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RESUMEN

La presente investigacion logré obtener un biofertilizante liquido a partir de efluente
proveniente del desarmagado de chocho o tarwi (Lupinus mutabilis) mediante la
fermentacién homolactica, usando la melaza como sustrato y el consorcio microbiano Bio-
lac. Este proceso se desarroll6 en dos etapas. En la primera etapa se llevd a cabo la
fermentacién homolactica a escala laboratorio, bajo un Disefio Completamente al Azar
(DCA) durante cinco dias. Se realizo diecinueve tratamientos de los cuales solo se considerd
doce. Otros indicadores que se tomaron en consideracion fueron el olor, color, presencia de
mohos y levadura. El analisis estadistico comprendi6 un anélisis de varianza y la prueba de
Tukey tomando como valores los promedios de pH y porcentaje de acidez, el analisis costo-
beneficio también se tomé en cuenta. En base a estos resultados se hizo la seleccion del
mejor tratamiento (T9) para llevarlo a escala piloto. En la segunda etapa se realizd la
fermentacion lactica al tratamiento seleccionado, en un reactor con capacidad de 20L y
durante cinco dias seguidos se evaluaron el pH y porcentaje de acidez. Previamente tambien
se realizé una prueba fisicoquimica y microbiologica del efluente de tarwi para ver el efecto
del Bio-lac y melaza durante el proceso homofermentativo, se tomaron dos muestras para la
evaluacion fisicoquimica en LASPAF y microbiologica en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso”. Culminado el proceso se obtuvo un
biofertilizante liquido y con muy poca sedimentacion. Se evalud la calidad del biofertilizante
(Tarwifer) y se comprobd su alto contenido nutricional, estable, inocuo y con potencial
comercial. También se evaluo la fitotoxicidad del biofertilizante en semillas de lechuga
siendo las concentraciones 1/100 y 100/100 nocivas, mientras la concentracion 0.1/100 fue
ideal para las plantulas. Su capacidad de nematicida se evalud sobre Meloidogyne incognita
para prueba de mortandad en J2 y se comprobo la presencia de alcaloides mediante revelado

de Dragendorff.

Palabras clave: biofertilizante, tarwi, fermentacién homoléctica, efluente de desamargado

de tarwi



ABSTRACT

The investigation obtained a liquid biofertilizer from tarwi effluent (Lupinus mutabilis) by
homolactic fermentation, using cane molasses as a substratum and microbial consortium
(Bio-lac). This process was developed in two phases. In the first one the homolactic
fermentation was carried out on a laboratory scale, under a Completely Randomized Design
(DCA) for five days. Nineteen treatments were worked with, but only twelve were
considered. Other indicators taken into consideration were smell, colour and presence of
mold and yeast. The statistical analysis covered an analysis of variability and the Tukey test
taken as data the average pH and acidity percentage; it was also considered the cost-benefit
analysis. From these results the best treatment was selected (T9) to take it to pilot scale. In
the second phase the lactic fermentation was carried out to the selected treatment in a reactor
with 20L capacity and during five following days the pH and the acidity percentage were

evaluated.

Previously, a physicochemical and microbiological test was also taken from tarwi effluent
to see the effect of the Bio-lac and cane molasses by homofermentative process, two samples
were taken for the physicochemical evaluation in LASPAF and microbiological one “Marino
Tabusso” laboratory. At the end of the process a liquid biofertilizer was obtained and with
little sedimentation. The quality of the biofertilizer (Tarwifer) was tested and its high
nutritional value, stability, safety and trading power were checked. It was also examined the
phytotoxicity of the biofertilizer in lettuce seeds with its harmful concentrations 1/100 and
100/100, while the concentration 0.1/100 was ideal for seedlings. Its capacity of nematicide
was inspected over Meloidogyne incognita for a mortality test in J2 and the presence of

alkaloids was confirmed by Dragendorff test.

Keywords: biofertilizer, tarwi, homolactic fermentation, tarwi effluent.



I. INTRODUCCION

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa oriunda de los Andes Sudamericanos y
del Mediterraneo, estas semillas pasan por un proceso de desamargado y cocimiento para
fines alimenticios y como uso medicinal, también es promisoria y puede crecer en suelos
pobres. Tradicionalmente es considerado de gran valor nutritivo por su alto contenido de
proteinas (38.9 por ciento) y alcaloides (3.5 a 4.2 por ciento) y debido a esto no se permite
su consumo directo, por lo cual debe eliminarse previamente antes de consumirse.
(Huaman, 2015)

En su forma cruda el grano de tarwi es amargo debido a su alto contenido de esparteina,
lupinina, lupanidina, entre otros alcaloides y debido a eso no es posible su consumo, ya
que también presenta efectos tdxicos en el sistema nervioso central y periférico, similar
a un sindrome anticolinérgico, (Salazar, 2015). Por esta razdn se recomienda el uso
alimentario de la semilla desamargada, por lo que las semillas pasan por un proceso de
desamargado para su consumo, por ejemplo para fines de consumo familiar, se remoja
un promedio de tres kilogramos de grano de tarwi en un recipiente con capacidad de 18
litros aproximadamente (lata o balde) durante 12 horas, y luego se procede a hervir en
esa misma agua de remojo, obteniendo el agua color marfil que es de sabor muy amargo,
con olor fuerte a tarwi crudo, este liquido luego se enfria y es depositado en botellas para
ser utilizado como repelente. (Garay, 2015) Debido al inconveniente de los alcaloides se
usa el proceso de desamargado para la extraccion de alcaloides, el cual consiste en
obtener semillas aptas para el consumo humano, con un 0.02% de alcaloides. (Quispe,
2015)

Este efluente generado en el proceso de desamargado, que es el agua donde los alcaloides
estan contenidos, el cual es descartado al ambiente sin tratar, es usado por pequefios
agricultores para combatir las garrapatas en el ganado ovino y en camélidos, también se
utiliza como regulador de crecimiento o fertilizantes en los cultivos de maiz, trigo, soja
y papa. Se ha demostrado que los alcaloides derivados de la putrescina se incrementan

notablemente durante la germinacion de algunas plantas como la cebada, sobre todo



cuando se encuentran en suelos deficientes de potasio, en estado de floracion también es
usado como abono verde y por su contenido de alcaloides se siembra a menudo como
cerco vivo para evitar el dafio que causarian los animales. Por su carga de alcaloides
también es usado como laxante por los agricultores para combatir a los parasitos

intestinales de su ganado. (Rodriguez, 2009)

El proceso de remocién de los alcaloides por lixiviacion en agua (método acuoso) es el
que se utiliza tanto a nivel casero o comercial (Suca, 2016) con el objetivo de transferir
compuesto amargos a un fluido portador como el agua y la carga indiscriminada de este
efluente puede causar dafios ambientales tanto a corto o largo plazo. (Villacreces, 2011)
Se recomienda el uso de la semilla desamargada para consumo, debido a que los
alcaloides presentes en el tarwi son la esparteina y la lupanina que presentan efectos
farmacologicos y también efectos toxicos en el sistema nervioso central y periférico.
(Salazar, 2015)

Este efluente es usado por los agricultores como bioplaguicida como alternativa frente a
los pesticidas tradicionales que causan problemas ambientales que afecta a la agricultura,
ya que los plaguicidas no solo afectan a la plaga objetivo, sino también organismos no
deseados, como insectos beneficos y demas vegetacion; el uso indiscriminado no solo
causa dafios para la salud, sino también la disminucién del rendimientos debido a las
plagas entre un 20 a 30 por ciento en la mayoria de los cultivos, a pesar del incremento
substancial de los plaguicidas (cerca de 500 mil toneladas de ingredientes activo a nivel
mundial), siendo este un sintoma de la crisis ambiental que afecta a la agricultura.
(Garcia-Gutiérrez et al., 2012)

Otro de los retos de la agricultura es el uso de fertilizantes, ya que, si bien promueve el
crecimiento y la produccion de los cultivos, pero su uso desmedido es responsable de
grandes problemas ambientales como emision y produccidn de gases invernadero, dafios
a la capa de ozono, problemas de acidificacién y contaminacion del suelo y agua, el cual

provoca problemas de eutrofizacion. (De La Torre y Cafas, 2014)

Entonces, frente a esta problematica en la agricultura, es necesario encontrar una
alternativa ecoamigable, como incorporar abono organico que mejora las propiedades
quimicas, aumenta el contenido de macronutrientes como N, P, K y micronutrientes,
mejorando la actividad del suelo, actiia como soporte y alimento de los microorganismos,

la poblacién microbiana es un indicador de la fertilidad del suelo, se prevé la utilizacién



del compost como abono orgénico para mejorar las caracteristicas del suelo y proveer de
nutrientes suficientes a los cultivos, su empleo en la agricultura tiene gran importancia

como mejorador del medio ambiente. (Naranjo, 2013)

Entre los biofertilizantes, existe uno que corresponde al uso de inoculantes microbianos,
que son componentes promisorios para complementar la nutricion de las plantas, debido
a que optimiza la toma de nutrientes, que resulta una herramienta excelente para el
manejo integrado, pues garantiza la sostenibilidad de la produccion agricola. (Antonio
etal., 2014)

Para la obtencién del abono liquido por fermentacién lactica de residuos solidos
agroindustriales y residuos de otras industrias se emplea un consorcio microbiano (Bio-
Lac) cuyas bacterias aceleran la degradacion del residuo organico para producir &cido
lactico mientras se eliminan otras bacterias y patogenos (procedentes del residuo) debido
al grado de acidez alcanzado. (Herrera, 2017) El Bio-Lac contiene bacterias benéficas
como del género Lactobacillus, que neutralizan los malos olores, aceleran la
descomposicion de la materia organica y lo convierte en abonos organicos, que al ser
usados mejoran las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, lo cual favorece
el crecimiento y desarrollo de los cultivos, mejorando la produccién del forraje y su valor
nutricional. (Moreno, 2019) La fermentacién homolactica se presenta como alternativa
de aprovechamiento y transformacidn de materia organica, que va ganando mayor interées

por su versatilidad y breve duracién (cinco dias).

En esta presente investigacion, conforme a lo expuesto se trabajo con el efluente
proveniente del proceso de desamargado, para transformarlo mediante la fermentacion
homolactica con el consorcio microbiano de bacterias acido lacticas (Bio-Lac) usando
melaza como fuente nutritiva y aprovechando que el efluente es usado como
bioplaguicida por los agricultores, se obtuvo un biofertilizante con capacidad biocida
liquido llamado “tarwifer” con capacidad de controlar plagas ya que contrarresta,
neutraliza y ejerce control sobre ellas. Los biofertilizantes actian estimulando el
desarrollo de sus hojas, raiz y la fructificacion a la vez que nutre a las plantas (Quifiones,
2012)



1.1. OBJETIVO GENERAL

- El objetivo de este proyecto es la obtencion de un biofertilizante a partir del efluente
de tarwi (Lupinus mutabillis) que se genera durante el proceso de desamargado
mediante fermentacion lactica con el consorcio microbiano de bacterias acido

lacticas (B-Lac)
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la evolucion del pH y acidez titulable de las muestras de laboratorio con
diferentes concentraciones de melaza y biolac (consorcio microbiano acido lactico) con

el efluente de tarwi para seleccionar la mejor combinacion para su escalamiento.

- Analizar las caracteristicas fisicoquimicas (analisis de materia organica) Yy

microbiolégico del biofertilizante/bioplaguicida

- Evaluar fitotoxicidad del biofertilizane/bioplaguicida en semillas de lechuga (Latuca

sativa).

- Evaluar el efecto del biofertilizante/bioplaguicida en huevos de nematodos Meloidogyne

incognita en la fase J2

- Determinar costo de produccion y rentabilidad econdmica.
1.3. HIPOTESIS

“La fermentacion lactica transforma al efluente de tarwi en biofertilizante con capacidad

bioplaguicida”



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 MARCO NORMATIVO

En este trabajo se consideraron las normas afines o relacionadas al tema, ya que en la
actualidad no existe regulacion nacional respecto a productos fertilizantes que incluyan

requisitos, parametros, procedimientos, parametros, etc. Las normativas son agrupadas en

la Tabla 1, ya sea su alcance a nivel nacional e internacional.

Tabla 1. Normativa Nacional e Internacional

Nombre Numero Objeto
Normativas Nacionales
Ley de gestion  Decreto Legislativo Establecer derechos, obligaciones, atribuciones vy
integral de N°1278 responsabilidades de la sociedad en su conjunto, con la
residuos finalidad de propender hacia la maximizacion constante
solidos de la eficiencia en el uso de los materiales y asegurar

una gestion y manejo de los residuos solidos econdmica,
sanitaria y ambientalmente adecuada, con sujecion a las
obligaciones, principios y lineamientos de este Decreto
Legislativo.

Reglamento de

Decreto supremo N°

Reglamentar el Decreto Legislativo N° 1278, Ley de

la Ley de 014-2017 MINAM  Gestion Integral de Residuos Solidos, a fin de asegurar
gestion la maximizacion constante de la eficiencia en el uso de
integral de materiales, y regular la gestion y manejo de residuos
residuos solidos, que comprende la minimizacion de la
solidos generacién de residuos soélidos en la fuente, la

valorizacion material y energética de los residuos
sélidos, la adecuada disposicién final de los mismos y la
sostenibilidad de los servicios de limpieza publica.

Reglamento de

Decreto

Supremo

Regular la gestion y manejo de los residuos sélidos

manejo de N° 016-2012-AG generados en el Sector Agrario, en forma sanitaria y
residuos ambientalmente adecuada, con sujecion a los principios
sélidos del de prevencion y minimizacion de riesgos ambientales,

sector agrario

asi como la proteccion de la salud y el bienestar de la
persona humana, contribuyendo al desarrollo sostenible
del pais.




Continuacion...

Ley de Ley N° 29196
promocion de

la produccion

organicao

ecoldgica

Promover el desarrollo sostenible y competitivo de la
produccion orgénica o ecoldgica del Peru

Reglamento Decreto  Supremo
Técnico para N°044-2006-AG
los productos

organicos

Definir 'y normar la produccién, transformacion,
etiquetado, certificacion y comercializacion de los
productos denominados ORGANICO, ECOLOGICO,
BIOLOGICO, asi como todas sus inflexiones y
derivaciones, las que de aqui en adelante se
denominardan de forma genérica PRODUCTOS
ORGANICOS.

Las disposiciones del presente Reglamento Técnico,
para efectos de la comercializacién de los productos
como organicos, deben ser cumplidas de manera
obligatoria por todos los agentes de la produccion,
transformacion, etiquetado, certificacion y
comercializacion de dichos productos.

Normativas Intencionales

Real decreto Real Decreto
sobre 506/2013
productos

fertilizante

Establecer la normativa basica en materia de productos
fertilizantes y las normas necesarias de coordinacion de
las comunidades autonomas

Productos Norma técnica
parala Colombia 5167
industria

agricola.

Productos

organicos

usados como

abonos o

fertilizantes y

enmiendas de

Establecer los requisitos que deben cumplir y los
ensayos a los cuales deben ser sometidos los productos
organicos usados como abonos o fertilizantes y como
enmiendas de suelo.

suelo

Plaguicidas y Ley 21349
fertilizantes Chile

Normativa LEY DE
canadiense FERTILIZANTES
para (RSC, 1985, C. F-

fertilizantes 10) (MODIFICADA
HASTA EL 15 DE
ENERO DE 2019)

Establece normas sobre composicion, etiquetado y
comercializacion de fertilizantes y bioestimulantes

En la notificacion de Canada a la OMC de conformidad
con el articulo 63.2 del Acuerdo sobre los ADPIC se
establece lo siguiente:

'La Ley sobre los Fertilizantes confiere al Gobernador
en Consejo la facultad de dictar los reglamentos
necesarios para la aplicacién del parrafo 3 del articulo
39 del Acuerdo sobre los ADPIC

Residuos de La EPA regula la

pesticidas importacion y

permitidos en  exportacion de
productos

Las disposiciones federales en materia de plaguicidas
son basicamente responsabilidad de la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) conforme a la Ley Federal
sobre Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas de 1947
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productos plaguicidas en los (Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act,

basicos Estados Unidos. FIFRA), reformada por la Ley Federal Ambiental de
Control de los Plaguicidas (Federal Environmental
Pesticide Control Act) de 1972 (Cddigo, titulo 7, secs.
136-136
Asimismo, el Programa de Agricultura Sustentable con
Insumos Reducidos (LISA) impulsa la investigacion de
técnicas agricolas que reduzcan la dependencia de los
insumos quimicos y la contaminacién causada por las
sustancias quimicas agricolas.
El Departamento de Agricultura administra, ademas,
diversos programas destinados a abordar especies
exaticas o extranjeras de plantas, bacterias y otras plagas
que podrian dafiar la agricultura interna.

2.2 Chocho (Lupinus mutabilis)

El chocho o el tarwi es una semilla leguminosa oriunda de los Andes Sudamericanos, se
ubica desde los 1500 hasta los 3850 metros de altitud, encontrdndose en Venezuela,
Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Chile y Argentina, donde el poblador andino lo conoce y
lo incorpora a su dieta, como grano desamargado, desde hace mas de 500 afios A.C. En la
actualidad muchos pueblos ocupan uno de los primeros lugares entre los alimentos nativos
con elevado contenido de proteinas y aceites a nivel mundial. (Garay, 2015) Esta semilla
posee un gran valor nutritivo, sus granos estan constituidos por proteinas y aceites en mas
de la mitad de su peso, sus estudios realizados en mas de 300 genotipos diferentes muestran
que la proteina varia de 41 % a 51% Y el aceite de 14% a 24%. (Gross et al., 1988 citado por
(Garay, 2015)

Por su alto contenido de proteinas, que es mayor al de la soja, lo hace una planta de interés
para la nutricion humana y animal, su consumo puede ser en cremas, guisos, postres; ayuda
a los nifios en crecimiento y desarrollo cerebral, debido a la presencia de calcio y
aminodacidos; para su cultivo requiere entre 350-800 mm de precipitacion anual, siendo
cultivados excesivamente en zonas secas, es susceptible al exceso de humedad,
moderadamente susceptible a la sequia durante la floracién y envainado, no tolera las heladas
en la fase de formacion del racimo y madurez, aunque algunos ecotipos cultivados a la orilla
del lago Titicaca, presentan una mayor resistencia al frio, prefiere suelos francos y franco-
arenosos, con balance adecuado de nutrientes, buen drenaje, y pH que oscila entre 5y 7.
(Rodriguez, 2009)



Figura 1. Semillas de Tarwi

FUENTE: (Rodriguez 2009)
En los Andes peruanos las especies silvestres de Lupinus se puede encontrar hasta los 4500
m.s.n.m., aunque su mayor distribucion esta en los niveles inferiores, entre los 2000 y 3500
m.s.n.m., ya que, en las diferentes expediciones boténicas, se ha encontrado que
especificamente existe una alta concentracion de Lupinos en la sierra sur, en los
departamentos de Arequipa, Moquegua, Cusco y Puno. (Tapia, 2015)

Figura 2. Lupinus tauri a nivel del Lago Titicaca, Puno 3815 m.s.n.m
FUENTE: (Tapia 2015)

Segun Jacobsen y Mujica, (2006) el centro de origen del Lupinus mutabilis es debatible
siendo el méas probable entre los Andes del norte de Perl y sur de Ecuador y en cuanto a las
condiciones climaticas para su cultivo, la planta es susceptible al exceso de humedad y
moderadamente a la sequia, en estadios tempranos no tolera las heladas, requiere de 350 a

850 mm de precipitacion pluvial. (Arias, 2015)

2.2.1 Descripcion botanica

El chocho presenta una raiz pivotante y robusta, que puede llegar a medir 2 metros, la raiz
presenta nddulos simbidticos con bacterias del género Rhizobium que fijan nitrégeno

atmosférico a la planta. La altura del tallo varia entre 0.5 a 2.8 metros alcanzando un



promedio de 1.80 metro, de forma cilindrica y textura lefiosa, con ramificacion en V y un
color que varia de verde a gris-castario, esto segun el grado lefioso. Presenta hojas palmeadas
y digitadas, con 5 a 12 foliolos oblongo lanceolados y delgados, con pequefias hojas
estipulares en la base del peciolo, cuyo color varia entre verde y morado segun el contenido
de antocianina de la planta, (Aranda y Bocanegra, 2018)

