinativo.

Aplicar foliarmente el Biol T4 en diversos cultivos para averiguar en cual de ellos es
mas eficiente, tomando en cuenta el tipo de suelo, clima, altitud de los sembrios, dentro

o fuera de fitotoldos o invernaderos.

Implementar los resultados de la presente investigacion a mayor escala, pudiendo ser a
nivel de la empresa Agroindustrial Inka Cuy S.A.C., y de esta manera proporcionar otra
alternativa de aprovechamiento del estiércol de los cuyes, que posibilitaria la

disminucion de impactos ambientales que pudieran estar generandose por la cuyinaza.

Investigar si los bioles y biosoles producibles de la mezcla de la cuyinaza con otros

estiércoles resulten mas convenientes en el contenido nutricional como biofertilizantes.
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TERMINOLOGIA

Los conceptos de los términos indicados a continuacion se han tomado del libro Conceptos

basicos de gestion ambiental y desarrollo sustentable perteneciente a Sanchez (2011).

Agroquimicos. Término genérico para designar al conjunto de sustancias quimicas usadas
en la agricultura para el control de plagas, se presentan como herbicidas, defoliantes,

fertilizantes y otras formas.

Coliformes. Grupo de bacterias que viven en el intestino de muchos vertebrados, las
cuales pueden ser de origen fecal o ambiental; si proceden de heces se les llaman
coliformes fecales y pueden estar presentes algunas otras bacterias patogenas como

Salmonella, Shigella y Vibro parahemolitico, entre otras.

Fertilizante o abono. Cualquier sustancia organica o inorganica, natural o sintética que
aporte a las plantas uno o varios de los elementos nutritivos indispensables para su

desarrollo vegetativo normal.

Hidratos de carbono o carbohidratos. Biomoléculas organicas conformadas por
polialcoholes y poseen un grupo aldehido o cetona. Llamados, también como glucidos,
glicidos, glicoles y azlicares. Dentro de sus funciones, son energéticas, plasticas o

estructurales dentro de las celulares y almacenan informacion celular.

Impacto ambiental. Modificaciones al ambiente ocasionadas por actividades

antropogénicas (realizadas por el hombre) o por fendmenos naturales

Insumos directos. Aquellos materiales o sustancias que intervienen en el proceso
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productivo o de tratamiento. Incluyen materias primas.

Lactato. Forma ionizada del acido lactico, intermediario en el metabolismo de la glucosa.

Se genera a partir del acido pirtivico en el musculo esquelético, cerebro y eritrocitos.

Materia organica. Material que se forma por los procesos de desintegracion de los seres

vivos, estd formado principalmente por carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno.

Materia prima. Recursos que a través de un proceso de transformacion se convierten en

un producto final.

Microorganismos. Organismos microscopicos que pueden ser: virus, bacterias, algas,
hongos o protozoos. Se consideran dentro de este grupo tanto a las bacterias y protozoarios

como a las algas y hongos microscopicos.

Morfolégico(a). Relativo a la morfologia. Caracteristicas de las formas fisicas de ciertas

categorias de individuos.

Partes por millon (ppm). Medida que se utiliza para determinar la concentraciéon de una
sustancia quimica en un volumen especifico, se determina dividiendo el volumen en un
millon de partes iguales; cada millonésima parte de este volumen que corresponde a la

sustancia de nuestro interés, se considera una parte por millon de la sustancia.

Patogenos. Microorganismos (bacterias, virus o parasitos) que pueden causar
enfermedades en otros organismos o en humanos, animales o plantas; se encuentran en
aguas negras, descargas provenientes de granjas o areas rurales pobladas con animales

domésticos y silvestres, y en agua utilizada para natacion. Los alimentos y el agua
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contaminados por patdgenos pueden causar enfermedades.

pH. Medida de acidez o de alcalinidad de una sustancia liquida o sélida. Cuando una
sustancia tiene un valor pH de 0 a 7 significa que es 4acida, si el pH es de 7 a 14 indica
alcalinidad, mientras que un valor de pH de 7 indica neutralidad. El valor del pH influye en

el comportamiento y en los componentes de las sustancias.

Proceso anaerdbico. Ocurre en ausencia de oxigeno libre. La forma de respiracion sin
oxigeno libre se presenta en algunas bacterias, levaduras y protozoarios, estos organismos

descomponen materia organica con produccion de metano.

Regresion lineal. Técnica estadistica que busca las posibles relaciones funcionales de

proporcion directa entre dos variables cuantitativas que cambian juntas y simultdneamente.

Sulfuro de hidrogeno. Gas maloliente formado por hidrogeno y azuftre, tiene el olor
caracteristico de huevos podridos. Es emitido durante la descomposicion natural de la
materia organica y en las etapas avanzadas de eutrofizacion de los lagos. El sulfuro de
hidrogeno es un subproducto de las actividades en refineria y con frecuencia de la
combustion de algunos productos del petrdleo. En concentraciones altas puede causar

malestar y dafos serios a la salud.
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APENDICES

APENDICE 1
FICHA TECNICA DEL MEDIO DE CULTIVO MAN ROGOSA SHARE (MRS)

AT -
CONDA pl‘onadlsa
\‘” Hicru & Mosecular Siology

QUALITY CONTROL CERTIFICATE

PRODUCT: MRS BROTH
CAT NO: 1215

BATCH: 211081
RE-TEST DATE:2020/02
QC Date: 2016/02/08

pH: 6.20

We hereby certify that the above mentioned culture medium has been approved by the Quality Control Laboratory.

Sodium acetate
Magnesium sulfate:

Ammonium citrate
Manganese sulfate:

EORMULA IN g/l:
Bacteriological peptone:... ..10.0 Beef extract
Yeast extract: & 4.0 Dextrose:.. A S
Tween-80: 1.0 Dipotassium phosphate:
50
02

The pH after preparing the medium and at room temperature: 6.2 £ 0.2

PHYSICAL AND CHEMICAL TEST

Appearance: ..................c..c....co......... fin€ powder
Solubility: ....wlo rests
Color beige

Color of the prepared medium: clear amber

MICROBIOLOGICAL TEST

The following results were obtained in the performance of the medium from type cultures after incubation at a temperature
of 35°C during 3 days .or at 30°C during 5 days in a CO; enriched atmosphere.