Presenta inflorescencia racimosa terminal con varios verticilos florales, mayor en longitud
en el eje principal que disminuye en las laterales, con cinco flores cada uno, con colores que
varian por las antocianinas y flavonas que contengan la planta, que va desde el color azul,
morado, purpura, celeste y rosado, hasta el amarillo, crema y blanco; el fruto es una legumbre
pubescente, indehiscente en las cultivadas y con cierta dehiscencia en las semi cultivadas y
silvestres. La vaina es alargada de 5 a 12 centimetros, segun el nimero de semilla que puede

contener hasta 9 semillas. (Aranda y Bocanegra, 2018)

Figura 3. Flores e inflorescencia de Tarwi
FUENTE: (Rodriguez 2009)

2.2.2 Propiedades

Se sabe que el tarwi o chocho es rico en proteinas y grasas, motivo por el cual se promueve
su consumo de esta leguminosa, con contenido proteico es incluso superior a la soya en
algunos casos el 50%, con contenido de grasa similar a esta, con estudios en mas de 300

genotipos diferentes muestran que la proteina varia de 41% a 51%. (Suca, 2016)

El nivel de lisina en el Lupinus alcanza 3.7%, pero carece de aminoacidos sulfurados como
la metionina y cisteina esenciales para sintesis de queratina, también presenta menor

cantidad de inhibidores de tripsina, taninos, fitatos y saponinas que la soya. (Arias, 2015)

El Lupinus se presenta en variedades de dietas, que es usado por el saber popular, como el

cebiche, picante de chocho, pepian de chocho, jugo de chocho combinado con papaya,



mazamorra de chocho combinado con naranja, también se mezcla con frutas, siendo ideal
para aprovechar al maximo los minerales que presenta el Lupinus (Hierro con limén o
naranja, ayuda a la formacion de hemoglobina). Desde el punto de vista nutricional ha sido
muy estudiado, bromatolégico, e incluso los alcaloides han sido identificados por
cromatografia gaseosa por diferentes investigadores; su contenido de proteinas (38.9%),
grasa (17.1%), calorias (411cal/100g) y alcaloides (3.5%-4.2%) el cual no permite su

consumo directo, por el cual deben eliminarse. (Salazar, 2015)

Las proteinas aisladas y concentradas de Lupino muestran propiedades fisicas y funcionales
comparables a las de la soya, asi como la absorcidn de agua y aceite; capacidad
emulsionante, actividad y estabilidad, capacidad de espuma y estabilidad, solidificacion son

propiedades de las proteinas aisladas de Lupinus. (Carvajal-Larenas et al., 2016)

Segun (Jacobsen et al. 2006) para las zonas mas altas la especie mas adecuada es el tarwi o
el chocho, que fija nitrogeno y extrae fosforo y otros nutrientes del suelo, el tarwi tambien
es utilizado por los agricultores para consumo humano, pero en pequefias cantidades; su uso
como abono verde era desconocido. Desde el punto de vista agroecoldgico, el chocho
acumula grandes cantidades de nitrégeno, entre 400 y 900 kilogramos por hectarea (Kg. /ha)
provenientes de su mayor parte de la fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico. Por otra
parte, el requerimiento de fosforo en el cultivo esta entre 30 y 60 Kg. /ha, lo que refleja una
alta eficiencia para tomar nutrientes en suelos que tienen baja capacidad de abastecimiento

de minerales. (Aranda y Bocanegra, 2018)
2.3 Proceso de desamargado

Se menciond la importancia de Lupinus mutabilis por su alto contenido de proteinas y
aceites, que son nutrientes que lo colocan en un plano comparable a la soya, pero el grano
amargo debido a la presencia de alcaloides quinolizidinicos contiene un promedio de 42%
de proteina, en base seca; sin embargo, el proceso de desamargado (eliminacion de
alcaloides), permite concentrar ain mas el contenido de este nutriente, registrando valores

de hasta 51% en base seca. Sanchez et al., 2004 citado por (Aranda y Bocanegra, 2018)

Lo que ha limitado el consumo de esta leguminosa es su alto contenido en alcaloides, ya que
sus semillas poseen en su estructura alcaloides quinolizidicos, el cual es responsable de su
sabor amargo, estas sustancias estan presentes en Lupinus porque tienen la funcion de

proteger a la planta en el medio e impiden que la semilla sin tratamiento pueda ser
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aprovechada para su consumo, son 70 tipos de alcaloides que estan presentes en el tarwi,

siendo los grupos lupanina y esparteina los que mas destacan. (Rodriguez, 2009)

Para eliminar la presencia de estos alcaloides, se han realizado investigaciones con el
proposito de eliminar estas sustancias, principalmente con un enfoque agrondémico y en
segundo plano con enfoque industrial; para el caso de Lupinus mutabilis , el mejoramiento
agricola no ha tenido grandes repercusiones ya que esto ha provocado la pérdida de sus
caracteristica de resistencia, en la actualidad el lupino andino se detoxifica mediante
sucesivos lavados con agua que eliminan estas sustancias, hasta niveles que permiten su

consumo. (Ortega-David et al., 2010)

Sobre el proceso de desamargado de tarwi esta incluido una etapa inicial de remojo de los
granos que puede llegar a durar 20 horas para que este sea hidratado completamente y
permita extraer los alcaloides en etapas posteriores, luego continua una etapa de coccion
cuya duracion varia entre 0.5 y 6 horas, que tiene como objetivo inactivar las enzimas
germinativas y deterioradoras (lipasa, lipooxigenasa) del grano, disminuir la carga
microbiana superficial, reducir la perdida de proteinas debido a su coagulacion e incrementar
la lixiviacion de los alcaloides mediante el aumento de la permeabilidad de las pared celular.
(Gutierrez et al., 2016)

El proceso de desamargado del grano de chocho presenta las siguientes ventajas y

desventajas:

A. Ventajas:
- Destruccion de la viabilidad de las semillas y de las enzimas indeseables como las

lipasas, responsable de la autooxidacion de las grasas, a través de la coccion.

- Destruccion de sustancias organolépticas indeseables y principios anti nutritivos,

como los inhibidores de proteasas, la hemaglutaninas y el &cido cianhidrico (HCN).

- Eliminacion de los oligosacaridos que se encuentran en diversas leguminosas y que
producen flatulencia, a través del proceso de lavados. (Jacobsen et al., 2006 citado

por (Aranda y Bocanegra, 2018)

B. Desventajas:

- Prolongado tiempo de proceso para eliminar los alcaloides.

- Perdida de nutrientes como los carbohidratos y algunos minerales.
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- Falta de control de calidad en el proceso total y cuestionable sanidad del grano
obtenido, debido principalmente a la calidad de agua empleada en el lavado de grano.
(Jacobsen et al 2006 citado por (Aranda y Bocanegra, 2018)

2.3.1 Proceso de desamargado tradicional

En los paises andinos el desamargado tradicional comprende la seleccion manual del grano,
la hidratacion, segun Caicedo et al., (2001) coccién y el lavado de grano. La hidratacion se
realiza durante 24 horas y generalmente se realiza en agua de acequias, vertientes y en muy
pocos casos se utiliza agua potable, la coccion se realiza en cocinas de lefia o gas durante
una hora. El lavado se realiza en agua corriente de acequias o vertientes durante cuatro o
cinco dias, el tiempo involucrado en el desamargado artesanal incluye un periodo de cinco a

siete dias. (Aranda y Bocanegra, 2018)

La coccidn puede ir tambien entre 2 a 3 horas y luego se deja correr en aguas, a veces
colocandolo en un envase o0 ya sea en un riachuelo o sequia, dejando correr el agua
constantemente y removiéndolo periédicamente la semilla, durante aproximadamente dos

semanas. (Salazar, 2015)

En lugares como Ecuador el proceso se realiza de forma artesanal, dejando al grano en
remojo de 18 a 24 horas, y luego se cocina durante 1 o 2 horas para lavarlo en agua corriente

de rio o vertiente por 4 a 6 dias. (Villacreces, 2011)

2.3.2 Proceso de desamargado industrial

A nivel comercial también se aplica el proceso acuoso para el desamargado de tarwi, pero a
nivel industrial se busca reducir el tiempo del proceso, comparado con el proceso tradicional.
El desamargado industrial también se lleva el proceso de seleccion, clasificacion y limpieza
con zarandas, hidratacién durante doce horas; coccién en cilindros con llave de salida para
permitir el flujo de agua, secar al sol o mediante corrientes de aire caliente, almacenaje y
empacado. (Garay, 2015) El tratamiento de desamargado es aplicado cuando el contenido
de alcaloides supera los 4.2 g/100 g. Como este proceso no es tan eficiente ya que tiene una
duracion de cinco dias, consume aproximadamente 63 Kg de agua por Kg de grano y genera
alta perdidas de solidos (0.27 Kg/kg. de materia seca); es aceptado como ventajoso su uso
debido a que previene el despojo de productos quimicos al ambiente y cambios en las
caracteristicas de calidad del producto como ocurre con los otros procesos de desamargado.
(Gutiérrez et al., 2016)
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Segun Chavez y Untied, (1979); Jacobson y Mujica, (2006) teniendo en cuenta que la mayor
parte del consumo de Lupino en Peru es la del Lupino desamargado como semillas y harina,
esto se debe a su accesible procesamiento, bajo costo y presencia en el mercado, por lo que
se puede afirmar que el desamargado resulta el mejor método de eliminacion de alcaloides
mas accesible tanto para el consumidor convencional y mercado empresarial, ahora la
técnica de desamargado acuoso no produce niveles de alcaloides infimos como el
mejoramiento genético o aislador proteicos segun Glorio (1990) revisa el remanente que
queda después del desamargado, niveles por debajo del 0.02% (bh), serian eliminados a
través de la via digestiva y urinaria, no observandose efectos nocivos, el método de
desamargado es una técnica que se basa netamente en tres etapas basicas: remojo, coccion y
lavado. (Quispe, 2015)

a. Remojo

Este proceso también es conocido como hidratacion, que consiste en el contacto de la
semilla con el agua a temperatura ambiente por un tiempo determinado con la finalidad
de acondicionar la semilla de lupino, este proceso permite la hidratacion de los tejidos
del grano y de esta forma facilitar la salida de los alcaloides, este proceso se puede llevar
de dos maneras, en agua estacionaria o en agua de circulacion, cuando el remojo es en
agua estacionaria se considera pardmetros de control basico, como relacion materia
prima: agua y tiempo. En algunos estudios se reportan para el remojo diversas
proporciones de materia prima y agua (1:2.5, 1:4, 1:5 y 1:6) y tiempos variables (0, 12,
18, 24 y 48 horas). En el tipo de remojo circulatorio los parametros son el caudal y el
tiempo, sin embargo, este tipo de hidratacion no es muy utilizado por la poca viabilidad
de su aplicacion debido a que no es reproducible y posee tecnologia costosa. (Quispe,
2015)

El proceso de hidratacion es fundamental antes de la coccidn, donde el grano absorbe
agua y duplica su peso, se realiza en tanques de hidratacion una vez que el agua potable
alcanza los 40°C, se disponen las fundas conteniendo 4.5 kg de grano por un tiempo de
14 horas; el contenido de granos hidratados al cabo de 16 horas de remojo en agua a
40°C debe ser al menos del 95%. (Aranda y Bocanegra, 2018)

b. Coccion
La coccién consiste en hervir el grano en cierta cantidad de agua por un tiempo

determinado, este proceso del desamargado es clave, donde se realizan muchas
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reacciones bioquimicas ventajosas como: destruccién del poder germinativo,
enzimatico y microbiano que causan la descomposicion de los alimentos y
desintegracion de las células de alcaloides facilitando su extraccion segun (Meneses et
al., 1996), los parametros de control béasicos en la coccion son: relacion materia prima:
agua (mp:agua) y tiempo de coccién. Los tiempos de coccion son variables, existen
registros desde 5, 30, 40, 45 y 50 minutos o tiempos mayores de 1hr, 1.5 hr. y 2hrs.
(Quispe, 2015)

En el proceso de coccion algunos se suele usar cal, ya que se sefiala que la presencia de
cal permeabiliza la cascara y facilitando la salida del alcaloide, ya que se afirma que la
adicion de sales o acidos mejora la salida de los alcaloides y aumenta la perdida de
proteinas ya que las proteinas del Lupinus tiene un pl de 4.5 aumentando su solubilidad
y se pierde, pero a pesar que presenta ventajas sobre los alcaloides, se reporta que los
nutrientes como la proteina disminuyen por la adicion de cal. (Quispe, 2015)

El chocho hidratado se dispone de ollas con capacidad de 300 kg, donde se procede a
cocinar por un lapso de 45 minutos, al cabo de este tiempo el grano debe estar blando
listo para la siguiente etapa. (Aranda y Bocanegra, 2018)

En la coccion se aplica la agitacion constante aplicando el método sistematizado Reactor

Air lift, en otros métodos se podré realizar agitacion en forma periddica. (Quispe, 2015)

c. Lavado

El proceso de lavado o extraccion es la etapa final del proceso de desamargado del
lupino, donde el grano cocido permanece el agua en reposo con cambios de agua en
forma periddica, o con el agua en circulacion, durante un tiempo a temperatura
ambiente, segln la FAO (1982) y Meneses et al., (1996) con el proceso de lavado se
completa la salida de alcaloides por solubilizacidn durante el tiempo de su permanencia,
cuando el lavado es con el agua en circulacion se deberia trabajar con el control de
caudal y tiempo, sin embargo, no hay un control respecto al caudal porque a veces es
realizado en rios, o no es reportado en los estudios lo que no permite una reproduccion
del proceso, el tiempo puede variar desde 15 horas, 3, 4 0 10 dias, una extraccion en
sistema si permite el control de caudal, un ejemplo lo muestra el biorreactor Air lift con
un caudal de 1.4 Lt/min por 13 horas; el lavado con agua de reposo los controles basicos
son: proporcién materia prima, como el agua, tiempo de cambio de agua y tiempo total
de lavado, cuyo tiempo varia desde 12 horas hasta (1-10 dias) haciendo cambios de agua
cada 2,6 y 24 horas. (Quispe, 2015)
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Este proceso seguin Caicedo, et al (2001) consiste en mantener el agua en contacto con
el grano, donde se controla el calentamiento, cloracion y agitacion del agua, se realizan
tres lavados hasta obtener el grano de chocho desamargado listo para el consumo; un
parametro a controlar es la temperatura (40°C) de lavado por 1 hora después de realizado
el cambio, el cual se realiza cada ocho horas en el dia y a las 16 horas al dia siguiente;
la cloracion del agua en esta etapa es de vital importancia para la obtencion de un
producto aceptable para el consumo humano, con un bajo contenido de
microorganismos, se recomienda una dosificacion de 7.5 g de hipoclorito de calcio
(CaCl0O2) por 2500 litros de agua, la cloracion se realiza en el primer y segundo lavado.

(Aranda y Bocanegra, 2018)

e

Tarwl sin desamargar Tarwi remojado en agua

Tarwi sancochado y remojado
enagua(4a5 dias)
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Tarwi secando al sol
¥ SOwS—— para el secado

Figura 4. Proceso de desamargado de Tarwi
FUENTE: (Garay 2015)

2.3.3 Efluente de proceso de desamargado

Tanto en la manera tradicional o industrial el desamargado tiene la misma finalidad que es
reducir la cantidad de alcaloides de la semilla mediante el agua. En zonas de Ecuador, donde
también hay consumo de tarwi y se lleva el proceso de desamargado; muchas de las
procesadoras lavan, remojan, hidratan y desamargan el grano en agua proveniente de
acequias o en agua que llega a las viviendas a través de tuberias, pero sin tratamiento alguno
de potabilizacion. A nivel industrial la produccion del tarwi presenta dificultades por el
grado de contaminacién ambiental por la liberacion de los alcaloides. (Villacreces, 2011) En
Peru se cultivan aproximadamente 10000 a 12000 has, siendo la Libertad (3.228 has), Cuzco
(1931has) y Puno (1497) los mayores productores; muchas familias emplean este método de

desamargado para su consumo, empleando un aproximado de 18 litros de agua para 3 kg de
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chocho durante 12 horas, para luego proceder a cocer los granos cambiando el agua dos
veces cada 30 minutos y para eliminar el sabor amargo del tarwi después de la coccion, se
escurre se enfria y sumerge bajo agua en movimiento (lago, rio o en manantial) por 2 a 3
dias, también es llevado a cabo por familias citadinas, poniendo el tarwi cocido en recipientes
de 18 litros de capacidad empleando agua potable de uso doméstico. (Holguin, 2018) Tanto
en ambos métodos como se describié anteriormente se hace empleo de una considerable
cantidad de agua y segun Jarrin (2003) la utilizacién de los métodos artesanales o
tecnificados se basan en la transferencia de compuestos amargos a un fluido portador como
el agua y la descarga indiscriminada de este efluente puede causar dafios ambientales a corto

0 a largo plazo. (Villacreces, 2011)

El producto liquido del desamargado es utilizado por pequefios agricultores para combatir a
las garrapatas en el ganado ovino y en camélidos sudamericanos, asimismo como regulador
del crecimiento o fertilizante en los cultivos de maiz, soya, trigo y papa. (Salazar, 2015) El
liquido de color amarillo marfil con sabor muy amargo y con olor fuerte a tarwi crudo, el
cual se deja enfriar, también es almacenado en botellas para ser utilizado como repelente de

plagas. (Holguin, 2018)
2.4 Alcaloides

En el siglo XIX se lograron verdaderos adelantos en la farmacologia, con el sucesivo aporte
de remedios procedentes de plantas, este avance habia sido precedido por los trabajos del
sueco Carl Scheele, quien logro aislar los acidos organicos de las plantas, y el joven boticario
Friedrich Wilhelm Serturner (1783-1841) que con sus audaces y llamativos experimentos
descubrié en 1816 el principio mas importante del opio de la amapola, la morfina cuyos
cristales dieron lugar al “principium sonmiferum” (que Gay-Lussac llamaria luego
“morfina”, por el Dios griego Morfeo) que Osler llamo “La medicina de Dios”, porque
revoluciono la lucha contra el dolor; al igual que otros compuestos organicos obtenidos de
las plantas, fue llamado “alcaloide”, término acufiado por Wilhelm Meissner y se aplico a
los compuestos de origen vegetal con propiedades alcalinas, y que recuerdan la reaccion de

los minerales con caracter basico. (Rodriguez, 2009)

Este grupo de biomoléculas se caracterizan por contener nitrégeno en su estructura, el cual
dentro del metabolismo normal de las plantas no se transformaban totalmente en proteina
vegetal, sino que continda su circulacion en la savia o se fija en algunas partes de la planta,

por lo que pueden combinarse con moléculas de azufre formando heterdsidos cianogénicos;
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los alcaloides derivados del tropano contienen en su estructura moléculas con atomos de
nitrégeno secundario, terciario y cuaternario que le confiere alta toxicidad, actuando como
fitoalexinas o evitando la interaccidn planta-insecto, los alcaloides aporfinos y acetogénicos
annonaceas, han mostrado fuerte toxicidad contra larvas de crustaceos de mar como Artemia

salina y del mosquito Aedes aegypti, vector de la fiebre amarilla. (Huaman, 2015)

La leguminosa andina Lupinus mutabilis “tarwi” a parte de las bondades nutritivas que
contienen sus semillas, presentan sustancias antinutritivas que limitan su uso directo en la
alimentacion humana y animal, una de esas sustancias se encuentran los alcaloides, que
confieren al grano, hojas, tallos de la planta un caréacter toxico y sabor amargo, en el tarwi
los alcaloides son de tipo quinolizidinicos y se distribuyen en la planta particularmente en

las ramas y semillas. (Huaman, 2015)

Alrededor de setenta diferentes tipos de alcaloides se han reportado en Lupinus, de los cuales
cerca de veintiocho son de bases libres (soluble en solventes organicos) y los alcaloides
restantes son sales, los alcaloides son compuestos amargos y toxicos que pueden ser
estructuralmente muy similares a las moléculas de sabor dulce, es de acuerdo que hay 25
receptores acoplados a la proteina G humana median la percepcion del sabor dulce, también
es posible encontrar mecanismos alternativos que median el sabor amargo; por ejemplo, los
compuestos amargos lipofilicos y las sales amargas pueden activar sefiales intracelulares, el
principal alcaloide reportado el Lupinus es la lupanina (C1sH24N20), para el contenido total
de alcaloides se usaron técnicas como cromatografia de gases (GC), Cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), cromatografia liquida de gases por capilaridad, mientras la
identidad de los alcaloides ha sido determinado por cromatografia liquida de gases (GLC),
(GLC) capilar-espectrometria de masas, GC y espectrometria de masas y GC cromatografia

en capa fina. (Carvajal-Larenas et al., 2016)

2.4.1 Alcaloides Quinolizidinicos

En el género Lupinus los alcaloides quinolizidinicos se sintetizan en los cloroplastos de las
hojas y son transportados via floema a otros 6rganos de la planta para su almacenamiento en
tejido epidérmico y subepidérmico de hojas tallos y principalmente semillas; los alcaloides
quinolizidicos poseen un heterociclo nitrogenado biciclico, quinolizidina y se encuentra
tanto en los alcaloides ind6licos como en los que derivan del metabolismo de la tirosina,
pero las quinolizidinicas auténticas son aquellas que se derivan de la lisina, y se pueden

dividir en biciclicas como lupanina, triciclicas como la cisticina o tetraciclicas como la
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esparteina, con mas de 150 especies de Lupinus son conocidos en la naturaleza, los alcaloides
quinolizidinicos estan ampliante distribuidos entre las leguminosas Lotoideas, siendo los

lupinos los més ricos en este tipo de alcaloides. (Rodriguez, 2009)

En estudios mediante procesos quimicos analiticos se ha podido definir claramente que la
semilla de Lupinus tiene una gran cantidad de alcaloides quinolizidinicos que varia de 0.02%
a 4.45% y dichos alcaloides reportados son la Lupanina, Esparteina, 13-OH-Lupanina, 4
OH-Lupanina, Isolupanina, entre otros componentes secundarios como Esteroides,
Saponinas; la esparteina y la Lupanina (Fig. 5) son algunos de los alcaloides quinolizidinicos
del Lupinus, que dan lugar a efectos farmacoldgicos, pero también a efectos tdxicos en el
sistema nervioso central y periféricos, similar a un sindrome anticolinérgico, por esta razon

se recomienda el uso alimentario de la semilla desamargada.(Salazar, 2015)

LUPINUS MUTABILIS

Sparteine Lupanine

e e

I,/\[r P N
HO~ \‘“/ NS

3-hydroxylupanine gl Ll

13-hydroxylupanine 4- 12 dihydroxylupanin

(O

[ ‘\/1/, \
|

Angustifoline

RGN & [//\\J

DL
tetrahydrorhombifoline

Figura 5. Estructura de alcaloides de Lupinus spp.

FUENTE: (Carvajal-Larenas et al. 2016)
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2.4.2 Toxicidad por alcaloides en el Tarwi

Se ha mencionado que debido a la presencia de alcaloides el consumo de tarwi se ha visto
limitado su consumo, motivo por el cual tiene que pasar por el proceso de desamargado para

su consumo, sobre todo por la presencia de lupanina y esparteina.

La composicion de alcaloides esté sujeta a variaciones, la lupanina constituye el principal
alcaloide de la semilla amarga del tarwi, tal composicion puede variar radicalmente en las

formas semidulces, lo cual tiene importancia en fitomejoramiento. (Zare y Paulino, 2015)

Mediante estudios se logré comprobar que la Lupanina es mas activa y su accion
farmacoldgica es inmediata en comparacion con la Esparteina, debido a que la Lupanina se
difunde mas rapidamente a traves de las membranas biologicas, y la duracion de su actividad
es mas corta que la Esparteina; esto demuestra que dichos alcaloides puros o en forma de
sales (Clorhidratos y Sulfatos) administrados en dosis altas actGan como toxicos, pero

cuando se administran en dosis moderadas actuan como medicamento. (Salazar, 2015)

En la Tabla 2 se presenta la composicion porcentual de los alcaloides de Lupinus mutabilis.
La composicion de alcaloides quinolizidinicos en el tarwi son lupanina (46%), esparteina
(14%), 13-hidroxilupanina (10%) y otros compuestos que biogenéeticamente derivan de la
lisina y que posee en su estructura una o dos quinolizidinas; la toxicidad de estos compuestos
ha sido demostrada a dosis muy altas tanto en animales como en seres humanos, las dosis
comprendidas entre 11 a 25 mg/Kg de peso corporal en nifios y dosis de 25 a 46 mg/Kg de
peso corporal en adultos producen graves intoxicaciones, los sintomas de envenenamiento
son midriasis, calambres, cianosis, paralisis respiratoria, violentos dolores estomacales,
vomitos e incluso coma; ademas hay investigaciones, que confirman que el hombre puede
consumir hasta 2.5 Kg de semilla de Lupino, con un contenido total de alcaloides menor al
0.1% por dia, sin sufrir dafio alguno, pero con una concentracion del 0.1% se siente aun

claramente el sabor de los principios amargos. (Zirena, 2014)

La toxicidad de los alcaloides no solo afecta a los humanos sino también a animales como
se menciono, los efectos de los alcaloides quinolizidinicos varia entre diferentes especies de
animales como a los peces en general y en especial las truchas Salmo gairdnerii muestran
una elevada sensibilidad a estos compuestos, en el caso de lupanina fue comprobada en

ensayos sobre Artemia salina, Bacillus megaterium y embrion de pollo, entre sus
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propiedades toxicoldgicas de los alcaloides del chocho o tarwi, también es su capacidad para

inhibir la germinacion de varias semillas. (Rodriguez, 2009)

Tabla 2: Contenido porcentual de los principales alcoides de Lupinus mutabilis

Alcaloides %A lcaloides/Alcaloides totales
Esparteina 2.0-31.9
Lupanina 36.8-74.2
4-OH-Lupanina 2.9-21.5
13-OH Lupanina 4.2-21.5

FUENTE: (Zirena 2014)
2.5 Bioplaguicida

Los biopesticidas son derivados de materiales naturales como animales, plantas,
microorganismo y minerales, los bioplaguicidas son altamente especificos contra las plagas
objetivos y por lo general representan poco o ningln riesgo para las personas o el medio
ambiente; a diferencia de los pesticidas tradicionales que son materiales sintéticos, que no
solo afectan a la plaga objetivo, sino también a organismos no deseados, como insectos
benéficos, la vegetacion circundante y la vida silvestre, pero con los bioinsecticidas, pueden
haber inconvenientes en cuanto a su uso, por ejemplo pueden ser dafiinos para otros
organismos que no son el objetivo, o si se trata de un organismo biorregulador, este elimine
a otro que es importante de la cadena tréfica de un ecosistema, lo que causaria problemas en
la poblacién de los individuos que se alimentan del insecto plaga que se esta tratando de
regular, por eso se debe tener cuidado cuando se quiere utilizar algin bioinsecticida o

introducir algun organismo para este fin. (Garcia-Gutiérrez et al., 2012)

Los bioplaguicidas son eficaces en el control de plagas agricolas, sin causar dafios
ambientales o empeorar el dafio al medio ambiente, tanto su investigacion asi como su
desarrollo en el campo se enfocan en mitigar la contaminacion ambiental causada por
residuos de plaguicidas quimicos, aunque por su naturaleza biol6gica también promueven
el desarrollo sustentable de la agricultura y gradualmente empezara a reemplazar a una

cantidad de plaguicidas quimicos.(Leng et al., 2011)

El uso del bioplaguicida se ha planteado en la agroecologia como préactica segura para
minimizar el uso de plaguicidas y fertilizantes de origen quimicos, se busca reemplazar los
quimicos con productos bioldgicos y promueve el uso de practicas adaptadas a los ambientes

locales, de esta forma estimular las interacciones biolégicas benéficas entre diferentes
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plantas y especies que favorezcan la fertilidad y salud de los suelos; también se plantea su
uso como una alternativa viable y sostenible para el control de plagas en los cultivos, debido
a que estos bioproductos no dejan residuos toxicos y por lo general son especificos hacia su
blanco bioldgico, reduciendo el riesgo de desarrollar resistencia en las plagas. (Bautista
et al., 2018)

2.5.1 Potencial de los alcaloides para bioplaguicida

Los alcaloides quinolizidinicos son un grupo importante de compuestos naturales que se
concentran principalmente en tallos y semillas de plantas del género Lupinus, estos
metabolitos secundarios son un mecanismo de defensa contra microorganismos
fitopatdgenos, herbivoros y contra otras especies de plantas que causan competencia; por
esta razébn muchos agricultores utilizan esta propiedad para el control de plagas,
ectoparasitos y parasitos intestinales de los animales, en virtud de los efectos que estos han
encontrado en conejos, afidos, abejas, escarabajos (en insectos), nematodos, caracoles y
gusanos, la utilizacion de los alcaloides como agentes fungicidas, insecticidas, bactericidas
y nematicidas, se fundamenta en su actividad inhibidora de la sintesis de proteinas, del RNA
transmisor, depresores del sistema nervioso central, oxitotoxicos, antiarritmicos e
hipoglicemiantes, (Huaman, 2015) también es un excelente repelente para controlar
pulgones, trips y pulguilla saltona de la papa (Epitrix subcrinita), asi como el gorgojo de los

Andes en el cultivo de papa (Premnotripes solani) (Holguin, 2018)

Mediante la microquimica se ha permitido mostrar en forma general, que los alcaloides son
localizados en los tejidos periféricos de los diferentes 6rganos de las plantas, es decir el
recubrimiento de las semillas, corteza de tallo, raiz o fruto y en la epidermis de la hoja; esto
nos permite pensar gque los alcaloides cumplen una importante funcion como la de proteger
a la planta, por su sabor amargo de estos, del ataque de insectos. (Rodriguez, 2009) Los
alcaloides también pueden servir de reguladores del crecimiento, se ha demostrado que los
alcaloides derivados de la putrescina se incrementan notablemente durante la germinacion
de algunas plantas como la cebada, cuando se encuentran en suelos deficientes de potasio.
(Rodriguez, 2009)

2.6 Nutricion de las plantas

La nutricién mineral de las plantas ha sido uno de los factores mas estudiados con relacién

a la susceptibilidad y resistencia de las plantas a plagas, concentraciones elevadas de
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nitrégeno y bajas concentraciones de potasio aumentan la susceptibilidad de las plantas a los
agentes nocivos. (Gonzéalez et al., 2015) La nutricidn vegetal de las plantas es uno de los
factores mas importantes, ya que de este depende el incremento de la produccion y
rendimiento agricola, cuyo objetivo principal es el mantener o aumentar la productividad de
determinado cultivo para satisfacer la demanda de alimentos y materias primas en el mundo.
(Carrion, 2018)

En las plantas el agua cumple multiples funciones, las células deben tener contacto directo
o indirecto con el agua, ya que casi todas las reacciones quimicas celulares tienen lugar a un
medio acuoso, para que un tejido funcione normalmente requiere estar saturado con agua,
manteniendo las células turgentes; todas las sustancias que penetran en las células vegetales
deben estar disueltas, ya que en las soluciones se efectua el intercambio de sustancias
nutritivas entre ceélulas, 6rganos y tejidos; el agua como componente del citoplasma vivo,
participa en el metabolismo y en todos los procesos bioquimicos, una disminucion del
contenido hidrico va acompafiado por una pérdida de turgencia, marchitamiento y una
disminucion del alargamiento celular, se cierran los estomas, se reduce la fotosintesis, la
respiracion y se interfieren varios procesos metabdlicos basicos, lo que ocasiona la

desorganizacion del protoplasma y la muerte de muchos organismos. (Perez, 2017)

Las plantas necesitan algo méas que nutrientes para un adecuado desarrollo, habria que definir
los elementos quimicos que necesitan las plantas; ya que, a diferencia de los animales, las
plantas son capaces de tomar elementos quimicos o sustancias minerales muy sencillas
(iones) para transformarlos en moléculas organicas complejas (biomasa) utilizando para ello
la energia del sol (fotosintesis), se requiere actualmente 17 elementos quimicos que son

esenciales para las plantas en general. (Orus Pueyo et al., 2011)(Tabla 3)

Tabla 3: Macro y micronutrientes importantes en la nutricién vegetal

Grupo Elementos Presencia % Fuente
(Porcentaje sobre peso
Seco)
Macroelementos C,H,O 90-95% Aire y agua de suelo
N, P, K 2al5% Suelo
Ca, Mg, S 0.5al 2% Suelo
Micronutrientes Fe, Cu, Mn, B, Zn Menos del 0.1% Suelo
Cl, Mo, Ni Se duda que el Ni sea
Co, Si, Na esencial para todas las
especies

Solo esencial para
algunas especies

FUENTE: (Orus Pueyo et al. 2011)
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2.6.1 Fertilizantes

Los fertilizantes de uso agricola son materiales orgénicos o inorgénicos, de origen natural
como yacimientos minerales o manufacturados en procesos quimicos, los cuales tienen como
objetivo suministrar a las plantas uno o varios de los elementos nutricionales requeridos para
su crecimiento; para que un producto sea considerado como fertilizante es indispensable que
sea soluble y quimicamente disponible para la planta, debido a que de los 18 elementos
nutricionales considerados como esenciales para la planta, 15 de ellos son tomados en
soluciéon como iones. La forma quimica en la cual la planta absorbe todos los nutrientes
necesarios para su correcto desarrollo es la misma independiente del material de origen, es
decir, no importa si provienen de procesos de mineralizacion de rocas, descomposicion de
materiales organicos, o fertilizantes minerales, la definicion correcta es el de “fertilizantes
materiales y no quimicos o artificiales”, de esta forma el P y K proceden de yacimientos

naturales y el N de la sintesis de nitrégeno atmosférico (Pérez, 2014)

El uso adecuado de los fertilizantes es uno de los mayores retos a los que se enfrenta la
agricultura en la actualidad, si bien los fertilizantes promueven el crecimiento y la
produccién de los cultivos, en exceso son responsables de graves problemas ambientales
como la emision de gases invernadero, dafios a la capa de ozono, como la acidificacion y
contaminacion del suelo y subsecuente de las aguas, lo que causa problemas de
eutrofizacion, lo que ha contribuido con la reduccién de la biodiversidad y al
malfuncionamiento de los ecosistemas agricolas, los fertilizantes también representan el
mayor coste asociado a la produccion de muchos cultivos, lo que aumentara a medida que

disminuyan los recursos para la sintesis de fertilizantes. (De La Torre y Cafias, 2014)

Si bien los fertilizantes quimicos favorecen el rendimiento en el aumento de las cosechas,
pero con el tiempo del uso disminuia la capa orgéanica del suelo, los fertilizantes organicos
se han considerado por diferentes autores un elemento productivo para mitigar el efecto

desgaste generado por el uso productivo del suelo. (Corlay et al., 2011)

2.6.2 Fertilizantes minerales o quimicos

La fertilizacion mineral esta constituida por compuestos inorganicos, este tipo de
fertilizacion pretende lograr un aumento en la productividad del sistema agricola
suministrando a las plantas algunos de los elementos esenciales que necesitan mediante

productos quimicos de sintesis. (Ancin, 2011)
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Los fertilizantes nos permiten restituir a los suelos los elementos nutritivos que las plantas
extraen, o que los suelos pierden por lavado, retrogradacion y erosion, poniendo a
disposicién de los cultivos los nutrientes que precisan cada momento; los ensayos a largo
plazo demuestran claramente la accion de los fertilizantes sobre la productividad de los
cultivos (ver Figura 6). Sin embargo, para conseguir su maxima eficiencia, la fertilizacion
debe formar parte de un conjunto integrado de précticas, los elementos nutritivos que
principalmente son aportados por estas técnicas son el Nitrégeno, Fosforo y Potasio. (Vega,
2017)

Los efectos del nitr6geno tienen mayor efecto en el crecimiento, rendimiento y calidad de
cultivo que cualquier otro nutriente, pero su uso excesivo puede ser un derroche econémico

y dar lugar a problemas. (Ancin, 2011)
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Figura 6. Comparacion de la evolucién de consumo agricola de N, P.Os Y KO en fertilizantes
FUENTE: (Vega 2017)

Entonces para que se produzca la agricultura con eficiencia y de un alto rendimiento va
depender de los fertilizantes nitrogenados, por eso el nitrdgeno es considerado el nutriente
mas importante para la produccion vegetal debido a las cantidades requeridas por los cultivos
y a la frecuencia con que se observan deficiencias en suelos agricolas, a su vez es un
elemento altamente movil y por ello se desplaza facilmente por los distintos compartimentos
ambientales: suelo, agua y atmosfera, por lo que el diagnostico de las necesidades de
nitrégeno de los cultivos para alcanzar el maximo rendimiento debe estar sujeto a criterios
no solo econdmicos sino de prevencion de la contaminacién ambiental y su repercusion
sobre la salud. (Vega, 2017)
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También existen fertilizantes simples y compuestos; los simples contienen Unicamente, uno
de los tres elementos: Los nitrogenados (Urea, composicién es 46-0-0 y sulfato de amonio
20.5-0-0), los fosfatados que son superfosfato de calcio simple (0-20-0), superfosfato de
calcio triple (0-46-0) y los potésicos, que son cloruro de potasio (0-0-60) y sulfato de potasio
(0-0-50); Entre los més usados son DAP: (18-46-0), Triple (17:17-17-17), nitrato de amonio:
(33-03-00), MAP: (11-52-0). Su uso normalmente se basa en mezclas de diferentes
fertilizantes, que podria ser sulfato de amonio con superfosfato simple, urea con superfosfato

simple y nitrato de amonio con superfosfato simple o triple. (Larqué et al., 2017)

2.6.3 Fertilizantes organicos

Para la produccién de alimentos en un mundo globalizado requiere la mayor eficacia, ademas
en ajustarse a las leyes de inocuidad para lograr la aceptacion de productos logren la
aceptacion de los mercados nacionales y mundiales; debido a que los sistemas de agricultura
convencional estan basados en la aplicacién de abonos minerales solubles y en muchos casos
no se tienen en cuenta los mecanismos de absorcion de la planta, los equilibrios existentes
entre esta y el suelo, ni los bloqueos o sinergias entre los nutrientes; debido a que las plantas
sintetizan sus elementos a partir de elementos quimicos que toman del aire, agua y suelo,
existen 60 elementos quimicos constituyentes de las plantas, de los cuales 16 son esenciales.
(Gonzélez et al., 2015)

También es llamado abono organico, que viene a ser residuo animal y/o vegetal mas o menos
transformado, que posee una cierta riqueza en materia organica y que por lo general también
contiene elementos esenciales para las plantas. El uso de estos fertilizantes esta sujeto a
muchas mas consideraciones que la de los fertilizantes minerales, se debe tener en cuenta
gue su materia organica podra alterar el complejo de cambio y la estructura del suelo, asi
como las propiedades que se derivan de esta Ultima. El otro aspecto a considerar es que su
composicion es muy irregular, el factor que mas influye en ella es el origen del material.
(Ancin, 2011)

La utilizacién correcta de abonos organicas esta sujeta a muchas consideraciones que la de
los fertilizantes minerales, dada su complejidad constitutiva, debe tenerse en cuenta que su
materia organica podra alterar el complejo de cambio y la estructura del suelo, asi como las

propiedades que se derivan de esta ultima. (Ancin, 2011)

Pero los fertilizantes organicos también presenta desventajas, la principal es la baja tasa de

asimilacion, ya que llevan a cabo todo un proceso para llegar a manifestar sus efectos, pero
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la ventaja es que tiene menos efectos secundarios en el caso de excederse en su uso y
contiene una mayor cantidad de macro y micro nutrientes, lo que proporciona mayor
cantidad de nutrientes a los cultivos, por otro lado mantienen los nutrientes del suelo,
también retienen una mayor cantidad de humedad tan necesaria para el desarrollo adecuado
de las plantas, de este modo los fertilizantes organicos reconstituyen los niveles de materia
orgénica del suelo y con esto se incrementa la capacidad para retencion de nutrientes
minerales que se les aplican, mejorando su estructura y textura, la capacidad de retencion de
agua a diferencia de los fertilizantes inorganicos que solo aportan los nutrientes que se

necesitan para solucionar el problema de forma inmediata. (Garcia, 2011)