Microorganisms Growth
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Good
Lactobacillus casei ATCC 393 Good
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 Moderate-Good
Escherichia coli ATCC 25922 Moderate-Good
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Inhibited

NOTE: the growth of some lactobacillus strain is inhibited a higher pH of 6,0 and it is necessary to acidify the
media to promote the growth. To acidify the media you can add some drops of acetic acid

Laboratory result: Satisfactory

Carmen Ramirez, QC Manager

1

LABORATORIOS CONDA, S.A. www.condalab.con
C/ La Forja, 9 * 28850 Torrején de Ardoz (Madrid)
Phone +34 91 761 02 00 * Fax +34 91 656 82 28
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APENDICE 2

REGISTRO DE LOS VALORES DE pH DE LOS TRATAMIENTOS Y SUS

REPLICAS

Evaluacion diaria del pH

Tratamientos Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
TO Réplica 1 10,9 10.00 8,5 8,1 8,7 9,7
Réplica 2 10,0 9,8 8,1 8,1 8,9 10,3
Réplica 3 10,5 9,9 7.9 7,9 8,8 9,6
X +DE  10,47+0,45 9,90+0,10 8,17+0,31 8,03+0,12 8,80+0,10 9,87:0,38
Tl Réplica 1 6,3 5,8 4,8 43 4,4 4,3
Réplica 2 6.8 5.9 4,8 4,1 4,1 4,2
Réplica 3 7.00 5,7 4,8 4,2 4,1 4,0
X +DE  6,70£0,36 5,80+0,10 4,80+0,00 4,20%0,10 4,20%0,17 4,17+0,15
T2 Réplica 1 7,7 5,6 4,4 3,9 4,2 4,6
Réplica 2 8,0 5,5 4,7 4,4 3,9 4,4
Réplica 3 8,9 5,5 51 3,6 4,3 4,7
X +DE 8,20+0,62 5,53,+0,06 4,73+0,35 3,97+0,40 4,131+0,21 4,5710,15
T3 Réplica 1 8,1 6,0 5,1 4,6 5,4 4,8
Réplica 2 8,0 6,2 5,6 5,7 5,7 5,0
Réplica 3 8,3 6,1 5,3 4,7 5,5 4,9
X +DE 8,13+0,15 6,10+0,10 5,33+0,25 5,00+0,61 5,53+0,15 4,90+0,10
T4 Réplica 1 8,4 5,3 4,0 3,0 3,8 3,1
Réplica 2 8,8 5,4 3,8 2,9 3,7 2,9
Réplica 3 8,7 5,5 3,8 2,7 4,0 3,3
X +DE 8,63+0,21 5,40+0,10 3,87+0,12 2,87+0,15 3,83+0,15 3,10+0,20
15 Réplica 1 8,0 5,3 4,2 3,2 4,8 3,6
Réplica 2 7,6 51 4,0 2,8 4,5 3,5
Réplica 3 7,5 5,0 4,0 3,2 4,6 3,8
X +DE 7,70+£0,26 5,13+0,15 4,07+0,12 3,07+0,23 4,63+0,15 3,6310,15
T6 Réplica 1 8,1 5,6 4,1 3,5 4,8 3,7
Réplica 2 8,9 5,5 4,1 3,3 4,8 4,0
Réplica 3 8,5 5,6 4,6 3,3 5,3 4,5
X +DE 8,50+0,40 5,57+0,06 4,27+0,29 3,37+0,12 4,97+0,29 4,07+0,40
17 Réplica 1 7,5 5,8 4,9 3,4 5,0 4,3
Réplica 2 7,2 4,9 4,3 3,8 5,0 4,4
Réplica 3 7,3 5,4 4,2 3,5 4,9 4,2
X +DE 7,33£0,15 5,37+0,45 4,47+0,38 3,57+0,21 4,97+0,06 4,30t0,10
T8 Réplica 1 7,2 6,6 6,2 5,9 6,8 6,9
Réplica 2 6,4 5,8 4,7 3,9 51 6,0

85



Réplica 3

X +DE
T9 Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3

X +DE
T10 Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3

X +DE
T11 Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3

X +DE
T12 Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3

X +DE

7,8
7,13+0,70
7,6
7,7
7,4
7,57+0,15
6,6
6,5
6,8
6,63+0,15
7,8
8,5
8,1
8,13+0,35
8,2
7,9
8,1
8,07+0,15

5,8 4,7
6,07+0,46 5,20+0,87
6,3 4,3
6,6 4,8
5,9 5,5
6,27+0,35 4,87+0,60
5,2 3,7
5,9 3,9
5,4 3,6
5,50+0,36 3,7310,15
6,5 4,1
5,6 4.00
51 4,2
5,73+0,71 4,10+0,10
5,2 4,1
5,7 4,0
4,7 4,2

5,20+0,50 4,10+0,10

3,9
4,57+1,15
4,3
4,9
4,1
4,43+0,42
2,9
3,1
2,9
2,97+0,12
2,9
3,1
3,1
3,03+0,12
3,2
3,0
3,2
3,13+0,12

5,4
5,77+0,91
5,9
5,9
5,7
5,83+0,12
4,8
4,5
4,6
4,63+0,15
4,6
5,0
5,0
4,87+0,23
5,0
4,8
4,9
4,90+0,10

5,3
6,07+0,80
5,6
5,1
4,7
5,1340,45
3,5
3,9
4,0
3,800,26
4,0
4,4
4,5
4,30%0,26
4,5
4,2
4,4
4,3740,15

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 3

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS VALORES DE pH DEL DiA0 Y DEL DiA5

DE LOS TRATAMIENTOS
. Shapiro-Wilk

bia TRATAMIENTO Estadistico grados de libertad Sig.
pH_Dia0 T1 0.942 3 0,537
T2 0.923 3 0,463

T3 0.964 3 0,637

T4 0.923 3 0,463

T5 0.893 3 0,363

T6 1 000.0 3 1000,0

T7 0,964 3 0,637

T8 0,993 3 0,843

T9 0,964 3 0,637

T10 0,964 3 0,637

T11 0,993 3 0,843

T12 0,964 3 0,637

pH_Dia5 T1 0,964 3 0,637
T2 0,964 3 0,637
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T3 1000,0 3 1000,0
T4 1000,0 3 1000,0
T5 0,964 3 0,637
T6 0,980 3 0,726
T7 1000,0 3 10000
T8 0,995 3 0,862
T9 0,996 3 0,878
T10 0,893 3 0,363
T11 0,893 3 0,363
T12 0,964 3 0,637
Fuente: Elaboracion propia.