2.6.4 Fertilizantes foliares

La fertilizacion foliar consiste en la aplicacion de una solucion con nutrientes directamente
al follaje de las plantas para corregir deficiencias especificas de nutrientes en el mismo
periodo de desarrollo de cultivo, o también para ayudar a complementar la fertilizacion
realizada en el suelo. ElI método de la fertilizacion foliar es considerada como una
herramienta importante para el manejo sostenible y productivo de los cultivos, para poder
optimizar el tratamiento por vida foliar, hay que tomar en cuenta los principios quimicos,
fisicos, bioldgicos y ambientales que rigen la absorcion y utilizacién de los nutrientes
aplicados mediante aspersiones; aunque el uso de fertilizantes foliares es recomendable
cuando las condiciones del suelo limitan la disponibilidad de nutrientes aplicados al suelo,
en caso donde haya condiciones que conduzcan a altas perdidas de nutrientes aplicados al
suelo, y cuando interactlan las etapas del crecimiento al cultivo, la demanda interna de la
planta y las condiciones ambientales para limitar la entrega de nutrientes a 6rganos criticos

de la planta. (Fernandez et al., 2015)

Si bien la aplicacion de abonos foliares tiene como finalidad complementar la nutricion de
los cultivos, de la misma forma para corregir deficiencias nutricionales en las plantas; si bien
fisiologicamente todos los nutrientes minerales pueden ser absorbidos por via foliar, ya sea
con mayor o menor velocidad, teéricamente podria la planta ser satisfecha completamente
por via foliar, pero en la practica no es posible por su alto costo por el niumero de
aplicaciones, con los fertilizantes foliares no se pretende reemplazar la fertilizacion del
suelo, ya que el abastecimiento de los principales nutrientes como el N, P y K es més efectivo
y econdmico por la fertilizacion el suelo, pero con la aplicacién foliar ha demostrado ser un
excelente método para abastecer los requerimientos de los nutrientes secundarios como Ca,

Mg vy Sy los micronutrientes (Zn, Fe, Cu, Mn, Bo y Mo); la nutricion foliar es util durante
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los estados de crecimiento, cuando disminuye la velocidad de fotosintesis y ocurre una baja
absorcion de nutrientes via raices, en funcion de ayudar a la translocacion de nutrientes hacia

la semilla, fruto, tubérculo o crecimiento vegetativo. (Aceves et al., 2020)
2.7 Biofertilizante

Las raices del término biofertilizante provienen de las palabras bioldgico y fertilizante, por
lo que hace referencia a un fertilizante bioldgico, el cual contiene microorganismos Vvivos
que mejoran el estatus nutricional de las plantas, mientras que los productos organicos como
estiércol, residuos de cosecha, composta y vermicomposta que también son agregados al
suelo para favorecer su nutricion no son considerados como biofertilizantes sino como
fertilizantes organicos; los biofertilizantes que también son conocidos como bioinoculantes,
inoculantes microbianos o inoculantes en el suelo, son productos agrobiotecnolégicos que
contienen microorganismos vivos o latentes (bacterias u hongos, solo o combinados) los
cuales son agregados a los cultivos agricolas para estimular su crecimiento y productividad.
(Aguado-Santacruz, 2012)

La fertilizacion bioldgica se basa en la utilizacion de insumos naturales (abonos, estiércol
animal y microorganismos como hongos, bacterias) para mejorar la fijacion de nutrientes en
la riz6fora, producir estimulantes de crecimiento para las plantas, mejorar la estabilidad del
suelo, facilitar el control bioldgico, biodegradar sustancias, reciclar nutrientes, favorecer la
simbiosis micorrizal, desarrollar procesos de biorremediacion en suelos contaminados con
sustancias toxicas, xenobioticos , recalcitrantes; con el uso de biofertilizantes se permite
mejorar la productividad por area cultivada en corto tiempo, consumir menores cantidades
de energia, mitigar la contaminacion del suelo y el agua, incrementar la fertilidad del suelo
y favorecer el antagonismo y control bioldgico de organismos fitopatdgenos, con esto el
agricultor se va beneficiar econdmicamente debido al efecto de los menores costos asociados
al proceso de fertilizacién y obtencion de mayores rendimientos en los cultivos, con la
aplicacion de fertilizantes bioldgicos trae consigo beneficios desde perspectivas econdémica-

social y ambiental. (Sebastian et al., 2010)

Los biofertilizantes surgen como una panacea para la agricultura organica y sostenible, con
esto se busca implementar el nUmero de microorganismos beneficiosos en el suelo con

respaldo cientifico para lograr la sostenibilidad en la agricultura. (Afanador, 2017)
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2.7.1 Abono orgéanico acelerado o biofermentos

Los abonos tienen organismos vivos que ayudan a mejorar la nutricion del suelo, sin
embargo, en su composicion, viven también organismos patdgenos; los biofertilizantes se
producen de manera controlada y libre de otros organismos contaminantes, contienen
Unicamente microorganismos benéficos para la nutricion de la planta, los fertilizantes
funcionan mediante una relacion estrecha entre organismos de diferente especie, en este

caso, de una planta y un hongo o bacteria. (Larqué et al., 2017)

El uso de los liquidos fermentados o biofermentos se ha venido popularizando como abonos
foliares, lo que permitiria la sustitucion de algunos de los abonos quimicos sintéticos; los
biofermentos son productos del proceso de fermentacion de materiales orgénicos por medio
de una intensa actividad microbiologica, los cuales son transformados en minerales,
vitaminas, aminoacidos, acidos organicos que serviran para la nutricion de las plantas, otro
beneficio es que disminuye la incidencia de las plagas y enfermedades en los cultivos, esto
se debe a la riqueza de los microorganismos presentes en ellos, al ser aplicados sobre la
superficies de las plantas, tienen una reaccion de competencia con los microorganismos que
atacan los cultivos. (Chavez y Guzman, 2009); también en la produccién de alimentos como
lactobacilos y levaduras, constituyen una de las principales alternativas de las familias
productoras organicas por su facilidad de elaboracidn y sus efectos positivos en la nutricion
de las plantas y el suelo, los biofermentos son conocidos también como bioles, son abonos

liquidos ricos en energia y en equilibrio mineral. (Rodriguez et al., 2017)

El biofertilizante acelerado es producto de la descomposicion anaerébica de la materia
organica, la cual es transformada por fermentacion lactica, de su forma compleja a las mas
simples por accion del bioprotector (Bio-Lac) compuesto principalmente por bacterias del
género Lactobacillus, que se encargan de transformar la materia organica en sustancias
hamicas y en aminoacidos, vitaminas, giberelinas, y minerales complejos; la produccién de
los biofertilizantes acelerados, se realiza en un ambiente anaerobio a una temperatura
promedio de 40°C, por un periodo de 5 dias y la cosecha se hace mediante un filtrado, se

obtendra un abono liquido con ausencia relativa de enteropatdgenos. (Moreno 2019)
2.7.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas desempefian un papel importante en los procesos de
fermentacion; pertenecen a un grupo de bacterias fisiologicamente uniforme, de pared Gram

Positiva, anaerobia facultativa, catalasa negativa, y no formadores de esporas, otra de sus
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caracteristicas es que no son maviles, microaerofilicos o aerotolerantes, oxidasa y bencidina
negativas, carecen de citocromos, no reducen de nitrato a nitrito y producen &cido lactico
como el Unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos. (Carmen et al.,
2011) En la tecnologia de produccion de alimentos tienen como funcion en la formacion del
sabor &cido, inhibicién de organismos patdgenos, gelificacion de la leche, reduccién del
contenido de lactosa, formacion de aroma, produccion de gas requerida para la formacion de
“0jos” en los quesos y también han sido muy utilizados como probioticos; sus géneros mas
importantes son Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y
Weisella son los principales miembros de las bacterias acido lacticas, siendo Lactobacillus
el mas grande de este género. (Parra-Huertas, 2010) La funcion de las bacterias acido lacticas
y otros microorganismos responsables de las transformaciones alimenticias fueron
desconocidos y el éxito de estas operaciones alimentarias estaba sometido a errores y
aciertos. (Saenz, 2008) En la Tabla 2 se puede visualizar la diversidad de Bacterias acidos
lacticos homos y heterofermentativas. Asi como, la configuracion del &cido lactico

producido.

Las bacterias acido lacticas tienen como funcion producir acido lactico del aztcar y de otros
hidratos de carbono que producen las bacterias fotosintéticas y la levadura; el acido lactico
actta como una fuente esterilizadora, ya que inhibe a los microorganismos dafiinos y
fomenta una rapida descomposicion del material organico. (Naranjo, 2013) Segun Mora y
Garcia, 2007 este mecanismo de inhibicion de las bacterias acido lacticas se basa en la
disminucion del pH, aumentando la proporcion de &cidos organicos en su forma no
disociada, los cuales se disocian en el citoplasma desestabilizando su membrana, el pH acido
causa la desnaturalizacion de las proteinas y la desestabilizacion de otros componentes
estructurales y funcionales de la célula, pero las bacterias acido lacticas pueden desarrollarse
a pH relativamente bajos, esto debido a que poseen un sistema de transporte simultaneo de

acido lactico y protones al exterior celular. (Buchelli, 2014)

Son microorganismos con requerimientos nutricionales exigentes, al necesitar una gran
variedad de sales minerales, vitaminas y aminoacidos, su cultivo sintético es a menudo
complejo y muestra un crecimiento escaso, debido en parte a que estas exigencias
nutricionales responden a necesidades especificas de cada cepa. (Lépez Seijas, 2017) Las
bacterias acido lacticas que se utilizan para la produccién de acido lactico se busca que sean

preferiblemente terméfilas, que fermenten rapido y completamente los sustratos baratos, con
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adicion minima de nutrientes nitrogenados, que crezcan en valores bajo de pH, que presentan
poca produccion de biomasa y una despreciable cantidad de subproductos; los géneros mas
estudiados para este tipo de produccion son Lactobacillus, Streptococcus y Enterococcus.
(Garcia et al., 2010)

En cuanto a su temperatura optima de crecimiento, se pueden establecer dos grupos de

especies:

- Especies mesofilas: cuya temperatura dptima esta comprendida en el intervalo de 22 a
34°C, en este se incluye la mayoria de especies de todos los géneros. (Ruiz Pérez, 2010)

- Especies termofilas: con una temperatura optima entre los 37°C y los 45°C, en este se
incluyen algunas especies del género Lactobacillus, como L. bavaricus, que se utiliza en
la fabricacion de yogurt, y en algunas del género Streptococcus como S. thermophilus.
(Ruiz Pérez, 2010)

Con respecto a su tolerancia al oxigeno, que aunque por su definicion son microaerofilas, es
decir solo van a crecer bien con bajas presiones parciales de oxigeno, son generalmente
aerotolerantes y la mayoria crecen mejor en atmosferas que contengan entre un 5y un 10%
de CO2, algunas especies como L.ruminis y L. vitulinus que viven en el intestino de los

animales son anaerobias estrictas. (Ruiz Pérez, 2010)

Los bacterias &cido lacticas presentan gran potencial biotecnoldgico, son capaces de producir
metabolitos con actividad antimicrobiana que exhiben mecanismos inespecificos (diacetilo,
acidos organicos y peroxido de hidrogeno) o especificos como el caso de las bacteriocinas,
que son moléculas antimicrobianas de naturaleza peptidica, con un origen genético diverso,
suelen presentar modificaciones postraduccionales y pueden funcionar como una estrategia
competitiva contra otros microorganismos. (Parada etal., 2017) Las bacteriocinas
generalmente poseen un estrecho espectro antibacterial, asi algunas bacteriocinas de BAL
pueden inhibir el crecimiento de Gram-positivas patogénicas y bacterias dafiinas como
también levaduras y especies Gram-negativas; las aplicaciones alimenticias de bacteriocinas
son una alternativa para satisfacer el crecimiento de consumidores por la demanda de
alimentos que son higiénicamente puros. (Parra-Huertas, 2010) La sintesis de bacteriocinas
se produce, generalmente, cuando las bacterias que las sintetizan se encuentran en
situaciones de estrés; como es habitual en las rutas metabolicas de los microorganismos, la
sintesis de las bacteriocinas también depende del ecosistema, pH, potencial de 6xido-

reduccidn, cantidad de nutrientes, fase de crecimiento, temperatura y oxigeno disponible.
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(Agudelo et al., 2015) La produccion de las bacteriocinas depende del crecimiento y
actividad fisiologica de la cepa productora, estando correlacionada a la biomasa obtenida

con la cantidad de bacteriocina producida.

La mayoria de las bacteriocinas actlan sobre la membrana de células sensibles,
desestabilizando y permeabilizando mediante la formacion de canales o poros ionicos, que
van a dar salida a compuestos como fosfato, potasio, aminoacidos, ATP, disminuyendo la
sintesis de macromoléculas y por consecuencia la muerte celular, (Chavez et al., 2013) La
estructura de las bacteriocinas, a-hélice o B-laminar, de dos caras, una hidrofilica y otra
hidrofdbica, explicaria la formacién de poros a partir del mecanismo que segun el cual la
naturaleza anfotera de la molécula permitiria la formacion de oligobmeros que atraviesan la
membrana; en consecuencia se observa en general una pérdida de iones K", ATP vy, en
algunos casos aminoacidos y moléculas pequefias, como se muestra en la Figura 7, la perdida
de estas sustancias origina a su vez una perdida de potencial de membrana, consumo de las
reservas energeticas celulares, descenso de la sintesis de ADN, ARN y proteinas, originando

finalmente la muerte celular. (Martin, 2002)

/\ Bacteriocina
? ?

H+ Exterior
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P> @ - >S4

ApH {

H+ b B & Interior

Pérdida de iones K*
ATP, aminoacidos,
y moleculas pequenas

Figura 7. Modelo general del mecanismo de accién de péptidos antimicrobianos.
FUENTE:(Martin, 2002)

Segun sus caracteristicas bioquimicas, se clasifican en homofermentativas, cuyo Unico
producto final de fermentacion es el acido lactico y en heterofermentativos, aquellas que
producen ademas de acido lactico, etanol, acetato y CO,.(Agudelo et al., 2015) su tipo de
metabolismo es propio de cada especie, la cual también sirve como criterio para poder
identificarlo; en el metabolismo homolactico emplea la ruta de Embden-Meyerjorf para
obtener un balance global de dos moles de acido lactico (D o L dependiendo de la especie)

y 2 ATPs por mol de glucosa consumida, en esta ruta se divide en dos fases, la primera
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incluye todas las reacciones de la glucdlisis que conducen a la formacion de piruvato y
NADH+H"; y en la segunda, el piruvato es reducido a acido lactico tomando los protones
del NADH+H" generado anteriormente. El metabolismo homolactico es empleado por la
mayor parte de las bacterias lacticas a excepcion de Leuconostoc, Oenococcus, Weissella y

algunos Lactobacillus. (L6pez Seijas, 2017)

En el caso de la fermentacion heterofermentativa, las bacterias que emplean este
metabolismo no tienen fructosa-difosfato-aldolasa, pero tiene fosfocetolasa y por lo tanto
degradan la glucosa por la via llamada de pentosas fosfatos o de las hexosas fosfatos, a partir
de las hexosas producen cantidades equimolares de acido lactico, acido acético, etanol, y
dioxido de carbono (COz), y degradan las pentosas para obtener acido acético y acido lactico.
(Ramirez, 2005) En la fermentacion heterofermentativa tras la entrada de la molécula de
glucosa en el interior celular, esta es fosforilado una vez y oxidada dos veces hasta dar lugar
a ribulosa-5-fosfato que puede ser epimerizada bien a ribosa-5-fosfato, componente de
biomoléculas tan importantes como el ATP, CoA, ADN o ARN, o bien a xilulosa-5-fosfato;
la enzima xilulosa-5-P-fosfoquetolasa cataliza la rotura de esta Gltima molécula en acetil-
fosfato y gliceraldehido 3 fosfato; a continuacion, la ruta sigue dos vias: por un lado el
gliceraldehido-3-fosfato seguira la misma ruta que en el metabolismo homolactico, para dar
lugar a acido lactico, mientras que el acetil-fosfato sufre, o bien sucesivas reducciones para
dar lugar a etanol o intervencion de una molécula de ADP para dar lugar al ATP y acetato,
en funcion de las condiciones del medio en que se encuentre el organismo. (Lopez Seijas,
2017)

El rendimiento energético de ambas rutas es también claramente diferente, las bacterias
homofermentadoras son capaces de extraer doble cantidad de energia de la fermentacion de
la glucosa que la que genera la ruta heterofermentativa, del mismo modo que la cantidad de
acidos producida es mayor en la ruta homofermentativa que en la heterofermentativa. (Ruiz

Pérez 2010) Lo mencionado anteriormente se puede evidenciar en la Figura 8:
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Figura 8. Rutas metabdlicas para la fermentacién de glucosa en bacterias acido
lacticas. A (Ruta homofermentativa) B (Ruta heterofermentativa)

Tabla 4: Bacterias acido lacticas homo y heterofermentativas y su configuracion.

Género y Especie Homofermentativo

Heterofermentativo = Configuracion acido

lactico

Lactobacillus
. delbrueckii
. Lactis

. bulgaricus
. casej

. plantarum
. cuervatus

L. brevis

L. fermentum -
Sporolactobacillus

S. inulinus +
Streptococcus

S. cremoris +
S. lactis +
Leuconostoc

L. mesenteroides -

~r~r~r~r~r~
+ + + + + +

D(-)

L(+)
L(+)

+ D(-)

FUENTE (Garcia et al. 2010)



2.7.3 Fermentacién acido lactica

La fermentacion reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y produce diversas
moléculas orgénicas de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana, como acido
lactico, acético y propionico. (Ramirez, 2005) Los acidos ejercen su efecto antimicrobiano
en interferencia con el mantenimiento del potencial de membrana celular, inhibiendo el
transporte activo, reduciendo el pH intracelular e inhibiendo una variedad de funciones
metabdlicas; es por eso que tienen una amplia accién inhibiendo tanto a bacterias Gram

positivas como Gram negativos, asi como también levaduras y mohos. (Saenz, 2008)

El &cido lactico se denomina acido 2-hidroxipropanoico y esta formado por los grupos
funcionales alcohol y carboxilo, conformando un carbono asimétrico que le confiere su
actividad dptica; existen dos isomeros opticos, como se observa en la Fig. 9 el D (-) lactico
y el L (+) lactico y una forma racémica constituida por fracciones equimolares de las formas
L (+) y D (-) es perjudicial al metabolismo humano y puede generar acidosis y
descalcificacion. El acido L (+) lactico es clasificado por la FDA como una sustancia GRAS,

generalmente seguro para uso aditivo alimenticio. (Garcia et al., 2010)

CO0OH CO0OH
H{:J—{l_'f":—H H—{l_"*—[:}H

E!'H3 4|Z"H."’.-
L{+) acido lactico Di—-)acido lactico

Figura 9. Estructuras isoméricas del &cido lactico

2.7.4 Consorcio microbiano Bio-lac (B-lac)

El consorcio de bacterias Biolac (B-Lac) esta elaborada por cepas seleccionadas de bacterias
probidticas del género Lactobacillus. (Gucciones, 2009 citado por (Buchelli, 2014)) Su

composicion se puede observar en la Tabla 5.