T
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APENDICE 4

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS EFECTOS PRINCIPALES Y DE LAS

INTERACCIONES DOBLE Y TRIPLE DE LOS FACTORES

4.1. Factores: Inoculo IBL, melaza y cuyinaza

Factor Dosis N
IBL 1 0,15 18
2 0,25 18

MELAZA 1 0,15 18
2 0,25 18

CUYINAZA 1 0,6 12
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2
3

0,7
0,8

12
12

Fuente: Elaboracion propia.

4.2. Analisis de varianza de los efectos principales e interacciones doble y triple

Variable dependiente: pH_Dia$S

Origen

Modelo corregido
Interseccion

IBL

MELAZA
CUYINAZA

IBL * MELAZA
IBL * CUYINAZA

MELAZA * CUYINAZA

IBL * MELAZA * CUYINAZA

Error
Total
Total corregida

Suma de

cuadrados
19,213
686,440

3,121
8,604
4,965
0,010
1,134
0,624
0,755
2,607

708,260
21,820

Grados de Cuadrado

libertad

11
1
1
1
2
1
2
2
2

24
36
35

F

Medio valores
1,747 16,082

686,440 6320,164
3,121 28,737
8,604 79,223
2,483 22,857
0,010 0,092
0,567 5,220
0,312 2,872
0,378 3,476
0,109

Sig.

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,764
0,013
0,076
0,047

Fuente: Elaboracion propia.

4.3. Prueba de significacion del efecto de la interaccion doble

CUYINAZA

inoculo IBL-

Variable dependiente: pH_Dia5

IBL CUYINAZA Media Error tipico N
0,15 0,6 3,633 0,135 6 A
0,7 4,100 0,135 6 A B
0,8 4,483 0,135 6 B C
0,25 0,6 4,050 0,135 6 A B
0,7 5,183 0,135 6 D
0,8 4,750 0,135 6 CD

Nota: No existe diferencia significativa para letras iguales.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4. Prueba de significacion del efecto de la interaccion triple inéculo IBL-MELAZA-
CUYINAZA

Variable dependiente: pH_Dia$S

IBL MELAZA CUYINAZA Media  Error tipico N
0,15 0,15 0,6 4,167 0,190 3 BC D
0,7 4,567 0,190 3 BC D
0,8 4,900 0,190 3 C D
0,25 0,6 3,100 0,190 3 A
0,7 3,633 0,190 3 AB
0,8 4,067 0,190 3 ABC
0,25 0,15 0,6 4,300 0,190 3 BC D
0,7 6,067 0,190 3 E
0,8 5,133 0,190 3 D E
0,25 0,6 3,800 0,190 3 AB
0,7 4,300 0,190 3 BCD
0,8 4,367 0,190 3 BCD

Nota: No existe diferencias estadisticamente significativas para letras iguales.
Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 5

ANALISIS DE VARIANZA DEL pH DE LOS TRATAMIENTOS

5.1.Prueba de homogeneidad de pH_Dia$S

pH_Dia$
Estadistico Levene Grados de libertad 1  Grados de libertad 2 Sig.
2,112 11 24 0,061

Fuente: Elaboracion propia.

5.2.ANOVA de pH correspondiente al Dia5 considerando a los tratamientos como

fuente de variacion
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pH_Dia$5

Suma de Grado de Cuadrado F Sig.
cuadrados libertad Medio  valores
Intergrupos 19,213 11 1,747 16,082 0,000
Intragrupos 2,607 24 0,109
Total 21,820 35

Fuente: Elaboracion propia.

5.3.Prueba de Tukey de pH correspondiente al Dia5 considerando a los tratamientos

como fuente de variacion

pH_Dia$5
alfa=0,05

Tratamiento N 1(A) 2 (B) 3(C) 4 (D) 5(E)
T4 3 3,1000°

T5 3 3,6333*  3,6333°

T10 3 3,8000°  3,8000°

T6 3 4,0667°  4,0667°  4,0667°

Tl 3 4,1667°  4,1667°  4,1667°

T7 3 4,3000°  4,3000°  4,3000°

T11 3 4,3000°  4,3000°  4,3000°

T12 3 43667°  43667°  4,3667°

T2 3 4,5667°  4,5667°  4,5667°

T3 3 4,9000°  4,9000¢

T9 3 5,13339  5,1333°
T8 3 6,0667°
Sig. 0,051 0,067 0,141 0,051 0,067
Nota: No existe diferencias estadisticamente significativas para letras iguales.
Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 6
REGISTRO DE LOS VALORES DE pH DE LOS TRATAMIENTOS
PRESELECCIONADOS Y DE SUS REPLICAS.
Evaluacion diaria del pH
Tratamientos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
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TO Réplica 1 9,50 8,90 8,50 7,70 7,80 8,00
Réplica 2 9,40 8,80 8,50 7,60 7,20 7,70
Réplica 3 9,60 8,60 8,50 7,40 7,80 7,70
X *DE 9,50+0,10 8,77+0,15 8,50+0,00 7,57+0,15 7,60+0,35 7,80+0,17

T1 Réplica 1 6,20 5,30 4,10 2,90 2,80 2,90
Réplica 2 6,10 5,20 4,80 3,50 4,00 4,10
Réplica 3 6,40 4,90 3,80 2,70 3,20 3,40
X *DE 6,23+0,15 5,13+0,21 4,23+0,51 3,03+0,42 3,33+0,61 3,47+0,60

T4 Réplica 1 6,10 4,90 3,60 2,40 2,90 3,00
Réplica 2 6,00 4,50 3,50 1,90 2,50 2,70
Réplica 3 6,30 5,20 3,60 2,00 2,60 2,80
X +DE 6,13+0,15 4,87+0,35 3,57+0,06 2,10+0,26 2,67+0,21 2,83+0,15

T6 Réplica 1 6,50 5,50 3,40 2,00 2,50 2,80
Réplica 2 6,30 4,80 3,90 2,60 3,30 3,50
Réplica 3 6,40 4,70 3,50 2,20 2,90 3,20
X *DE 6,40+0,10 5,00+0,44 3,60+0,26 2,27+0,31 2,90+0,40 3,17+0,35

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 7

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS VALORES DE pH DEL DiA0 Y DEL DiA5

DE LOS TRATAMIENTOS PRESELECCIONADOS

Shapiro-Wilk

Dia TRATAMIENTO  Estadistico Grados de libertad Sig.
pH_Dia0 T1 0,964 3 0,637
T4 0,964 3 0,637

T6 1,000 3 1,000

pH_Dia5 T1 0,991 3 0,817
T4 0,964 3 0,637

T6 0,993 3 0,843

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 8

ANALISIS DE VARIANZA DEL pH DE LOS TRATAMIENTOS
PRESELECCIONADOS

8.1.Prueba de homogeneidad de varianza de pH_Dia$S

pH_Dia$5
Estadistico Levene Grados de libertad 1 Grados de libertad 2 Sig.
1,631 2 6 0,272

Fuente: Elaboracion propia.

8.2.ANOVA de pH correspondiente al Dia5 tomando como fuente de variacion a

los tratamientos preseleccionados

pH_Dia$5
Suma de Gradode Cuadrado F
cuadrados libertad Medio valores Sig.
Intergrupos 0,602 2 0,301 1,771 0,249
Intragrupos 1,020 6 0,170
Total 1,622 8

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 9

REGISTRO DE LOS VALORES DEL PORCENTAJE DE ACIDO LACTICO
TITULABLE DE LOS TRATAMIENTOS PRESELECCIONADOS Y DE SUS
REPLICAS

Evaluacion diaria del porcentaje de acido lactico titulable de los tratamientos

preseleccionados
Tratamientos Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
T1 Réplical 0,51 1,08 2,81 3,74 1,85 3,13
Réplica 2 0,44 1,04 1,18 1,78 1,99 1,57
Réplica 3 0,57 1,31 2,12 2,61 2,12 2,57
X +DE 0,51+0,07 1,14+0,15 2,04+0,82 2,71+0,98 1,99+0,14 2,42+0,79
T4 Réplica 1 1,00 1,14 2,61 3,42 3,11 3,49
Réplica 2 0,92 1,53 2,80 3,92 3,48 3,73
Réplica 3 1,11 1,22 2,61 3,81 3,29 3,59
X +DE 1,01+0,10 1,30+0,21 2,67+0,11 3,72+0,26 3,29+0,19 3,60+0,12
T6 Réplica l 1,58 1,00 2,90 3,85 2,65 3,83
Réplica 2 1,24 1,44 2,06 2,66 2,45 2,48
Réplica 3 1,67 1,68 2,55 3,18 2,86 2,92
X +DE 1,50+0,23 1,37+0,34 2,50+0,42 3,23+0,60 2,65+0,21 3,08+0,69

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 10

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS VALORES DEL PORCENTAJE DE
ACIDO LACTICO TITULABLE PRODUCIDO DE LOS DIiAS 0 Y 5 DE LOS
TRATAMIENTOS PRESELECCIONADOS

Shapiro-Wilk

bia TRATAMIENTO Estadistico Grados libertad Sig.
AcLact_Dia0 T1 0,998 3 0,915
T4 0,992 3 0,826
T6 0,899 3 0,381
AcLact_Dia5 Tl 0,974 3 0,692
T4 0,991 3 0,817
T6 0,961 3 0,621

Fuente: Elaboracion propia.

93



AcLact_Dia0
AcLact_Dia5

=

)
8
1

75

4 =

" A s " I3 s
TRATAMIENTO TRATAMIENTO

APENDICE 11

ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE ACIDO LACTICO
TITULABLE PRODUCIDO EN LOS TRATAMIENTOS PRESELECCIONADOS

11.1.Prueba de homogeneidad del procentaje de acido lactico titulable producido

AcLact_Dia$5
Estadistico Levene Grado libertad 1 ~ Grado libertad 2 Sig.
2,600 2 6 0,154

Fuente: Elaboracion propia.

11.2.ANOVA del porcentaje del acido lactico titulable correspondiente al Dia$

tomando como fuente de variacion a los tratamientos preseleccionados

AcLact_Dia$5

Suma de Gradode  Cuadrado F Sig.
cuadrados libertad Medio valores
Intergrupos 2,097 2 1,048 2,825 0,137
Intragrupos 2,226 6 0,371
Total 4,323 8

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 12

CORRELACION Y REGRESION LINEAL ENTRE EL pH Y EL PORCENTAJE
DE ACIDO LACTICO TITULABLE PRODUCIDO POR LOS TRATAMIENTOS
PRESELECCIONADOS

12.1. Grafica de dispersion del pH y el porcentaje de acido lactico titulable

4,00

3,50 o

w
=]
8

1

AclLact_Diab
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1,50

T T T T T T T T
2,80 3,00 320 340 3,60 380 4,00 420
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12.2. Coeficiente de determinacion y de correlacion entre el pH y el porcentaje de

acido lactico titulable del Dia5 de los tratamientos preseleccionados

. ) R’ Error tibico Cambio en  grados grados
corregida P F libertadl libertad 2
0,976 0,953 0,946 0,17027 142,111 1 7

Fuente: Elaboracion propia.