Los mohos, coliformes totales y fecales estan ausentes en este consorcio; los Lactobacillus
inhiben el crecimiento de cualquier microorganismo patdégeno mediante la produccion de
acidos organicos, principalmente acido lactico, bacteriocinas y el pH acido (alrededor de

3.5) por efecto de la alta concentracién de acidos organicos. (Leiva Trujillo, 2018)
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Las levaduras estan presentes en este consorcio pero no son perjudiciales, y se encargan de
la fermentacion de azucares produciendo alcohol o acido lactico (Garcia 2008 citado por
(Buchelli 2014)). El Biolac también contiene bacterias mesofilas variables (3.3x10*
UFC/ml) capaces de desarrollarse en ambientes a 30°C, las cuales toleran ambientes con pH
acido, a diferencia del resto bacterias, ademas son meséfitas, aunque son capaces de vivir en
un rango de 5 °C a 45°C, generalmente su temperatura optima es de 25°C a 35°C (Martin,
2002 citado por Quifiones, 2012)

Tabla 5: Recuento de UFC

Andlisis Microbiol6gico Unidad Valor
Recuento de Lactobacillus sp UFC/ml 7x107
Recuento de levaduras UFC/ml 2.5x10°
Recuento de mohos UFC/mI <10
Recuento de bacterias mesofilas viables UFC/mI 3.3x10*
Recuento de coliformes totales NMP/ml <3
Recuento de coliformes fecales NMP/ml <3

Los valores < 3y < 10 indican ausencia de microorganismos
NMP: NUmero més probable; UFC: Unidades Formadoras de Colonia
FUENTE: (Leiva Trujillo 2018) tomado de Garcia (2008)

2.7.5 Aplicaciones de las bacterias acido lactica

El desarrollo de estos microorganismos acido lacticos, y la ausencia de patdgenos o
alterantes, contribuyen favorablemente en la preservacion de los alimentos permitiendo
reducir el uso de conservantes quimicos y suavizar los tratamientos a los que se someten los

alimentos procesados, sin que esto afecte su calidad y seguridad. (Agudelo et al., 2015)

La fermentacion de la leche para la elaboracion de diversos productos es una practica muy
antigua, la cual seguramente se origind sin intencion durante el almacenamiento del
alimento; cuando las fermentaciones son realizadas se producen metabolitos como el acido
lactico, etanol, bacteriocinas y muchos otros compuestos que conservan la leche y le
imparten caracteristicas organolépticas distintivas. Existe una variedad de leches
fermentadas, en las que interviene un gran nimero de especies de BAL y algunas levaduras,
una de las aplicaciones méas conocidas es el yogurt, siendo incluso mas consumido que la

leche en algunos paises. (Carmen et al., 2011)
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Tabla 6: Bacterias acido lacticas en la elaboracion de productos lacteos

Productos

Bacterias principales

Usos

Yogurt

Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus acidophilus
Streptococcus thermophilus

Provee sabor, gusto suave y
delicado y promueve la
cuajada, mejora la digestion,
absorcion, contribuye a

promover la salud

Bebidas fermentadas a base de

Streptococcus lactis,

Adiciona sabor, contribuye a

leche Streptococcus cremoris, promover la salud
Lactobacillus herveticus
Quesos Streptococcus lactis, Promueve el cuajado, provee

Streptococcus diacetilactis

aroma y sabor

Mantequilla madurada

Streptococcus lactis,

Streptococcus diacetilactis

Promueve moderado sabor

agrio y aroma

Crema acida Streptococcus lactis Promover sabor caracteristico
Streptococcus cremoris (pequefias cantidades de
Leuconostoc cremoris acetaldehido y grandes
Streptococcus lactis spp, cantidades de diacetilo)
diacetylactis

Yakult Lactobacillus casei Promueve moderado sabor

agrio y aroma. Contribuye a

promover la salud

FUENTE: (Carmen et al. 2011)

También se ha visto su aplicacion en ensilaje, que es un método de conservacion para la
mayoria de los forrajes usados en la alimentacion del ganado, el cual estd basado en la
fermentacion &cido lactica en estado solido bajo condiciones anaerdbicas, por este medio de
este proceso las BAL nativas presentes en el forraje, o bien acondicionadas como cultivo
iniciador, convierten los azucares solubles en acidos organicos entre los que predomina el
acido lactico. (Carmen etal., 2011) Como resultado el pH disminuye y el forraje es
preservado, las BAL que se utilizan como inoculantes son empleadas como aditivos de
ensilaje para mejorar la eficiencia en la preservacion; entre las BAL las mas utilizadas
frecuentemente son las especies homofermentativas como Lactobacillus plantarum,
Enterococcus faecium y Pediococcus, estas son utilizadas por su eficiente utilizacion de

carbohidratos hidrosolubles de las cosechas, la produccién intensiva del acido lactico y

36



descenso rapido en pH. (Parra-Huertas, 2010) En la Tabla 7 se muestra las principales

especies y aplicaciones.

Tabla 7: Utilizacion de las principales bacterias lacticas

Genero Principales especies y aplicaciones

Streptococcus S. lactis, S. cremoris. Mantequilla, queso, yogurt.
S. thermophilus. Yogurt, queso

Pediococcus P. cerevisiae. Cerveza, carne procesada.

P. halophilus. Salsa de soya

Leuconostoc L. mesenteroides, L. citrovorum. Alimentos fermentados, produccion de
dextran
Lactobacillus L. bulgaricus. Yogurt, bebidas fermentadas a base de leche.

L. helveticus. Queso, yogurt, bebidas a base de leche fermentada.

L. acidophilus. Yogurt, bebidas a base de leche fermentada, preparacion
de Lactobacillus.

L. casei. Quesos, leche refinada, bebidas a base de leche fermentada,
preparacion de Lactobacillus.

L. plantarum. Diversos alimentos fermentados, ensilajes.

L. fermenti, L. brevis. Productos fermentados

Bifidobacterium B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. adolescents. Leche fermentada,
preparacion de bacterias lacticas. El intestino de infantes y adultos.
B. thermophilum, B. Pseudolongum. El intestino de animales
FUENTE: (Carmen et al. 2011)

2.8 Melaza de cafa de azUcar

La melaza de cafia de azucar, miel o melaza “blackstrap” es un liquido denso, viscoso de
color oscuro y que contiene sales y otros compuestos solubles en alcali, es un producto final
de la fabricacion o refinacion de la sacarosa, glucosa y fructosa procedente de la cafia de
azucar, ademas contienen sustancias no fermentables y melanoidinas (a base de nitrdgeno),
derivados a partir de la condensacion del azicar y amino compuestos; este subproducto es
comunmente destinado para la produccion de alimentos concentrados de animales y como
suplemento alimenticio. (Ossa et al., 2010) La denominacion melaza se aplica al efluente
final obtenido en la preparacion del azicar mediante la cristalizacidn repetida, el proceso de
evaporacion y cristalizacion es usualmente repetido tres veces hasta el punto en el cual el
azucar invertido y la alta viscosidad de las melazas ya no permitan una cristalizacion

adicional de la sacarosa, ademas de la sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa los cuales son

37



fermentables, las melazas también contienen sustancias reductoras no fermentables como se
observa en la Tabla 8. (Fajardo y Sarmiento, 2014) Las melazas de cafia de azucar son
ligeramente acidas, pH de 5.5 a 6.5, su bajo pH se debe a la presencia de &cidos alifaticos y
al bajo pH en que se hace la clarificacion; también posee alrededor de 14 a 25% de hidratos
de carbono como azlcar invertido por proceso de fabricacién, el cual no tiene efecto
significativo en la formacion de estas si se mantienen los valores normales de sales solubles,

pero carece de rafinosa. (Valencia y Zapata, 2014)

Tabla 8: Contenido nutricional de melaza de cafia

COMPONENTES CONSTITUYENTES CONTENIDO (p/p)
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63% p/p
Azucares reductores 3-5% p/p
Componentes mayores Sustancias disueltas 4-8% p/p
(diferentes azucares)
Agua 16%
Grasas 0.40%
Cenizas 9%
Calcio 0.74 %
. . Magnesio 0.35%
Contenido de minerales Fosforo 0.08 %
Potasio 3.67%
Glicina 0.10%
Leucina 0.01%
Contenido de aminoacidos Lisina 0.01%
Treonina 0.06 %
Valina 0.02%
Colina 600 ppm
Niacina 48.86 ppm
Contenidos de Vitaminas Acido.Ftantc?ténico 42.90 ppm
Piridoxina 44 ppm
Riboflavina 4.40 ppm
Tiamina 0.88 ppm

FUENTE: Tellez y Yepez citados por (Fajardo y Sarmiento 2014)

2.9 Ensayo de fitotoxicidad con semillas de lechuga

Los bioensayos con plantas estdn siendo considerados, de manera creciente, para el
diagndstico ecotoxicoldgico, ya que constituyen una excelente herramienta en la evaluacion
del riesgo ambiental; representan una metodologia ventajosa al brindar informacién acerca
de alguna sustancia que resulte toxica en el medio, es decir, algiin agente que pueda producir
un efecto adverso en el sistema bioldgico, dafiar su estructura o funcion, o producir la muerte.
(Pentreath et al., 2015)

38



Los ensayos de toxicidad basados en la germinacion de semillas y la elongacién radical
pueden realizarse con diversas especies que incluyen plantas de importancia econémica, que
son de facil acceso y que, ademas, germinan y crecen rdpidamente; la aplicacion de la prueba
se suele realizar como ensayo Unico de toxicidad o a través de una bateria de pruebas como
bioindicadores. (Rodriguez Romero et al., 2014) En ensayo ecotoxicoldgico con semillas es
recomendable, ya que presenta algunas ventajas sobre otros ensayos porque permite usar
cuantitativamente el crecimiento de la raiz, el ensayo de la germinacion y elongacion de la
radicula se realiza con los constituyentes solubles del agua (aguas superficiales, aguas
subterraneas, suelos, sedimentos y lixiviados), teniendo en cuenta, para el resultado, la
cantidad de semillas germinadas y la media del crecimiento de la raiz. (Pentreath et al., 2015)
En el bioensayo con semillas de Latuca sativa se evalUan los efectos fitotoxicos de un
compuesto puro o de una mezcla compleja en el proceso de germinacion de las semillas y
en el desarrollo de la plantula durante los primeros dias de crecimiento, durante el periodo
de germinacidon ocurren numerosos procesos fisiologicos en los que la presencia de una
sustancia toxica puede interferir en su sobrevivencia y desarrollo normal de la planta, por lo

tanto es una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos. (Sobrero, 2017)

A fin de determinar la fitotoxicidad se calculara el 1G (indice de Germinacion) que integra
el % relativo de germinacion (PGR) y el crecimiento relativo de las raices (CRR). (Pentreath

et al. 2015)

- PGRx CRR
N 100

Numero de semillas germinadas en la muestra

PGR = 100

. - X
Numero de semillas germinadas en el control

Elongacion de radiculas en la muestra

CRR = 100

; - b
Elongacion de radiculas en el control

Con el indice de Germinacion (IG), integrando el porcentaje relativo de germinacion vy el
crecimiento relativo de raices, lo que permite establecer tres niveles de fitotoxicidad.

Zucconi et al citado por (Varnero et al., 2007)

1G>80% No hay sustancias fitotdxicas o estan en muy baja concentracion (baja

fitotoxicidad)
50 < I1G < 80 % Presencia moderada de sustancias fitotoxicas (moderada fitotoxicidad)

IG <50 % Fuerte presencia de sustancias fitotoxicas (alta fitotoxicidad)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugary periodo de ejecucion

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental-
Biorremediacion de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina,
durante los meses de abril y octubre del 2019. En estas instalaciones se elabord un
biofertilizante a partir del efluente proveniente del proceso de desamargado del proyecto de
investigacion “Investigacion Biotecnologica de la Cadena Productiva del Tarwi (Lupinus
mutabilis Sweet) mediante la innovacion fitotécnica de 30 ecotipos, procesamiento integral
del grano y validacion de métodos de anlisis cualitativo y cuantitativo de alcaloides y
proteinas”, para la comercializacion del chocho o tarwi que se desarrolld en las instalaciones
del INDAA.

3.2 Materiales

El material principal en esta investigacion fue el efluente de tarwi, al cual se le hicieron
varios tratamientos en distintas proporciones con melaza (residuo industrial) y consorcio
microbiano acido lactico Bio-lac (producto biotecnologico) para el proceso de fermentacion.
Los materiales, demas equipos y reactivos estuvieron a disposicion en el Laboratorio de

Biotecnologia Ambiental-Biorremediacion.

a. Insumos
- Efluente del proceso de desamargado de tarwi
- Consorcio microbiano &cido lactico (Bio-lac) NOGA FER PERU SAC
- Melaza

- Semillas de lechuga (Latuca sativa) variedad “Tasna”

b. Materiales
- Vasijas de 1 Kg con tapa
- Bidones de plastico de 20 L
- Bolsas de plastico de 5 L
- Solucién buffer de pH 7.01 HANNA Instruments HI 7007



Solucion buffer de pH 4.01 HANNA Instruments HI 7007
Bureta de vidrio de 25 ml

Soluciones de hidroxido de sodio a 0.05 N, 1L
Probeta de 50 ml

Vasos precipitados (100 ml)

Tubos Falcon de 50 ml

Tubos Corning de 30 ml

Guantes quirurgicos talla S

Papel toalla

Agua de mesa

Etiquetas autoadhesivas

Marcadores indelebles

Micropipetas de 100 uL (Marca CAPP)
Tubos de ensayo

Pipetas de vidrio de 1 ml

Papel filtro

Placas Petri de 10 cm de didmetro
Pinzas

Papel toalla

Pipetas de 5 ml

Probetas de 50 ml

Vasos precipitados de 100 ml

Equipos

Estufa eléctrica

Potenciometro (HANNA Instruments modelo HI8424)
Secadora manual (Marca Oster)

Balanza electrdnica de capacidad de 20 Kg (Marca HENKEL)
Balanza de precision de 200 g. (Electronic Escale)
Conductimetro (HANNA INSTRUMENTS)

Agitador magnético (HYTREL HTR 8068)

Barra magnética

Soporte universal
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d. Reactivos

- Hidrdxido de sodio (NaOH) solido (JT BAKER)

- Reactivo de Dragendorf reagent spray solution (JT BAKER)
- Agua de mesa

- Acido clorhidrico (HCI) al 36.5-38% (JT BAKER)

3.3 Metodologia de la investigacién

La recoleccion del efluente se realizé en dos tiempos:

lera fecha: Recoleccion de efluente en dos bidones de 20 L, como se observa en la Figura

11 (Tratamientos a nivel laboratorio)

2 da fecha: La segunda colecta se hizo al mes siguiente de la primera fecha, en dos bidones

de 20 L. (Réplica del mejor tratamiento)

En la Figura 10 se puede observar a las semillas de tarwi luego de ser remojado, como parte
del proceso de desamargado para finalmente obtener el subproducto que se observa en la

Figura 11.

Figura 10. Muestra de Tarwi después de remojo
(Lupinus mutabilis)

Figura 11. Subproducto: Desamargado
de tarwi (Lupinus mutabilis)
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e Primera etapa: Fermentacion a escala laboratorio de abono liquido

Durante esta etapa se evalud los criterios para seleccionar al mejor tratamiento con las

mezclas adecuadas del efluente con melaza y Bio-lac. Un criterio importante fue la evolucion

de pH y acidez, que son los indicadores de la fermentacion homolactica, también se evalu6

las propiedades organolépticas, presencia de mohos y levaduras. Una finalizada esta etapa

se proceso los datos tomando en cuenta los criterios establecidos. En la Figura 12 se muestra

el flujograma para el procedimiento.

Preparacion de
tratamiento

Seleccion del
mejor tratamiento

oy

INSUMO (Efluente tarwi)

v

Melaza: 0-20 %

Bio-Lac: 0-15%

v
Fermentacion

(40°C durante 5 dias)

4

5 Tres repeticiones por

tratamiento

Medicion de pH

Acidez titulable

1° seleccién: pH, acidez, olor,
presencia de mohos, levaduras y
analisis estadistico. Andlisis costo-
beneficio

2° seleccion: Evaluacion de nutrientes

Figura 12. Flujograma para llevar a cabo el proceso

3.3.1 Metodologia para el analisis de pH y acidez titulable

laboratorio)

A. Acondicionamiento de los insumos para los tratamientos

de los tratamientos (Escala

En el acondicionamiento se adecud los insumos para conocer la proporcion de la mezcla

adecuada y que presente mejores condiciones iniciales. En la Tabla 9 se observa los criterios

establecidos para la clasificacion de los tratamientos segun sus propiedades organolépticas.
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Tabla 9: Parametros organolépticos

Propiedad Organoléptica

Calificacion

Aceptable No aceptable
Olor Moderado Fétido, putrefacto
] ] o Semiliquida,
Consistencia Liquida ) 5
sedimentacion
Color Oscuro Clara

B. Preparacion de los tratamientos

Se hizo un célculo de las proporciones de las mezclas para determinar la cantidad exacta de

los insumos en cada tratamiento. Esto se generd con la combinacion de cuatro niveles de

Bio-lac y cinco de melaza, las cuales se observan en Tabla

10.

Tabla 10: Proporcion para los tratamientos

MELAZA
0% 5% 10% 15% 20%
2 0%  E(100%) E(95%) E(90%) E(85%) E (80%)
O 5%  E(%5%) E(90%) E(85%) E (80%) E (75%)
10% E (90%) E (85%) E (80%) E (75%) E (70%)
150  E (85%) E (80%) E (75%) E (70%) E (65%)

Luego de haber calculado las proporciones en porcentajes para cada insumo, se procedio a

pesar en una balanza a los insumos. La composicion de los tratamientos se observa en la

Tabla 11.
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Se obtuvo esta composicion luego de los célculos:

Tabla 11: Composicién de los tratamientos

Tratamientos Peso Final (g) de los
Bio-lac Melaza Efluente tratamientos
TO (Control) 0 0 600 600
Tl 30 0 570 600
T2 60 0 540 600
T3 90 0 510 600
T4 0 30 570 600
T5 30 30 540 600
T6 60 30 510 600
T7 90 30 480 600
T9 30 60 510 600
T10 60 60 480 600
T11 90 60 450 600
T13 30 90 480 600
T14 60 90 450 600
T15 90 90 420 600
T17 30 120 450 600
T18 60 120 420 600
T19 90 120 390 600

Se trabajaron diecinueve tratamientos cada uno con tres repeticiones y un tratamiento control

(TO) que solo contaba con efluente solo sin tratar.

En la Figura 13 se observa como se acondicionaron los tratamientos, estos fueron envasados
en vasijas de plastico con capacidad de 1 Kg. Cada insumo se pesO en una balanza con
capacidad de 2000 g. ya que el peso de cada tratamiento fue de 600 g. al cual se le cubrid
con bolsa de plastico y se sellé con sus respectivas tapas para darle condiciones anaerdbicas,
previamente se homogenizo la mezcla con una bagueta. Todos estos tratamientos fueron
incubados en una estufa a 40°C durante 30 dias. La mezcla final se denominé “Tarwifer”

(efluente con melaza y consorcio microbiano acido lactico)
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Figura 13. Elaboracion de los tratamientos a escala laboratorio

C. Evaluacion de pH

Durante cinco dias se evalu6 la evolucién del pH, incluido el primer dia que se realizo el
tratamiento tomando el dato como dia cero. Se evalu6 los cinco dias de forma continua,
luego el décimo dia, vigésimo dia y finalmente el trigésimo dia. Esta evaluacién de pH se
realizé para seleccionar el mejor tratamiento, el cual cumpla con un pH adecuado (por debajo

de cuatro)

El pH se midi6 con el potenciometro (HANNA Instruments modelo HI HI8424) y se calibré
el potenciometro con dos buffers, el primero con un buffer 4.01 y el segundo con un buffer
7.01, la medicion se realiz6 por inmersion del electrodo en la muestra, como se observa en

la Figura 14.

Figura 14: Evolucidn de pH
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D. Evaluacién de porcentaje de acidez

El porcentaje de acidez titulable de las muestras se determiné mediante el método
estandarizado 942.15 de la AOAC (2000).

Para esta medicion se diluyeron 1 gramo de muestra (para el cual se us6 una balanza
analitica para pesar) en 50 mL de agua destilada, pero como las muestras poseen color
(Figura 15) no se le agrego fenolftaleina, ya que no se podia observar cuando viraba de
color, entonces se introdujo el potenciometro hasta que llegue a un pH de 8.1 + 0.2 para ser
titulado con (NaOH) de 0.05 N, ya que a este pH el indicador vira al color magenta o rojo
grosella. Los datos se reemplazan en la siguiente formula:

Nx
fx100

%acidez titulable:

Donde:

G= Gasto de NaOH (ml)
N=Normalidad de NaOH

m: Masa de la muestra (gramos)

f: Factor de conversion para acido lactico equivalente a 0.09

Figura 15. Evolucion de porcentaje de acidez

47



3.3.2 Seleccidn del mejor tratamiento

Para la seleccion del tratamiento se consider6 aspectos como el consumo del residuo (el que
tenga mayor proporcion del efluente), la estabilidad del pH, el tratamiento que posea mejor
equilibrio entre pH y acidez. Los criterios para la seleccion del mejor tratamiento se

establecen en la Tabla 12.