12.3.Coeficientes de la regresion lineal entre el pH y porcentaje de acido lactico

titulable
Variable dependiente (Y): %AcLact_Dia5 Y=a+mX
Variable independiente (X): pH
Coeficientes Error tipico Sig.
a 8,063 0,426 0,000
m -1,594 0,134 0,000

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 13
INFORMES DE LOS ANALISIS EN LOS LABORATORIOS

13.1. Analisis de materia organica de la cuyinaza

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS DE MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE : EDWIN AGUIRRE LOPEZ
PROCEDENCIA : LIMA/ CANTA
MUESTRA DE CUYINAZA
REFERENCIA : H.R. 57032
BOLETA ; 13850
FECHA : 28/12/16

N°

LAB CLAVES pH CE. M.O. N P,05 K0

dS/m % % % %

1059 7.16 14.10 74.08 1.99 3.01 5.63

N°

LAB CLAVES CaO MgO Hd Na

% % % %

1059 2.71 1.23 66.31 0.26

N

LAB CLAVES Fe Cu Zn Mn B

ppm ppm ppm ppm ppm

1059 3323 38 237 254 64

Av. La Molina s/n Campus UNALM
Telf.: 614-7800 Anexo 222 Teléfono Directo: 349-5622
e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe
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13.2. Analisis de materia organica del biol

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE
MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE 1 EDWIN AGUIRRE LOPEZ
PROCEDENCIA h LIMA/ CANTA
MUESTRA DE ; BIOL
REFERENCIA : H.R. 57077
BOLETA : 13858
FECHA : 30/12/16
N° Sélidos M.O. N P K
LAB CLAVES pH CiE. Totales | en Solucion Total Total Total
dS/m g/L glL mg/L mg/L mg/L
1081 4.15 34.70 249.12 173.10 | 6020.00 | 3349.75 | 18900.00
N° Ca Mg Na
LAB CLAVES Total Total Total
mg/L mg/L mg/L
1081 5670.00 | 3050.00 | 975.00
Fe Cu Zn Mn B
LAB CLAVES Total Total Total Total Total
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1081 365.95 4.90 27.50 57.55 15.74

Av. La Molina s/n Campus UNALM
Telf.: 614-7800 Anexo 222 Teléfono Directo: 349-5622
e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe
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13.3. Analisis de materia organica del biosol

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS DE MATERIA ORGANICA

SOLICITANTE : EDWIN AGUIRRE LOPEZ
PROCEDENCIA : LIMA/ CANTA
MUESTRA DE 3 BIOSOL
REFERENCIA : H.R. 57078
BOLETA 2 13858
FECHA . 28/12/16

NO
LAB CLAVES pH CE: M.O. N P,05 K,0

dS/m % % % %

1082 4.26 21.30 78.34 2.16 0.90 5.15

ND
LAB CLAVES Ca0 MgO Hd Na

% % % %

1082 2.38 1.47 51.74 0.20

ND
LAB CLAVES Fe Cu Zn Mn B

ppm ppm ppm ppm ppm

1082 2809 27 118 150 57

Av. La Molina s/n Campus UNALM
Telf.: 614-7800 Anexo 222 Teléfono Directo: 349-5622
e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe
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13.4. Analisis microbiologico de la cuyinaza

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA :k =

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Pert
Teléfono: 6147800 anexo 274 . ‘“
3

INFORME DE ENSAYO N° 1612707 - LMT

SOLICITANTE : EDWIN AGUIRRE LOPEZ
DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : CUYINAZA
1612707)
PROCEDENCIA : Inka Cuy
TIPO DE ENVASE : Botella de plastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 1 000 g. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016-12-15
FECHA DE RECEPCION :2016-12-16
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-12-16

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO  :2017-01-11
RESULTADOS DE ANALISIS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Limite de Muestra
Anélisis Microbiologico teciae 1612707
Recuento de aerobios mesdfilos viables (UFC/g) <10 60 x 107
'Recuento de mohos (UFC/g) <10 34 x104
Enumeracion de coliformes totales (NMP/g) <3;11x102> >11x10?
'Enumeracion de coliformes fecales (NMP/g) <3;11x102> >11x10?
2Enumeracion de Staphylococcus aureus. (NMP/g) <3 11x10%> <3
'Deteccion de Salmonella sp. en 25 g. Ausencia/Presencia| Presencia

Nota: El valor < 3 indica ausencia de microorganismos en ensayo

Métodos:

TInterational Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part I, (Trad. 1988) Reimp. 2000. Editorial
Acribia.

2American Public Health Association. 1992. Compendium of methods for the Microbiological Examination of foods. 3 Ed. Chapter 13.

Observaciones:

Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestras proporcionadas por el
solicitante.

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.

Validez del documento:

Este documento tiene validez s6lo para la muestra descrita.

La Molina, 16 de enero del 2017

.
DRA. DORTS ZUNIGA DAVILA

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 6147800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"
[ (511) 614-7800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.edu.pe
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13.5. Analisis microbioldgico del biol

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Peru
Teléfono: 6147800 anexo 274

INFORME DE ENSAYO N° 1612712 - LMT

SOLICITANTE : EDWIN AGUIRRE LOPEZ

DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : BIOL
1612712)
PROCEDENCIA : Los Olivos
TIPO DE ENVASE : Botella de pléastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 500 mL. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016-12-15
FECHA DE RECEPCION :2016-12-16
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-12-16

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO ~ :2016-12-20

RESULTADOS DE ANALISIS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

:
B

s e Limite de Muestra

Analisis Microbiolégico ditacelin 1612712

Recuento de aerobios mesdfilos viables (UFC/mL) <10 95 x 10°

Recuento de mohos (UFC/mL) <10 25x 104

Recuento de levaduras (UFC/mL) <10 61x104
Enumeracion de coliformes totales (NMP/mL) <3;11x102> <3
Enumeracion de coliformes fecales (NMP/mL) <3;11x102> <3
Enumeracion de Staphylococcus aureus. (NMP/ mi) <3 11x10%> <3

1Deteccion de Salmonella sp. en 25 ml. Ausencia/Presencia|  Ausencia

Nota: El valor < 3 indica ausencia de microorganismos en ensayo

Métodos:

fintemational Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part Il (Trad. 1988) Reimp. 2000. Editorial

Acribia.