También se tomé en cuenta si hay presencia de capas de mohos y levaduras, la evolucion de
sus propiedades organolépticas, ya que un olor fétido es indicativo de la carga microbiana
patégena como el caso de los Coliformes, Salmonella, Yersinia, Stapylococcus, etc., que
afectan el proceso fermentativo, en cambio olores agradables y aromaticos son indicativos
de la alta concentracion de &cidos organicos, y de aromatizantes sintetizados por bacterias
lacticas. (Robalino, 2011)

Otro indicador a considerar fue el color ya que las muestras oscuras retienen mas radiacion
solar, controlando la termorregulacion y la eficiencia fotosintética en las plantas cuando se

le aplique via foliar o radicular. (Quifiones, 2012)

Tabla 12. Criterios para la seleccion del mejor tratamiento

Calificacion
Parametro
Aceptable Inaceptable
Primera Seleccion
pH (Dia 5) pH< 4 pH>4
Olor Agradable Desagradable

Presencia de
microorganismos como Ausencia Presencia
mohos o levaduras

o o 0>0.05 0<0.05
Andlisis Estadistico . S
Se rechaza hipotesis nula Se acepta hipétesis nula

A. Andlisis Estadistico

El pH vy la acidez se midieron de forma seguida a los 57 biofermentos durante cinco dias,
incluido los tratamientos que contenian Biolac-efluente (B-E) o Melaza-efluente (M-E) para
ver el comportamiento del efluente con Bio-lac 0 melaza. Para el analisis no se considero el
control, ni las duplas que contenian B-E y M-E, ya que este alteraba los parametros. Se

analizé mediante un analisis de varianza (ANOVA), bajo un disefio completo al azar (DCA)
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con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos. Con nivel

de significancia de 5% y se empled el software R.
Segunda etapa: Fermentacion a escala piloto

Para la réplica a escala piloto se escogio el mejor tratamiento que resulto de la primera etapa,
previamente se hizo una evaluacién fisicoquimica del efluente de tarwi y también una
caracterizacion cualitativa de los alcaloides, el cual se compar6 con el producto final
obtenido del bioreactor, su efecto fitotoxico fue evaluado en semillas de Latuca sativa y en

nematodos.

Para la escala piloto se escogio el tratamiento T9, el cual contenia 85% de efluente, 10% de
melaza y 5% de Biolac. En la Figura 16 se observa los insumos que se utilizd para la
preparacion a escala reactor, los cuales fueron pesadas en una balanza electrénica con

capacidad de 20 Kg, ya que en la escala piloto se produjo 20 litros de “tarwifer”

La fase piloto se realizd a 40°C y también una réplica a temperatura ambiente como un
control de la escala piloto. También se evalud la evolucion de pH y porcentaje de acidez

durante cinco dias después.

AT

BIOREACTOR |
) 7

EFLUENTE DE TARWI

MFI A7A

Figura 16 Preparacion a escala reactor del tratamiento seleccionado
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3.3.3 Evaluacion de las caracteristicas iniciales de los insumos

Estas evaluaciones se realizaron para saber sus condiciones iniciales del efluente y

compararlo con el producto final “tarwifer”.
A. Anédlisis Fisicoquimico

El efluente de chocho sin tratar fue enviado al Laboratorio de Analisis de Suelos, Agua y
Fertilizantes (LASPAF) de la Facultad de Agronomia de la UNALM. Se envié 1 Litro de
muestra para conocer las caracteristicas fisicas, composicion nutricional (N, P, K, CaO,
MgO, Na, Fe, Cu, Zn, Mn, B) y de metales pesados (Pb, Cd y Cr)

B. Caracterizacion cualitativa de alcaloides

Para la caracterizacion cualitativa con Dragendorff las muestras deberan ser acidificadas, ya
que los alcaloides tienen que estar en medio &cidos para que se de la reaccion y puedan ser

revelados con el reactivo de Dragendorff. (Garcia Carvajal y Espinosa-Andrews 2017)

En la técnica de revelado con Dragendorff la formacion de precipitados y cambios de color
indican la presencia o ausencia de alcaloides en la muestra. (Gutiérrez-Pineda et al. 2020).
Con una micropipeta se tomo 10 uL de cada tubo y se concentré la muestra sobre papel filtro
y se realizd un secado para que luego se haga el revelado con el reactivo de Dragendorff.

(Ver imagenes Anexo N°9)

La reaccion de Dragendorff es positiva si después del secado se forma un marco medio

marron alrededor de la muestra.
3.3.4 Analisis de pH y acidez titulable de la réplica del mejor tratamiento (escala piloto)

Se evalud del mismo modo que de los ensayos a escala laboratorio, el pH se midié de forma

directa con un potenciometro calibrando este con un buffer de 4.01 y 7.07, durante 5 dias.

Para medir la acidez, también se midi6 durante 5 dias, de la misma forma en la que se midio

en la fase laboratorio descrito en el acapite 3.3.1 (D)

3.3.5 Evaluacion de la calidad del biofertilizante a escala piloto

A. Analisis Fisicoquimico

Al finalizar la etapa piloto, se mando a realizar el analisis fisicoquimico de la mezcla final
“Tarwifer” (efluente con consorcio microbiano acido lactico y melaza) y el efluente de

chocho sin ningun tratamiento para poder conocer las caracteristicas fisicas, composicidén
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nutricional (N, P, K, CaO, MgO, Na, Fe, Cu, Zn, Mn, B) y de metales pesados (Pb, Cd y Cr)
en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Agua y Fertilizantes (LASPAF) de la Facultad de
Agronomia de la UNALM.

B. Anadlisis Microbiolégico

También se mandé a realizar el analisis microbiol6gico del producto de la mezcla final
“Tarwifer” de la fase piloto. Este andlisis se realiz6 en el Laboratorio de Ecologia

Microbiana y Biotecnologica “Marino Tabusso” del departamento de Biologia de la

UNALM.

Se evaluo el recuento de mohos y levaduras, junto con el recuento de bacterias acido lactica,

enumeracion de coliformes totales y fecales.
C. Analisis en Nematodos

Este analisis se evaludé en Meloidogyne incognita en fase J2, para confirmar su actividad

nematicida del “Tarwifer”.
D. Analisis Costo-Beneficio

Este analisis también se tom6 como criterio para poder saber cual de los tratamientos es

econdmicamente viable para poder llevarlo a escala y que no sea muy costoso.
E. Inocuidad

Esto se hizo para verificar su calidad, como cualidad para que no cause dafio a la vida
humana, tanto en su cantidad de materiales pesados y que la concentracion de coliformes

esté debajo del limite permisible establecido.

3.3.6 Evaluacién fitotéxica del biofertilizante

a. Preparacion de diluciones

Las diluciones que se realizaron son: 0:100 (control), 0.001:100, 0.01:100, 1:100, 10:100,
100:100 (producto concentrado sin diluir) y el control se prepar6 con agua de mesa (marca
Cielo), las diluciones también se hicieron con el agua de mesa. También se tomo el pH de

las diluciones y del control.
También se midi6 la conductividad de las soluciones y el control con un conductimetro.

b. Desarrollo de la prueba de fitotoxicidad
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Se colocd en una placa Petri, con papel toalla al cual se le afiadié 4 mL de cada dilucién, el
cual tuvo tres repeticiones En cada placa se colocd 20 semillas con una pinza con un espacio
moderado entre las semillas para permitir la elongacion de las raices. Cada placa fue tapada
de forma cuidadosa y se coloco dentro de una bolsa negra para darle oscuridad y que no

pierda humedad, esta prueba se evalud después de cinco dias (120 horas).
Se realizo 3 repeticiones, en total se necesitd 21 placas.

Para determinar la fitotoxicidad se calculd el indice de germinacion (IG) que integra el
porcentaje relativo de germinacién (PGR) y el crecimiento relativo de las raices. (Pentreath
et al., 2015)

_ PGRx CRR

I
G 100

Numero de semillas germinadas en la muestra
PGR = - , x100
Numero de semillas germinadas en el control

Elongacion de radiculas en la muestra

CRR 100

= - - X
Elongacion de radiculas en el control

3.3.3. Evaluacion nematicida del biofertilizante Tarwifer

Se realiz6 una prueba in vitro en Meloidogyne incognita para prueba de mortandad en J2.
Para esta prueba se usaron masas mucilaginosas de la especie mencionada expuestas en agua
destilada durante tres dias para la obtencién de Juveniles 2, en movimiento activo. Las
pruebas se realizaron con el nematodo del género Meloidogyne, ya que esta especie es de
tipo de endoparasito sedentario, que al emerger del huevo los juveniles invaden las raices de
sus hospederos e inducen la formacién de células gigantes que utilizan para su alimentacion,
en los cultivos de tomate penetra las raices y migra hacia el tejido vascular donde produce
una serie de cambios fisiologicos y morfoldgicos que impiden la absorcién de agua y
nutrientes esenciales para su desarrollo normal. (Salazar-Anton y Guzméan-Hernandez,

2014) (Ver imagen de la fase J2 en el Anexo)

Se colectaron 20 J2 para cada repeticion de los tratamientos. Cada tratamiento tuvo cuatro
repeticiones y se evaluaron siete tratamientos. Cada repeticion fue instalada en un pocillo de

una placa de cultivo celular.
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Tabla 13: Concentracidén de los tratamientos

Tratamiento Producto Concentracién
TO Agua -
T1 Ch 25%
T2 Ch 1
T3 Ch 0.5%

Luego de 48 horas de ser sumergidos en la solucién-tratamiento correspondiente, se
contabilizo el nimero de J2 moviles e inmoviles (la movilidad sera el criterio a evaluar para
probar el efecto nematicida). Posteriormente todos los J2 fueron colectados (pescados) y
llevados a nuevos pocillos con agua destilada, donde esperaron 48 horas méas para ser
evaluados en su movilidad. Si los J2 inicialmente estuvieron inméviles y luego sumergidos
en agua destilada, si reactivan su movimiento, significa que el producto a prueba es un

nemastatico, caso contrario se le considera un nematicida.

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA), se realizd6 un ANVA y una prueba de
comparacion de medias de Tukey con un nivel de significancia del 0.05% usando el software

infoStat.

53



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EVALUACION DEL PROCESO DE ACIDIFICACION DE LA
FERMENTACION
4.1.1. Andlisis de pH y porcentaje de acidez titulable en Fase de Laboratorio

En esta etapa se analizaron los resultados de los tratamientos para seleccionar el mejor
tratamiento.

4.1.2. Analisis de pH y acidez

Tabla 14: Valores de pH de los componentes

Componente pH
) Melaza 4.84
Tratamiento ]
Bio-Lac 3.77
Unidad Experimental Efluente tarwi 4.89

En la Tabla 14 se observa los valores de pH iniciales de los insumos. Como se observa el
pH que se obtiene de la melaza es ligeramente acido 4.84, encontrandose fuera de su rango
que es de 5.5y 6.5 segun Swan y Karalazos, citado por (Fajardo y Sarmiento, 2014), esta
ligera acidez puede atribuirse a la presencia de é&cidos alifaticos y al bajo pH de la
clarificacion, aunque el pH de las melazas suelen cambiar con la temperatura y depende

también de la naturaleza y de la cantidad de material estabilizador de pH que posea.

El valor del pH del consorcio microbiano Bio-Lac es 3.77 por debajo de 4, esto debido a las
BAL (bacterias acido lacticas) ya que desempefian un papel importante en los procesos de
fermentacidn, esta propiedad de acidificar es la que inhibe el crecimiento de esporas, porque
producen &cido lactico como el principal metabolito. (Parra-Huertas, 2010) Estos
microorganismos producen sustancias antimicrobianas como el acido acético y el acido
lactico, que resulta luego de la fermentacidn de carbohidratos presente en los medios de
cultivo, lo que provoca una caida de pH lo cual le otorga el caracter acido de este consorcio
(Agudelo et al., 2015) Gracias también a la presencia de acido lactico es que puede preservar

sus propiedades organolépticas como el olor y el color.



En el caso del efluente se observa que posee un pH 4.89, ya que al pasar el proceso de remojo
los alcaloides se quedan en el agua, estos compuestos tienen propiedades alcalinas debido a
la presencia de nitrégeno basico formado por lo general nlcleos heterociclicos, de forma

libre son insolubles en agua. (Fernadez, 2017)
e Analisis de pH del tratamiento control (T0)

En la Tabla 15 observamos en los resultados del tratamiento control (TO0), el efluente
conforme pasa los dias se van alcalinizando. Como se cita en el parrafo anterior debido a sus
propiedades alcalinas va aumentando el pH ya que en el agua de forma libre es insoluble,
alcanzando un pH de 6.62 en el dia cinco, incluso sus propiedades organolépticas se ven

afectadas ya que presentan un olor fétido.

Tabla 15: Resultado de pH del control
Tratamiento B-LAC  Melaza 0 1 2 3 4 5

0% 0% 489 490 4.96 5.35 6.03 6.62

Fue un total de veinte tratamientos, incluido el control (T0), de los diecinueve tratamientos
se trabajo un bloque de melaza con fluente (M-E) y Biolac con efluente, (B-E) para ver el
comportamiento del efluente, y como influye el pH y el porcentaje de acidez. (Resultados
de todos los tratamientos incluidos los controles en el anexo N°2) Para el analisis estadistico
solo se consideraron doce tratamientos los cuales figuran en la Tabla. 16, ya que los demas

tratamientos eran los blogues (M-E) y (B-E) y alteraban los parametros estadisticos.
e Analisis de los resultados de pH de los tratamientos

En la Tabla. 16 se observa el proceso de acidificacion, al inicio los resultados variaban
mucho, hasta lograr cierta tendencia a un descenso de pH conforme avanzaba el tiempo. En
la fase laboratorio se tomd en cuenta los valores de los primeros cinco dias. De estos
tratamientos hasta el dia cinco los mejores resultados de pH fueron los tratamientos T9 y
T19 presentando los mas bajos niveles de pH con 3.17 y 3.47 respectivamente,
manteniéndose debajo del pH 4, y mas estable hasta el dia 30 (anexo) y en la Figura 17 se
observa la tendencia a mantener el pH por debajo de 4. Su comportamiento se confirma con
base estadistica mediante la prueba de comparacion maltiple (prueba de Tukey) aplicado al
quinto dia, el nivel mas bajo se observé con el tratamiento que usa 10% de melaza con 5%

de Biolac, mientras que el otro tratamiento T19 que también mostré diferencia significativa
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uso 20% de melaza y 15% de Biolac, hasta el dia 30, el T9 fue el que mas tuvo tendencia a

mantener el pH bajo como se observa en el andlisis estadistico (fig. 18).

Tabla 16 Valores promedio de pH de los tratamientos (biofermentos)

Tratamiento Tiempo (dias)
Notacion 0 1 2 3 4 5
T5 4.59 4,51 3.75 3.76 3.28 3.31
T6 4.34 4.27 3.83 3.62 3.16 3.28
T7 4.18 4.09 3.77 3.67 3.32 3.27
T9 4.56 4.53 3.57 3.52 3.27 3.17
T10 4.33 4.32 3.95 3.7 3.26 3.29
T11 4.18 4.17 4.02 3.63 3.26 3.34
T13 4.58 4.57 4.04 3.73 3.23 3.29
T14 4.38 4.38 3.75 3.51 3.16 3.32
T15 4.25 4.25 4.08 3.87 3.45 3.41
T17 4.58 4.61 3.85 3.7 3.39 3.45
T18 4.42 4.43 3.99 3.72 3.37 3.39
T19 4.25 4.27 4.13 3.75 3.39 3.47
pH 5to Dia

5.00

4.00 i

3.50 \-\,
3.00

2550

2.00

150

1.00

0.50

0.00
0 1 2 3 4 5

15 T6 T} =@e=T9 =@==T10 =@=T11
=—=T13 == T = T15 i T] 7 i@ T18 T19

Figura 17. Evolucion de pH hasta el 5to dia
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Figura 18. Comparacion multiple de pH

Respecto al porcentaje de acido lactico durante los primeros cinco dias se registro que iban
subiendo, quedando en un rango de dos a tres por ciento, a nivel grafico (ver Figura 19.) no
se observé mucha diferencia. Pero en el analisis estadistico si se observd diferencias
significativas en el quinto dia. Mediante la prueba de comparacion multiple usando el
andlisis de Tukey, el T11y T17 son los que presentan diferencias significativas, en el caso
del primero compuesto por 10 por ciento de melaza, al igual que el T9 el cual tuvo la
diferencia significativa de pH, debido a eso comparte similitud con el T11 (ver Figura 20 y
Tabla 9), en el caso del T17 posee 20 por ciento de melaza, pero posee menor porcentaje de

acidez que el T11. Aunque todos los datos arrojan porcentaje de acidez por encima del 1%.
e Analisis del porcentaje de acidez de los tratamientos

Durante los primeros cinco dias se pudo observar un descenso en el nivel de pH conforme
se da un aumento en el porcentaje de acidez, (Tabla 17), y esto se deberia al uso de la melaza
como fuente de carbono y energia, lo cual permitié el crecimiento y desarrollo de bacterias
lacticas, y esto tuvo precisamente que como consecuencia el descenso de pH hasta el punto
en que el acido lactico producido inhibié el crecimiento de las propias bacterias lacticas (
(Soni et al., 2013) por lo que se puede deducir que las bacterias acido lacticas consumieron

azucares solubles, las cuales son la fuente principal la melaza.
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Tabla 17: Valores promedio de porcentaje de acidez de los tratamientos (biofermentos)

Tratamiento

Tiempo (dias)

Notacién 0 1 2 3 4 5
T5 0.59 0.57 0.92 1.10 1.85 2.24
T6 0.77 0.63 0.90 1.37 2.40 2.75
T7 0.98 0.83 0.68 1.34 2.36 2.52
T9 0.50 0.53 0.77 1.43 2.22 2.7

T10 0.62 0.69 0.53 1.56 2.72 2.88
T11 0.72 0.80 0.56 1.77 2.75 3.09
T13 0.63 0.56 0.48 1.65 2.90 2.76
T14 0.68 0.65 0.80 1.98 2.90 2.54
T15 0.80 0.68 0.48 1.14 2.49 2.34
T17 0.56 0.63 0.60 1.64 2.66 1.79
T18 0.71 0.68 0.62 1.85 2.69 2.16
T19 0.81 0.89 0.53 2.01 2.67 2.27

3.50

3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00

—8—T5

——T13 —@—T1)] =@—=T15 =@—T17 —@—T18

% Acidez 5to dia

T6

T7 —8=T9 —8—T10—8—T11

Figura 19. Evolucion del porcentaje de acidez al quinto dia
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Figura 20. Comparacién maltiple del porcentaje de acido lactico

Segun los graficos mostrados en la Figura 19 se observa que existe una correspondencia
entre los parametros de pH y porcentaje de &cido lactico. La tendencia decreciente de pH es
correspondiente al nivel creciente de porcentaje de acidez, si nos fijamos eso corresponde
en los tratamientos T9 y T11. Asi, en los primeros cinco dias hubo un rapido ascenso de

porcentaje de acidez y disminucion del nivel de pH.

En el caso de los tratamientos que no incluian melaza como el caso de T1, T2 y T3 se
observaba ligero aumento de pH, pero se mantenia debajo de cuatro hasta el dia cinco, como

se indica en la Tabla 18.

Tabla 18: pH de los tratamientos sin melaza (Bloque B-E)

Tratamientos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dial0 Dia20 Dia30

T1 407 411 4.06 3.64 331 3.32 5.18 71.22 8.04
T2 3.86 3.88 3.85 3.6 3.25 3.26 5.01 7.44 7.71
T3 3.75 3.77 3.72 344 325 3.19 4.18 7.15 7.65

B: Biolac, E: Efluente

Después del dia cinco vemos que no permanece estable, al contrario, empezé a alcalinizarse
y su porcentaje de acidez no llega al uno por ciento, cuyos valores se observa en la Tabla 19,
con respecto a sus propiedades organolépticas estas mostraron olor fétido y con una capa en

la superficie de moho.
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Tabla 19: Evolucién del porcentaje (%) de acidez de los tratamientos sin melaza (Bloque B-E)

Tratamiento Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia30
T1 0.18 0.18 0.24 0.30 0.29 0.26 0.045
T2 0.24 0.29 0.35 0.39 0.41 0.39 0.045
T3 0.50 0.38 0.41 0.63 0.44 0.51 0.045

En la medida que aumenta el pH el porcentaje de acidez disminuye, como se menciona estos
tratamientos solo tenian Bio-lac y esa ligera disminucién de pH se debi6 a la produccién de
acido lactico a partir de las fuentes de azucar por accion de las bacterias acido lacticas que
provienen del consorcio microbiano (Buchelli, 2014) al pasar el dia 5 el pH se va elevando,
lo que significa que necesita de sustrato para su produccion de &cido lactico, ya que el
efluente por si solo no aporta los azucares necesarios para que se dé la produccion de acido

lactico.