2American Public Health Association. 1992. Compendium of methods for the Microbiological Examination of foods. 3¢ Ed. Chapter 13.

Observaciones:

Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestras proporcionadas por el

solicitante.

Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.

Validez del documento:

Este documento tiene validez s6lo para la muestra descrita.

DRA. DORIS ZUNIGA DAVILA

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 6147800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

La Molina, 09 de enero del 2017

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"
0 (511) 614-7800 anexo 274 - E-mail: Imt@Ilamolina.edu.pe
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13.6. Analisis microbioldgico del biosol

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA * =

Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Peru
Teléfono: 6147800 anexo 274

INFORME DE ENSAYO N° 1612713 - LMT

SOLICITANTE : EDWIN AGUIRRE LOPEZ
DESCRIPCION DEL OBJETO ENSAYADO

MUESTRA : BIOSOL
1612713)
PROCEDENCIA : Los Olivos
TIPO DE ENVASE : Bolsa de plastico
CANTIDAD DE MUESTRA : 01 muestra x 01 und. x 500 g. aprox.
ESTADO Y CONDICION : En buen estado y cerrado
FECHA DE MUESTREO :2016-12-15
FECHA DE RECEPCION :2016-12-16
FECHA DE INICIO DE ENSAYO :2016-12-16

FECHA DE TERMINO DE ENSAYO ~ :2016-12-20

RESULTADOS DE ANALISIS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

s
B

: Limite de Muestra

Andlisis Microbiologico dataialia 1612713

'Recuento de aerobios mesofilos viables (UFC/g) <10 65x 104

Recuento de mohos (UFC/g) <10 29 x 102

Recuento de levaduras (UFC/g) <10 72 x 102
Enumeracion de coliformes totales (NMP/g) <3;11x102> <3
Enumeracion de coliformes fecales (NMP/g) <3 11x102> <3
2Enumeracion de Staphylococcus aureus. (NMP/ g) <3 11x10%> <3

'Deteccion de Salmonella sp. en 25 g. Ausencia/Presencia|  Ausencia

Nota: El valor < 3 indica ausencia de microorganismos en ensayo
Métodos:

Tintemational Commission on Microbiological Specifications for Foods. 1983. 2da Ed. Vol 1 Part I, (Trad. 1988) Reimp. 2000. Editorial

Acribia.

2American Public Health Association. 1992. Compendium of methods for the Microbiological Examination of foods. 3 Ed. Chapter 13.

Observaciones:

Informe de ensayo emitido sobre la base de resultados de nuestro laboratorio en muestras proporcionadas por el

solicitante.

Prohibida la reproduccién total o parcial de este informe, sin nuestra autorizacion escrita.

Validez del documento:
Este documento tiene validez solo para la muestra descrita.

Jefe del Laboratorio de Ecologia Microbiana
y Biotecnologia “Marino Tabusso”
Universidad Nacional Agraria La Molina

Teléfono: 6147800 anexo 274
E-mail: Imt@lamolina.edu.pe

La Molina, 09 de enero del 2017

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"
[ (511) 614-7800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.edu.pe
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APENDICE 14

CALCULO DEL INDICE DE CALIDAD DE LA MATERIA ORGANICA (C/N)

DEL BIOL T4 Y BIOSOL T4

% Materia Organica (MO) _ 17.31

%CBiol T4 = Y

T 1724

% Materia Organica (MO) __ 78.34

06 CBiosol T4 = oo

T 1724

=10.04

APENDICE 15

= 45.44 C/N Biosol T4 =

%C _ 10.04
C/NBioiTs = — =
%N~ 0.602

B 21.04

%N 216

= 16.68

REGISTRO DE LOS VALORES DEL PORCENTAJE DE LA GERMINACION DE

LAS SEMILLAS DE “LECHUGA”

Porcentaje diario de Germinacion (%)

Tratamientos / Réplicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
TOpg (control) Réplica 1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Réplica 2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Réplica 3 90,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Promedio 96.67+5,77 100+0,00 100+0,00 100+0,00  100+0,00

Tlpg (100%)  Réplica 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Réplica 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Réplica 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Promedio  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00  0,00+0,00

T2pg (10%) Réplica 1 0,00 0,00 0,00 10,00 10,00
Réplica 2 0,00 0,00 0,00 30,00 40,00

Réplica 3 0,00 0,00 0,00 20,00 20,00

Promedio 0,00£0 0,000 0,000 20£10,00 23,33+15,28

T3pg (1%) Réplica 1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Réplica 2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Réplica 3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Promedio  100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00  100+0,00

T4pg (0.1%)  Réplica 1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Réplica 2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Réplica 3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Promedio  100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00  100+0,00
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TSpg (0.01%)  Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3
Promedio

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 16

ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE GERMINACION

16.1.ANOVA del porcentaje de germinacion correspondiente al DiaS tomando como

fuente de variacion a los tratamientos.

DiaS_pg
Suma de Grado de Cuadrado F
cuadrados libertad Medio  valores Sig.
Intergrupos 32027,778 5 6405,556 164,714 0,000
Intragrupos 466,667 12 38,889
Total 32494,444 17

Fuente: Elaboracion propia.

16.2.Prueba de Tukey del porcentaje de germinacion correspondiente al Dia5

tomando como fuente de variacion a los tratamientos.