El otro bloque de tratamientos T4, T8, T12 y T16 que no contienen consorcio microbiano
también presenté disminucion de pH y aumento del porcentaje de acido lactico, como se

observa en la Tabla 20 y 21.

Tabla 20: Evolucion de pH

Tratamiento Dia5 Dia 30
T4 2.83 4.97
T8 2.95 3.73
T12 3.03 3.56
T16 2.78 3.64

Tabla 21: Evolucién de porcentaje de acidez

Tratamiento  Dia 5 Dia 30
T4 0.72 0.25
T8 1.05 1.15
T12 1.23 1.86
T16 1.38 1.87

A pesar gue estos resultados mostraban disminucion de pH y aumento de porcentaje de
acidez durante los cinco dias, y a lo largo de treinta dias mostraron el mismo
comportamiento. Pero estos resultados no fueron tomados en cuenta para el analisis

estadistico ya que este comportamiento pudo deberse a que en la melaza se encuentran
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bacterias que también producen &cido lactico, y también porque el objeto en evaluacion que

es el efluente de tarwi no esta dentro de esos tratamientos.

La tendencia que se observo durante la fase de experimentacion fue la acidificacion. Esa
produccion de &cido lactico producida por las BAL crean un ambiente desfavorable para
muchos otros organismos, estos acidos pueden difundirse a través la membrana de la célula
para ingresar posteriormente al citoplasma, donde rapidamente se disocian en protones y
derivados con carga a la que la membrana celular es impermeable, y esa acumulacion
intracelular de protones puede disminuir el pH intracelular (pHi) y por lo tanto afecta el pH
transmembrana lo que contribuye a la fuerza motriz de protones (FMP) lo que se utiliza
como una fuente de energia en el transporte transmembrana de numerosos procesos. (Peredo,
2013)

Para que haya esta produccion de acido lactico como se puede observar en la grafica, pudo
deberse a que las BAL emplearon fuentes de azucares mas complejos de la forma continua
hasta que se empieza a ralentizar y se estabiliza como se observa en los graficos; el consumo
inicial de la fuente de azucares de facil asimilacion en vez de una mas compleja confirma el
comportamiento de la represion catabolica por carbono de las BAL. La posterior
ralentizacion de la acidificacion se puede explicar por la inhibicion ocasionado por el propio
acido lactico. (Wang et al., 2015)

Entonces cuando se le dan las condiciones optimas a las BAL se asegura la fermentacion
homolactica, ya que no presentan desvios los tratamientos seleccionados de fermentacion

heterolactica.

4.1.3. Seleccion del mejor tratamiento

Estos tres tratamientos fueron los que mejor resultado organoléptico tuvieron, mostraron
muy buen aroma sin capas de moho durante los cinco dias de evaluacidn, incluido hasta el
dia treinta, y un color acaramelado sin turbidez; estadisticamente también mostraron mejor
resultado, tanto a nivel de pH como porcentaje de acidez. Asi como fueron los que mayor

aprovechamiento de residuo tuvieron. (Tabla 22)
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Tabla 22: Seleccion del mejor tratamiento

Ausencia de mal )
Costos de insumos

Tratamiento Residuo utilizado
o PN
T9 Si 85 % 0.6
T11 Si 75% 1.6
T17 Si 75% 0.7

Segun las evaluaciones tanto de pH como porcentaje de acido lactico durante los primeros
cinco dias y evaluandose en el quinto dia se sugiere que los mejores tratamientos serian T9,
T11 y T17, pero considerando su bajo costo en insumos y el mejor aprovechamiento del
residuo se selecciond el tratamiento T9, esto como parte del analisis costo-beneficio, el cual
esta detallado en el ANEXO N°8.

4.1.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA FASE PILOTO

El tratamiento seleccionado T9 (85% de efluente de tarwi, 5% biolac y 10% melaza) y
también se realizé una réplica a temperatura ambiente durante cinco dias para comparar
ambos resultados, el cual se evaluo tanto su pH como porcentaje de acido lactico hasta el
quinto dia (ver Figura 21 y 22). La informacion adicional sobre las condiciones iniciales y

cosecha se encuentran en el anexo N°9.

Reactor
5
4.5
4 \\
o 35
9 .
g 3
N 2.5
> 2
T 1.5
< 1
0.5
0
0 1 2 3 4 5
=@==pH 4.43 3.98 3.64 3.44 3.22 2.96
%acidez 0.405 0.81 1.26 1.395 1.53 1.395
Tiempo (dias)
=@=pH %acidez

Figura 21. Evolucion del pH y porcentaje de acidez del tratamiento seleccionado (escala piloto)
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T. ambiente
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—&—pH 452 4.4 4.15 3.9 3.49 3.12
—@— %acidez 0.41 0.45 0.50 0.77 1.04 1.22
Tiempo (dias)

Figura 22. Evolucién del tratamiento seleccionado a escala piloto (temperatura ambiente)

En la Figura 23 y 24 se observa que hasta el dia treinta conservaron su estabilidad tanto de

pH como porcentaje de acidez.

Reactor

0 1 2 3 4 5 10 20 30
=@=pH 4.43 3.98 3.64 3.44 3.22 2.96 3.6 3.42 3.47
=®=%acidez 0.405 | 0.81 126 1395 153 1395 171 1.89 2.25

e=@=—=pH ==@=%acidez

Figura 23. Estabilidad de pH y porcentaje de acidez de la escala piloto hasta el dia treinta
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T. Ambiente

5
~N 4
5
<
> 2
T
o 1
0
0 1 2 3 4 5 10 20 30
pH 4,52 4.4 4,15 3.9 3.49 3.12 3.65 3.58 3.65
%acidez 0.41 0.45 0.50 0.77 1.04 1.22 1.62 1.71 1.85
tiempo (dias)
pH %acidez

Figura 24. Estabilidad del pH y porcentaje de acidez a escala piloto a temperatura ambiente
hasta el dia treinta

Comparando estos resultados de la fase piloto (Fig.23) con la fase de laboratorio vemos
cierta similitud, una cierta correspondencia entre el nivel de pH con el porcentaje de acidez.
Aunque en la fase piloto los parametros tanto de pH como porcentaje de acidez lactico se
alcanzé mejor en los primeros dias, y esto pudo deberse a que en el reactor se pudo controlar
mejor en el reactor y también a que tuvo condiciones mas anoxigénicas que la fase
laboratorio. Con respecto a la prueba a escala en temperatura ambiente también mostro
resultados favorables, pero vemos que la tendencia de acidez lactica es a bajar, ya que a

temperatura ambiente no ayuda a la optimizacion de las BAL.

A pesar de las diferencias que observamos, la evolucién de pH de la fase piloto se mantiene
por debajo de 4. Este pH como mencionamos en el marco tedrico de esta investigacion evita

el crecimiento de mohos y levaduras, asi como de otros patdgenos.
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4.2 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL ABONO LIiQUIDO
4.2.1. Macronutrientes y micronutrientes

El efluente de tarwi fue enviado a analizar al LASPAF (anexo). Se hizo la evaluacion previa

y después de ser enriquecido para poder obtener el biofertilizante (tarwifer).

Tabla 23: Contenido de Macro y Micronutientes del Tarwi-fer

Pardmetro Unidad Efluente Tarwifer
pH - 4.34 3.75
C.E dS/m 2.20 3.70

Solidos totales g/L 11.33 14.38
M.O en
] g/L 9.26 11.31
solucion
N mg/L 179.20 526.40
P mg/L 32.00 144.57
K mg/L 284.70 1080.00
Ca mg/L 81.38 52.60
Mg mg/L 40.43 85.00
Na mg/L 74.00 15.50
Pb mg/L 0.55 -
Cd mg/L 0.08 -
Cr mg/L 0.18 -
Fe mg/L 3.97 0.50
Cu mg/L 0.16 0.08
Zn mg/L 0.34 0.28
Mn mg/L 0.97 0.14
B mg/L 0.89 1.41

Como vemos en la Tabla 23, el efluente también aporta nutrientes de importancia (81.38
ppm Ca, 40.43 ppm Mg y 284.70 K ppm) para el crecimiento de las bacterias acido lacticas,
ya que estas requieren de fuentes complejas de nitrdgeno, vitaminas y minerales para el
crecimiento y produccion de acido lactico. (Wang et al., 2015) Los niveles mas altos en el
producto final se registraron en los macronutrientes principales como N, P, Ky Mg. Para la
produccién de acido lactico se requiere fuente de nitrégeno, el cual el efluente aporta 179.20

ppm N, ya que si hay algo que limita la produccién de acido lactico es el acceso a una fuente
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de nitrogeno, ya que el extracto de levadura es muy costoso. (Aragon, 2015) El magnesio
estimula el crecimiento y la produccion de acido lactico de las BAL, lo que es indispensable
como cofactor para numerosas enzimas del crecimiento celular, la proporcién de manganeso
como observamos en la tabla es necesario para el correcto funcionamiento de enzimas como
la ARN polimerasa, la lactato deshidrogenasa, la NADH oxidasa, superoxido dismutasa y
catalasa, aportando resistencia a lactobacilos como Lactobacillus plantarum contra
peréxidos y superoxidos en medios con una baja aireacion, y el aporte del potasio es esencial

para la regulacion de pH intracelular y su presién osmética. (Aragon, 2015)

Tabla 24: Tabla comparativo nutricional con otros biofertilizantes

Bagazo,
Paradmetro Unidad Tarwifer Fresa vacuno y
suero
pH - 3.75 3.64 3.72
M.O en
_ g/L 11.31 32.40 72.50
solucion
C.E dS/m 3.70 8.55 22.2
N mg/L 526.40 630.00 3546.70
P mg/L 144.57 120.18 955.26
K mg/L 1080.00 2300.00  5190.00
Ca mg/L 52.60 357.50 2440.00
Mg mg/L 85.00 355.00 755.00
Na mg/L 15.50 1150.0 755.00
Pb mg/L - 0.07 1.20
Cd mg/L - 0.17 0.07
Cr mg/L - 0.09 0.55
Fe mg/L 0.50 2.68 33.15
Cu mg/L 0.08 1.50 12.30
Zn mg/L 0.28 1.50 21.60
Mn mg/L 0.14 1.98 12.30
B mg/L 1.41 1.81 8.74
Fuente: Propia Herrera Buchelli

(2016)  (2014)
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En el anélisis fisico quimico del tarwifer fue comparado con otros biofertilizantes

provenientes de la fermentacién homolactica.

Todos los biofertilizantes presentaron valores de pH 4&cido debido al proceso
homofermentativo, sin embargo el Tarwifer presento bajo nivel en materia organica disuelta,
ya que a diferencia de las otras dos no presento sedimentacion debido a que el principal
residuo es el efluente y no restos sélidos, solo hubo una minima sedimentacion, que puede
deberse al uso de melaza la cual es de consistencia semisélida que se diluyo al mezclar con
efluente de tarwi y la biomasa de las BAL, esto tendrd un aprovechamiento mayor como
abono foliar para su aplicacion directa a las plantas. Otro parametro a considerar es la
conductividad eléctrica (dS/m) el cual observamos que el tarwifer es el mas bajo comparado
con los otros dos biofertilizantes liquidos, el cual le da una ventaja ya que no va necesitar

muchas diluciones para llegar a un valor adecuado.

Los valores del tarwifer son menores al biofertilizante liquido del bagazo, tanto como
macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg y Na) y micronutrientes (Fe, Cu, Zn, Mny B) solo supero
en niveles de P al biofertilizante liquido obtenido de residuos de fresa, (ver Tabla 24) esto
pudo deberse a que el abono de frutas en este caso la fresa contiene en su composicion
quimica algunos amino&cidos y elementos menores, que son proporcionadas por las frutas.
(Quinde 2014)

4.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL TARWIFER

ANALISIS MICROBIOLOGICO
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Figura 25. Recuento de Bacterias acido lacticas vs mohos y levaduras

Segun los resultados obtenidos, (fig. 25) en el recuento de bacterias acido lacticas se obtuvo

27x10° UFC/ml muy por encima del género levaduras, ya que en el tratamiento no se
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observaron capas de mohos, pero una baja cantidad de levaduras 20x10%> UFC/ml, lo que
indica que predomino las bacterias acido lacticas ya que precisamente la produccion de &cido

lactico inhibio la proliferacion de levaduras

También en la Tabla 25 se observa los resultados de coliformes totales y fecales, el cual se
descarta la presencia de patdgenos en el abono liquido, quedando conforme con el Real
Decreto 506/2013 (Ministerio de Presidencia, 2013) ya que los valores <3 indica ausencia
del microorganismo. Esta inocuidad se debié a que el grado de acidez alcanzado predominé
el crecimiento de patdgenos, con este resultado se demostro el antagonismo lactico de las

cepas provenientes del consorcio B-lac.

Tabla 25: Resultado de analisis Microbioldgico del Tarwifer

UNIDADES FORMADORAS DE

ANALISIS MICROBIOLOGICO COLONIAS (UFC/ml)

Recuento de mohos y levaduras 20x102

Recuento de bacterias lacticas 27x10°
Enumeracion de coliformes totales <3
Enumeracion de coliformes fecales <3
Enumeracion de Escherichia coli <3

Nota: <3 indica ausencia de microorganismo en el ensayo

4.3 ENSAYO DE FITOTOXICIDAD DEL TARWIFER

Los resultados de los tratamientos de toxicidad mostraron diferencias fisicoquimicas a nivel
de pH (3.43-7.21) y conductividad eléctrica (0.6-14.10 mS/cm) segun las diluciones
realizadas. (Tabla 26)

Tabla 26: Resultado pH, CE de las diluciones de Tarwifer

Concentrado  pg D2 D3 D4 D5 Control
Diluciones 100/100  10/100 1/100  0.1/100  0.01/100  0.001/100  0/100
pH 3.43 3.69 5.82 7.01 7.26 7.37 7.21
C.E (mS/cm) 14.10 2.5 0.7 0.6 0.5 0.5 0.6
Volumen (ml) 4 4 4 4 4 4 4

Con respecto al indice de germinacion también se obtuvo diferente resultado (anexo N°5)
las diluciones D2 y D3 tuvieron indice de germinacion superior al del control
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Tabla 27: Caracteristicas de los tratamientos de los ensayos de fitotoxicidad

Elongacién Numero de
Diluciones de radiculas semillas PGR (%) CRR (%) 1G (%)
(*promedio) (promedio)
Concentrado 0 0 0 0 0
Control (0/100) 19.429 18.333 100 100 100
D1 (10/100) 0 0 0 0 0
D2 (1/100) 23.161 18.667 119.204 101.818 121.3714013
D3 (0.1/100) 18.838 19.333 96.955 105.455 102.2437734
D4 (0.01/100) 19.194 17.667 98.787 96.364 95.19480815
D5 (0.001/100) 16.912 18.667 87.043 101.818 88.62556392

*Elongacion medida en milimetros

PGR: Porcentaje de Germinacion radicular

CRR: Crecimiento de Radicula Relativo

IG: Indice de Germinacion

En la Tabla 26 los resultados de la prueba de fitotoxicidad indican que el concentrado
100/100 (tarwifer sin diluir) y la dilucion 10 /100 no se produjo germinacion alguna y esto
se debio a su elevado C.E, 14.10 y 2.5 mS/cm respectivamente, ya que una elevada
conductividad eléctrica indica que hay mayor concentracion de sales solubles, ya que la
salinidad afecta directamente al crecimiento de las plantas por la reduccion de la capacidad
de las plantas para absorber agua (Nichol, 2017) el rango Optimo para un crecimiento
adecuado se encuentra entre 1.5 a 2.5 mS/cm el otro factor seria el pH, debido a su acidez
3.43 y 3.69 respectivamente, ya que la mayoria de las plantas prefieren rangos de 5.5-7.5,
también influyen directamente sobre el crecimiento vegetal como el movimiento y
disponibilidad de los nutrientes en el intercambio cationico, en el caso de las lechugas
prefieren un pH de 5.5 y maximo 7 (Infoagro, 2014) la disponibilidad de nutrientes varia en
funcion al pH de la solucién nutritiva, por eso se debe mantener dentro del rango 5.5 a 6.5
(Barrios, 2004) Debido a eso es que por eso recién se pudo ver la germinacién a partir de las
diluciones 1/100 hasta 0.001/100, ya que estos si presentaban valores dentro de los rangos

de pH y conductividad eléctrica adecuados.

En la dilucién 1/100 se observé que el porcentaje de germinacién fue superior a la del
control, lo que indica que el pH (5.82) y la C.E (0.7) son adecuados, casi cerca al control,

demostrando que no es una solucion cargada de sales,

beneficiando el desarrollo vegetal y su indice de germinacién también indica que no hay
presencia de sustancias fitotdxicas. A diferencia de las diluciones 10/100 y 100/100 no se

observé germinacion ya que la salinidad y acidez que presentaron evitaron la germinacién
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(Tabla 27), esto debido a los efectos fitotoxicos, ya que en elevadas concentraciones pueden
inhibir la germinacion de semillas. (Mufioz et al., 2015) Incluso la longitud de las radiculas
de la solucion 1/100 fue superior a la del control, ya que sus parametros de pH y C.E no
fueron fitotdxicos e incluso se favorecié su desarrollo, como se observa en la figura 26 y
Tabla 28.
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Figura. 26. Porcentajes relativos de PGG, CRR e IG de las diluciones

Tabla 28: indice de Germinacion

Concentrado D1 D2 D3 D4 D5

100/100 10/100 1/100 0.1/100 0.01/100  0.001/100
PGR (%) O 0 119.204  96.955 98.787 87.043
CRR(%) O 0 101.818  105.455  96.364 101.818
IG (%) 0 0 121.371  102.244  95.195 88.626

4.4 Analisis cualitativo de alcaloides mediante prueba de Draggendorf

El método de Dragendorff mediante el revelado en papel filtro revelo presencia de alcaloides
en el efluente y tarwifer con un borde marron alrededor de la muestra la cual se considera

positiva para alcaloides.(Gutiérrez-Pineda et al. 2020)
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Tabla 29: Caracterizacion cualitativa de alcaloide mediante reactivo de Dragendorf

Resultado con el reactivo de Dragendorff

1. Reactivo de Dragendorff (Control)

2. Muestra de Efluente solo

3. Muestra tarwifer

4.5 Analisis de la capacidad nematicida del producto “Ch” (Tarwifer)

Segun los resultados a la concentracion de 2.5% el producto “Ch” presenta propiedades
nematicidas porque los nematodos no recuperan su movimiento. En cambio, a la
concentracion de 1% el producto muestra propiedades nemastaticas, porque los nematodos
recuperan su movimiento en agua, a 0.5% casi no muestra propiedades nematicidas. (\Ver
figura 27)
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Figura. 27. Porcentaje de mortandad de J2 de Meloidogyne incognita expuestos
durante 48 horas en los productos y 48 horas en el agua
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En el ANVA indica diferencia significativa entre tratamientos con un C.V de 14.67%.
(Anexo N°7)

Con una mayor concentracion de tarwifer se observé accion nematicida (Fig. 28), esto
debido a la lupanina, el cual posee actividad nematicida y se puede usar contra coledpteros.
(Rodriguez 2009)

Figura 28. J2 de Meloidogyne después de 48 horas en
el producto "Ch" a 2.5%, 1% y 0.5%
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V. CONCLUSIONES

La fermentacién homolactica del efluente de tarwi produce un biofertilizante liquido de

alta calidad nutricional, estable e inocuo.

La evaluacion de pH y porcentaje de acidez de los tratamientos a escala laboratorio
determind que el mejor tratamiento fue T9, ya que obtuvo pH=3.17 al quinto dia y
porcentaje de acidez por encima al uno por ciento y se mantuvo estable durante los
siguientes dias de evaluacion hasta el dia 30 en condiciones Optimas de temperatura
(T=40°C) y a temperatura ambiente pH a 3.12 y porcentaje de acidez un poco més del

uno por ciento.