DiaS_pg
alfa= 0,05

TRATAMIENTO N 1(A) 2(B) 3(0)
Tlpg 3 0,000

T2pg 3 23,333

TOpg 3 100,000
T3pg 3 100,000
T4pg 3 100,000
T5pg 3 100,000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 17

REGISTRO DE LOS INDICE DE GERMINACION (IG) DE CADA

TRATAMIENTO Y SUS REPLICAS

Indice de Germinacién (%)

Tratamientos PRG parcial ~ CRR parcial  IG parcial IG

T1pg (100%) Réplica 1 0,00 0,00 0,00 0,00+0,00
Réplica 2 0,00 0,00 0,00
Réplica 3 0,00 0,00 0,00

T2pg (10%) Réplica 1 23,33 0,58 0,13  0,36+0,24
Réplica 2 23,33 2,56 0,60
Réplica 3 23,33 1,43 0,33

T3pg (1%) Réplica 1 100,00 57,23 5723 54,11+8,03
Réplica 2 100,00 60,11 60,11
Réplica 3 100,00 44,99 44,99

T4pg (0,1%) Réplica 1 100,00 86,13 86,13 88,91+6,97
Réplica 2 100,00 83,76 83,76
Réplica 3 100,00 96,85 96,85

T5pg (0,01%)  Réplica 1 100,00 110,12 110,12 99,56+9,99
Réplica 2 100,00 98,29 98,29
Réplica 3 100,00 90,26 90,26

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 18

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS iNDICES DE GERMINACION

TRATAMIENTO Shapiro-Wilk
Estadistico  Grados Sig.
libertad
INDICE_GERMINACION T3pg 0,887 3 0,344
T4pg 0,881 3 0,326
T5pg 0,988 3 0,790

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 19

ANALISIS DE VARIANZA DEL INDICE DE GERMINACION

19.1. Prueba de homogeneidad del indice de Germinacién

INDICE_ GERMINACION
Estadistico de Levene Grado libertad 1 Grado libertad 2 Sig.

0,169 2 6 0,849

Fuente: Elaboracion propia.

19.2. ANOVA del Indice de Germinacion

INDICE GERMINACION

Suma de Grado  Cuadrado medio F Sig.
cuadrados libertad valores
Intergrupos 3389,952 2 1 694,976 23,883 0,001
Intragrupos 425,820 6 70,970
Total 3815,772 8

Fuente: Elaboracion propia.

19.3. Prueba de Tukey del indice de Germinacion

INDICE_GERMINACION

TRATAMIENTO N 1(A) 2(B)
T3pg 3 54,1100

T4pg 3 88,9133
T5pg 3 99,5567
Sig. 1,000 0,336

Fuente: Elaboracion propia.

19.4. Porcentajes de PRG, CRR y del IG promedio

Tratamiento Semillas germinadas  PGR (%) CRR (%) IG (%)

TOpg 10,00
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Tlpg 0,00 0,00 0,00 0,00+0,00
T2pg 2,33 23,33 1,52 0,36+0,24
T3pg 10,00 100,00 54,11 54,118,03
T4pg 10,00 100,00 88,91 88,916,97
T5pg 10,00 100,00 99,55 99,55+9,99
Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 20

REGISTRO DE LOS VALORES DE LA ELONGACION DE LA RADICULA DE

LAS SEMILLAS DE “LECHUGA” DE LOS TRATAMIENTOS Y REPLICAS

Elongacion de la radicula (mm)

Tratamiento Semilla Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
TOpg (Control) 1 40,00 38,00 36,00
2 30,00 40,00 33,00

3 45,00 35,00 35,00

4 30,00 41,00 45,00

5 35,00 37,00 35,00

6 28,00 35,00 45,00

7 35,00 36,00 30,00

8 28,00 26,00 23,00

9 30,00 28,00 35,00

10 45,00 35,00 3200

TOTAL (X £DE): 34,87+0,25 34,60+6,64 35,10+4,77 34,90+6,52

T1pg (100%) 1 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00

3 0,00 0,00 0,00

4 0,00 0,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00

6 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00

9 0,00 0,00 0,00

10 0,00 0,00 0,00

TOTAL (X +DE): 0,00+0.00  00,00+0,00 00,00+0,00 00,00+0,00

T2pg (10%) 1 2,00 3,00 3,00
2 0,00 2,00 2,00

3 0,00 2,00 0,00

4 0,00 2,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00

6 0,00 0,00 0,00
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7 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00

9 0,00 0,00 0,00

10 0,00 0,00 0,00

TOTAL (X +DE): 0,53+1.01  0,20+0,63  0,90+1,20  0,50+1,08
T3pg (1%) 1 30,00 19,00 11,00
2 18,00 26,00 16,00

3 20,00 21,00 15,00

4 15,00 17,00 18,00

5 21,00 17,00 12,00

6 17,00 30,00 10,00

7 18,00 25,00 20,00

8 18,00 16,00 25,00

9 26,00 21,00 15,00

10 15,00 19,00 15,00

TOTAL (X +DE): 18,87+5.03  19,80+4,80 21,10+4,56  15,70+4,47
T4pg (0.1%) 1 28,00 35,00 34,00
2 28,00 28,00 32,00

3 32,00 28,00 40,00

4 23,00 26,00 32,00

5 32,00 31,00 43,00

6 28,00 35,00 30,00

7 35,00 23,00 30,00

8 28,00 30,00 33,00

9 34,00 25,00 30,00

10 30,00 33,00 34,00

TOTAL (X +DE): 31,00+4.39  29,80+3,55 29,40+4,14  33,80+4,39
T5pg (0.01%) 1 33,00 35,00 29,00
2 37,00 35,00 22,00

3 40,00 43,00 32,00

4 43,00 32,00 36,00

5 45,00 24,00 39,00

6 23,00 40,00 24,00

7 40,00 30,00 36,00

8 45,00 36,00 29,00

9 40,00 30,00 32,00

10 35,00 40,00 36,00

TOTAL (X +DE): 34,70+6,39  38,10%46,62 34,50+5,70 31,50%5,54

Fuente: Elaboracion propia.
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APENDICE 21

REGISTRO DE LOS VALORES DE LA ELONGACION DEL HIPOCOTILO DE
LAS SEMILLAS DE “LECHUGA” DE LOS TRATAMIENTOS Y REPLICAS

Elongacion del hipocotilo (mm)

Tratamiento Semilla Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
TOpg (Control) 1 27,00 30,00 22,00
2 22,00 26,00 23,00

3 26,00 25,00 30,00

4 28,00 30,00 26,00

5 25,00 26,00 26,00

6 25,00 24,00 18,00

7 22,00 27,00 21,00

8 26,00 23,00 20,00

9 26,00 24,00 23,00

10 22,00 24,00 23,00

TOTAL (X +DE): 24,67+2.88  24,90+2,18 25,90+2,47 23,2013,43

T1pg (100%) 1 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00

3 0,00 0,00 0,00

4 0,00 0,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00

6 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00

9 0,00 0,00 0,00

10 0,00 0,00 0,00

TOTAL (X +DE): 0,00+0.00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

T2pg (10%) 1 5,00 6,00 7,00
2 0,00 4,00 5,00

3 0,00 3,00 0,00

4 0,00 2,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00

6 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00

9 0,00 0,00 0,00

10 0,00 0,00 0,00

TOTAL (X +DE): 1,0712.12 0,50+1,58 1,50+2,17 1,20+2,57

T3pg (1%) 1 33,00 29,00 20,00
2 26,00 31,00 25,00

3 23,00 20,00 25,00
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4 26,00 28,00 30,00

5 27,00 27,00 25,00

6 27,00 29,00 28,00

7 28,00 27,00 23,00

8 22,00 26,00 21,00

9 25,00 28,00 26,00

10 23,00 25,00 28,00

TOTAL (X +DE): 26,03+3.09  26,00+3,16 27,00+2,98  25,10+3,14
T4pg (0.1%) 1 24,00 28,00 25,00
2 29,00 26,00 26,00

3 27,00 30,00 21,00

4 20,00 22,00 27,00

5 26,00 30,00 30,00

6 25,00 26,00 26,00

7 26,00 28,00 29,00

8 26,00 33,00 27,00

9 20,00 23,00 26,00

10 24,00 25,00 28,00

TOTAL (X +DE): 26,10£3.01  24,70+2,87 27,10+3,38  26,50+2,46
T5pg (0.01%) 1 25,00 30,00 27,00
2 27,00 28,00 28,00

3 25,00 30,00 27,00

4 27,00 20,00 27,00

5 26,00 23,00 28,00

6 21,00 24,00 21,00

7 26,00 25,00 27,00

8 27,00 26,00 26,00

9 25,00 25,00 23,00

10 23,00 25,00 26,00

TOTAL (X +DE): 25,60+2.42  25,20+1,93 25,60+3,10 26,00+2,26

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 22

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS VALORES DE LAS ELONGACIONES DE
LA RADICULA Y DEL HIPOCOTILO

TRATAMIENTO Shapiro-Wilk
Estadistico Grado libertad Sig.
ELONGACION RADICULA TOpg 0,951 30 0,178
T3pg 0,944 30 0,120
T4pg 0,955 30 0,236
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TSpg 0,957 30 0,256

ELONGACION HIPOCOTILO TOpg 0,967 30 0,463
T3pg 0,973 30 0,610
Tpg 0,964 30 0,387
T5pg 0,946 30 0,132

Fuente: Elaboracion propia.

APENDICE 23

ANALISIS DE VARIANZA DE LA ELONGACION DE LA RADICULA Y DEL
HIPOCOTILO

23.1. Prueba de homogeneidad

Estadistico de Grados de Grados de Sig.

Levene libertad 1 libertad 2
ELONGACION RADICULA 1,475 3 116 0,225
ELONGACION HIPOCOTILO 0,474 3 116 0,701

Fuente: Elaboracion propia.

23.2. ANOVA de la elongacion de la radicula y del hipocotilo

Suma de Grados Cuadrado F
cuadrados libertad medio valores Sig.
ELONGACION RADICULA  Intergrupos 5119,358 3 1706,453 57,190 0,000
Intragrupos 3461,233 116 29,838
Total 8580,592 119
ELONGACION_ HIPOCOTILO Intergrupos 39,267 3 13,089 1,599 0,193
Intragrupos 949,533 116 8,186
Total 988,800 119

Fuente: Elaboracion propia.

23.3. Prueba de Tukey de la elongacion de la radicula

ELONGACION_RADICULA

TRATAMIENTO alfa = 0.05

N 1(A) 2(B) 3(C)
T3pg 30 18,8667
T4pg 30 31,000
TSpg 30 34,7000
TOpg 30 34,8667
Sig. 1,000 1,000 0,9990

Fuente: Elaboracion propia
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APENDICE 24

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA INVESTIGACION

Fotografia 24.1. (a) Fermento de chicha de cebada proveniente de Cusco. (b) Observacion

microscopica de los microorganismos presentes en el fermento de la chicha de cebada.

Fotografia 24.2. (a) Observacion macroscopica de la colonia redondeada y de superficie
cremosa convexa caracteristica del género Lactobacillus. (b) Observacion microscopica de

los bacilos Gram positivos provenientes del fermento de la chicha de cebada.
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Fotografia 24.3. (a) Escalamiento desde la cepa de bacterias Lactobacillus sp. hasta una

dilucion al 20 por ciento de melaza de cana. (b) Indculo de bacterias Lactobacillus sp.

(IBL).

Fotografia 24.4. (a) Bolsas con los tratamientos para la fermentacion de la cuyinaza
aplicando el in6culo IBL y la melaza. (b) Ubicacion de los tratamientos dentro de la caja

de tecnopor.
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Fotografia 24.5. (a) Detalle del Biol T4 extraido por prensado. (b) Biol T4 y Biosol T4

producidos por la fermentacion de la cuyinaza.

Fotografia 24.6. (a) Tratamientos en el bioensayo de toxicidad del Biol T4 con semillas de
“lechuga”. (b) Tratamiento T5pg (0,01 por ciento) con la germinacion de las semillas de

“lechuga”.

113