El Tarwifer presentd destacables valores de nutrientes y materia organica, no evidencio
presencia de metales pesados. La caracterizacion microbioldgica presento 27x10° UFC
de bacterias &cido lacticas y ausencia de coliformes, lo que indica que no presenta
patogenos estando conforme con el Real Decreto 506/2013 y Ley N° 29196 de la

normativa peruana.

La fitotoxicidad del Tarwifer se produce a concentraciones de 100/100 y 10/100. Siendo
la dosis de 1/100 la que genera mejores resultados en los indicadores de germinacion,

demostrando asi que no tiene elementos fitotoxicos.
El efecto nematicida del Tarwifer se produce a una concentracion de 2.5%.

El tratamiento seleccionado T9 se obtuvo mejor costo beneficio, ya que se pudo
aprovechar la mayor cantidad de desamargado para su conversion en abono liquido con
capacidad biofertilizante/biocida e inocuo para las plantas. La composicion final fue de

85 por ciento de desamargado, cinco por ciento de Bio-lac y diez por ciento de melaza.



VI. RECOMENDACIONES

Para la determinacion de alcaloides de forma cuantitativa se recomienda realizar HPLC
para determinar el contenido de lupanina y esparteina del desamargado antes de su
tratamiento y después del proceso de conversion, ya que las moléculas de alcaloides son

muy sensibles.
Se recomienda hacer un estudio de campo para verificar el efecto nematicida en cultivos.

Como buenas préacticas agricolas se recomienda almacenar el producto de tal forma que
evite la exposicion al sol, y se recomienda la dilucion del tarwifer a nivel 6ptimo para su

aplicacion.

Se recomienda pruebas en mesetaria y campo para determinar su dosificacion optima
(L/ha) del tarwifer.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1. Distribucion de porcentaje de los tratamientos

Tratamientos Peso Final (g) de los
Bio-lac Melaza Efluente tratamientos
TO (Control) 0 0 600 600
Tl 30 0 570 600
T2 60 0 540 600
T3 90 0 510 600
T4 0 30 570 600
T5 30 30 540 600
T6 60 30 510 600
T7 90 30 480 600
T8 0 60 540 600
T9 30 60 510 600
T10 60 60 480 600
T11 90 60 450 600
T12 0 90 510 600
T13 30 90 480 600
T14 60 90 450 600
T15 90 90 420 600
T16 0 120 480 600
T17 30 120 450 600
T18 60 120 420 600
T19 90 120 390 600

Lo resaltado en verde es el tratamiento control, mientras que los tratamientos en amarillo son los
gue no se consideraron dentro de la evaluacion estadistica ya que alteraba el analisis y no se
ajustaban.
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Anexo 2. Resultados en extenso
1. Niveles de pH (expresados en unidades de pH)

Tratamiento B-LAC Melaza 0 1 2 3 4 5 10 20 30
Composicidn
T1-R1 5% 0% 4.07 4.12 4.07 3.66 3.31 3.36 5.35 7.54 8.36
T1-R2 5% 0% 4.07 4.1 4.07 3.64 3.31 3.27 4.65 6.71 7.84
T1-R3 5% 0% 4.07 4.1 4.05 3.62 3.32 3.33 5.55 7.4 7.91
T2-R1 10% 0% 3.87 3.88 3.86 3.63 3.26 3.28 5.02 7.39 7.66
T2-R2 10% 0% 3.85 3.88 3.84 3.56 3.21 3.21 5.17 7.54 7.75
T2-R3 10% 0% 3.86 3.88 3.84 3.61 3.29 3.3 4.83 7.4 7.71
T3-R1 15% 0% 3.75 3.77 3.72 3.45 3.14 3.18 4.62 6.67 7.55
T3-R2 15% 0% 3.75 3.77 3.72 3.41 3.4 3.15 4.01 7.3 7.84
T3-R3 15% 0% 3.74 3.77 3.73 3.46 3.2 3.25 3.92 7.49 7.56
T4-R1 0% 5% 4.87 3.78 3.69 3.19 2.85 2.8 3.32 3.5 3.96
T4-R2 0% 5% 4.87 3.78 3.66 3.19 2.86 2.83 3.51 4.21 5.72
T4-R3 0% 5% 4.87 3.78 3.67 3.2 2.9 2.85 3.48 4.41 5.24
T5-R1 5% 5% 4.6 4.52 3.66 3.65 3.29 3.36 2.94 3.48 3.34
T5-R2 5% 5% 4.59 4.51 3.75 3.81 3.4 3.3 2.87 3.41 3.31
T5-R3 5% 5% 4.59 4.5 3.85 3.82 3.14 3.26 2.88 3.55 3.24
T6-R1 10% 5% 4.35 4.28 3.94 3.58 3.15 3.28 2.92 3.48 3.25
T6-R2 10% 5% 4.34 4.26 3.72 3.69 3.21 3.31 2.9 3.47 3.24
T6-R3 10% 5% 4.33 4.26 3.83 3.6 3.11 3.24 2.88 3.51 3.32
T7-R1 15% 5% 4.18 411 3.75 3.63 3.25 3.33 2.92 3.51 3.37
T7-R2 15% 5% 4.18 4.08 3.81 3.81 3.56 3.2 2.94 3.5 3.32
T7-R3 15% 5% 417 4.09 3.76 3.58 3.16 3.28 2.93 3.5 3.3
T8-R1 0% 10% 494 3.85 3.74 3.3 3 2.96 3.43 3.54 3.7
T8-R2 0% 10% 494 3.85 3.74 3.31 2.99 2.96 3.45 3.54 3.65
T8-R3 0% 10% 494 3.85 3.76 3.32 3 2.92 3.45 3.63 3.86
T9-R1 5% 10% 4.56 4.53 3.44 3.42 3.23 3.07 2.94 3.5 3.29
T9-R2 5% 10% 4.56 4.53 3.64 3.6 3.35 3.25 3.05 3.55 3.35
T9-R3 5% 10% 4.56 4.52 3.63 3.55 3.24 3.18 2.96 3.51 3.32
T10-R1 10% 10% 4.32 4.33 3.85 3.64 3.26 3.32 3.03 3.59 3.4
T10-R2 10% 10% 4.37 431 4 3.7 3.22 3.24 3.04 3.63 3.42
T10-R3 10% 10% 431 431 4.01 3.76 3.29 3.32 3.03 3.64 3.42
T11-R1 15% 10% 4.19 4.18 4.02 3.66 3.27 3.36 3.02 3.63 3.42
T11-R2 15% 10% 4.21 417 3.98 3.5 3.16 3.28 3.02 3.59 3.4
T11-R3 15% 10% 4.14 417 4.06 3.74 3.34 3.38 3.04 3.61 3.39
T12-R1 0% 15% 4.96 3.94 3.78 3.38 3.09 3.05 3.45 3.56 3.62
T12-R2 0% 15% 4.96 3.94 3.81 3.39 3.06 3.01 3.47 3.51 3.48
T12-R3 0% 15% 4.96 3.94 3.81 3.4 3.08 3.03 3.45 3.6 3.57
T13-R1 5% 15% 4.57 4.57 3.94 3.74 3.35 3.24 2.99 3.5 3.35
T13-R2 5% 15% 4.58 4.57 3.98 3.73 3.18 3.32 2.97 3.48 3.4
T13-R3 5% 15% 4.58 4.56 4.19 3.71 3.16 3.32 2.98 3.48 3.3
T14-R1 10% 15% 4.35 4.39 3.8 3.53 3.16 3.31 2.96 3.5 3.28
T14-R2 10% 15% 4.38 4.37 3.74 3.49 3.14 3.3 2.95 3.56 3.3
T14-R3 10% 15% 4.4 4.38 3.71 3.5 3.19 3.34 2.98 3.55 3.29
T15-R1 15% 15% 4.25 4.25 4.06 3.79 3.46 3.46 2.99 3.53 3.3
T15-R2 15% 15% 4.25 4.25 4.08 3.93 3.41 3.3 2.95 3.49 3.25
T15-R3 15% 15% 4.24 4.24 4.09 3.88 3.49 3.48 3.01 3.52 3.3
T16-R1 0% 20% 4.96 4.01 3.87 3.48 3.17 3.12 3.58 3.72 3.62
T16-R2 0% 20% 4.96 4.02 3.88 3.47 3.17 2.11 3.58 3.57 3.65
T16-R3 0% 20% 4.95 4.02 3.88 3.48 3.17 3.11 3.51 3.65 3.66
T17-R1 5% 20% 4.59 4.61 3.93 3.76 3.44 3.43 3.03 3.55 3.37
T17-R2 5% 20% 4.59 4.61 3.88 3.74 3.36 3.47 3.1 3.58 3.34
T17-R3 5% 20% 4.56 4.6 3.73 3.6 3.38 3.44 3.13 3.61 3.36
T18-R1 10% 20% 4.43 4.43 4 3.71 3.45 3.32 3.07 3.55 3.34
T18-R2 10% 20% 4.39 4.42 4.08 3.79 3.32 3.41 3.04 3.56 3.33
T18-R3 10% 20% 4.43 4.43 3.9 3.65 3.34 3.45 3.02 3.53 3.3
T19-R1 15% 20% 4.29 4.29 4.12 3.71 3.35 3.44 3.13 3.62 3.45
T19-R2 15% 20% 4.19 4.25 4.13 3.82 3.45 3.52 3.16 3.64 3.41
T19-R3 15% 20% 4.28 4.28 4.14 3.73 3.37 3.46 3.18 3.66 3.47
T19-R1 15% 20% 4.29 4.29 4.12 3.71 3.35 3.44 3.13 3.62 3.45
T19-R2 15% 20% 4.19 4.25 4.13 3.82 3.45 3.52 3.16 3.64 3.41
T19-R3 15% 20% 4.28 4.28 4.14 3.73 3.37 3.46 3.18 3.66 3.47
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2. Porcentaje de &cido lactico (expresado en %)

tratamiento REP O 1 2 3 4 Dia5 10 20 Dia30

R1 018 |018 |023 |027 |032 |[023 |009 |009 |0.05

T1 R2 0.18 | 018 |0.23 |036 |027 |027 |014 |0.09 |0.05
R3 0.18 | 018 |0.27 |0.27 |027 |027 |0.09 |0.09 |0.05

R1 027 | 027 |036 |041 |041 |041 |0.14 |0.05 |0.05

T2 R2 023 | 027 |036 |041 |041 |041 |0.18 |0.14 |0.05
R3 023 |032 |032 |03 |041 |036 |018 |0.09 |0.05

R1 050 |036 |041 |063 |045 |054 |023 |0.09 |0.05

T3 R2 050 |036 |041 |063 |045 |050 |036 |005 |0.05
R3 050 |041 |041 |063 |041 |050 |059 |005 |0.05

R1 018 |036 |054 |054 |063 |077 |090 |1.04 |O054

T4 R2 014 | 041 |059 |059 |059 |068 |072 |050 |0.09
R3 0.14 | 041 |054 |059 |063 |072 |081 |041 |0.14

R1 059 |059 |1.08 |[131 |189 |212 |212 |225 |158

T5 R2 059 |059 |095 |1.04 |180 |230 |234 |234 |185
R3 059 |054 |072 |09 |185 |230 |225 |203 |1.76

R1 072 | 063 |099 |144 |248 |279 |248 |234 |221

T6 R2 077 | 068 |095 |135 |243 |266 |252 |234 |216
R3 081 |059 |077 |131 |230 |[279 |266 |212 |1.67

R1 090 |077 |081 |135 |225 |221 |266 |257 |158

T7 R2 104 |08 |059 |126 |252 |257 |203 |180 |1.76
R3 099 |086 |063 |140 |230 |[279 |234 |221 |203

R1 023 | 050 |072 |08 |09 |104 |126 |1.44 |1.08

T8 R2 023 |050 (072 |08 |09 |104 |1.31 |1.89 |1.49
R3 023 |050 |072 |08 |099 |108 |126 |1.85 |0.90

R1 050 |054 |086 |171 |252 |266 |267 |230 |275

T9 R2 050 |045 |086 |171 |257 |284 |248 |266 |212
R3 050 | 059 |059 |086 |158 |261 |270 |266 |2.66

T10 R1 059 |068 |054 |171 |252 |306 |203 |230 |207
R2 068 |072 |050 |158 |288 [333 [302 |270 |266

R3 059 | 068 |054 |140 |275 |225 |302 |275 |248

R1 077 | 072 |054 |180 |266 |324 |288 |266 |257

T11 R2 072 | 086 |054 |189 |275 |284 |225 |284 |248
R3 068 |081 |059 |162 |284 |320 |261 |297 |288

R1 027 |072 |108 |104 |086 |[122 |1.89 |234 |171

T12 R2 032 | 068 |09 |077 |104 |122 |153 |230 |212
R3 027 |072 |081 |08 |108 |[126 |198 |1.76 |1.76

T13 R1 072 | 054 |045 |185 |297 |266 |261 |288 |248
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Continuacion ...

R2 059 | 054 |050 |[162 |252 |284 |252 |225 |239
R3 059 |[059 |050 |[149 |320 |279 |3.02 |3.02 |297
R1 063 |068 |081 |207 |302 |257 |266 |3.02 |279
T14 R2 068 |[059 |072 |198 |288 |266 |234 |221 |225
R3 072 | 068 |08 |[189 |279 |239 |230 |230 |261
R1 0.77 | 054 |050 |[149 |216 |266 |3.11 |3.47 |3.33
T15 R2 081 |068 |045 |099 |288 |216 |3.24 |351 |3.38
R3 081 (081 |050 |09 |243 |221 |270 |311 |284
R1 041 |08 |104 |117 |126 |135 |180 |230 | 198
T16 R2 041 |08 |09 |[108 |113 |144 |171 |270 |1.76
R3 041 |08 |09 |09 |122 |135 |212 |189 | 189
R1 059 | 063 |054 |153 |266 |212 |293 |315 |3.92
T17 R2 059 |063 |059 |158 |252 |158 |252 |261 |293
R3 050 |[063 |068 |180 |279 |167 |212 |275 |257
R1 068 |[072 |05 |176 |270 |203 |261 |270 |3.29
T18 R2 072 | 068 |045 |171 |284 |248 |275 |35 |3.33
R3 072 | 063 |086 |207 |252 |198 |302 |342 |320
R1 086 |[095 |050 |234 |284 |239 |261 |270 |284
T19 R2 077 072 |059 |[135 |234 |212 |293 |338 |333
R3 081 (099 |050 |[234 |284 |230 |248 |279 | 288
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Anexo 3. Andlisis Estadistico

1. Resumen del analisis de pH

Shapiro-Wilk normality test

data: rstandard(modelo_pH_t)
W =
0.9646, p-
value =
0.2968
Supuesto de Homogeneidad de Varianza
Non-constant Variance Score Test
Variance formula: ~ fitted.values

Chisquare

0.5359976,
Df =1, p
= 0.4641

CV del Modelo
el cv es 1.735369%

El método usado para corregir los supuestos de manera 6ptima fue la transformacion de
Box y Cox

e Comparacion

Tratamientos  tabla_pH$Dia5 groups

T19 3.473333 a
T17 3.446667 ab
T15 3.413333 abc
T18 3.393333 abc
T11 3.340000 abc
T14 3.316667 abcd
T5 3.306667 abcd
T10 3.293333 bcd
T13 3.293333 bcd
T6 3.276667 bcd
T7 3.270000 cd
T9 3.166667 d
e ANOVA
Grados sum de Cuadrados
de cuadrados medios del F value Pvalor(>F)
Libertad error
Tratamiento 11 0.24501 0.022273 6.66 5.46e-05
Residuales 24 0.08027 0.003344
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Anexo 4. Evaluacion porcentaje de acidez

1. Resumen del andlisis de porcentaje de acidez

Supuestos de Normalidad

Shapiro-Wilk normality test
data: rstandard(modelo_pH_t)
W = 0.96516, p-value =
0.3084
Supuestos de Homogeneidad de Varianzas
Non-constant Variance Score Test
Variance formula: ~ fitted.values
Chisquare = 0.05359976, Df =
1, p = 0.461

e Comparacion de porcentaje de acidez

Tratamiento acidez% Dia5 groups

T11 3.090 a
T10 2.880 ab
T13 2.760 ab
T6 2.745 ab
T9 2.700 ab
T14 2.535 ab
T7 2.520 abc
T15 2.340 bc
T19 2.265 bc
T5 2.235 bc
T18 2.160 bc
T17 1.785 c
e Anova
Cuadrados
Grados de Sum de
medios del F value Pvalor(>F)
Libertad cuadrados
error
Tratamiento 11 4,139 0.3926 6.171 le-04
Residuales 24 1.527 0.0636
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Anexo 5. Resultados del ensayo de fitotoxicidad

1. Germinacion

Cada dilucidén conto con tres repeticiones
Semillas por placa:20
Total: 60 semillas

Control  100/100  10/100 1/100 0.1/100  0.01/100 0.001/100
19 0 0 17 20 18 18
18 0 0 19 19 18 19
18 0 0 20 19 17 19
Promedio T  18.333 18.667  19.333 17.667 18.667
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Diluciones Control: 0/100 0.001/100 0.01/100 0.1/100 | 1/100
Repeticiones| R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 20.6 | 25.6 |19.12|16.71|25.43|31.75|17.31|24.12|11.93|13.68 | 18.19| 15.27|26.95 | 18.83 | 16.69
2 17.51|27.84| 16.3 |26.27|31.39|22.81|21.03|17.22|16.96|15.63 |12.24|19.06 | 22.08 | 24.33 | 25.79
3 11.39| 15.8 | 15.88|20.26(36.91|11.71|18.35|12.19|15.13|10.66 | 23.79|21.76 |16.01 | 18.28 | 20.87
4 23.57|24.65|16.59|22.29|22.24|13.06| 14.7 |14.69| 15.7 |19.25|16.98|18.03|13.61|17.14|18.01
5 21.43|24.61)|21.88| 20.9 19 |26.46|13.34|18.24| 18 |25.95| 18.1 |23.99|25.48|10.6221.29
6 19.56|21.56| 18.28 | 22.46 | 26.02 | 25.86 | 23.86 | 22.57 | 24.23 | 21.67 | 21.33 | 19.67 | 21.09 | 16.96 | 18.85
7 19.4 |1 16.53|20.13|17.52|24.65|17.54|23.85|25.69| 17.2 |16.62 |30.55|18.46|15.44 | 16.7 |17.75
8 14.71|15.44|28.11|26.51|15.02 | 28.3 | 16.04|18.83|19.72| 19.5 {13.32(17.35|19.99| 6.79 | 13.68
9 21.15|16.88| 20.8 |35.56(27.95|26.11|17.61|28.18| 8.31 |17.44|20.31|17.92|10.85| 8.95 |22.44
10 27.31|20.64|14.75|17.67 |25.67|35.73|22.66|17.86|21.95|19.35|24.65|19.26| 14.8 | 22.58 | 13.31
11 21.57| 13 |18.63|18.24|35.38|30.64|25.03|26.56|19.71|22.62|17.85|17.64|12.85| 21.1 | 13.96
12 27.31|21.48|19.33|20.84|22.26| 17 21.8 (16.22(17.16 |34.24 | 18.66 | 22.26|16.12|22.17 | 18.98
13 21.57|17.27|15.39|24.54|21.14|15.39|22.66|15.01|15.95|17.28 | 16.26|23.25|17.99 | 12.86 | 11.09
14 15.98|17.22|20.23|22.68|32.75|38.45|17.93|15.69|17.92|19.51(24.71| 14.6 |13.52| 17.6 |13.79
15 18.12|19.28|20.64|19.24 |20.93|21.23|14.47|21.86|26.85|26.64 |18.03 | 18.7 [18.07|15.38| 14.4
16 29.6 15 19 |15.87|21.49| 259 |17.57|18.81|26.92| 5.23 | 15.11|32.45|17.59|24.72|16.83
17 23.03|15.42|15.44|17.95|22.03| 9.15 | 19.85|11.24|15.11| 14.4 |12.99|20.93|13.11|17.57|13.67
18 18.29| 13.6 |17.26|20.81|22.35|11.95|19.03 | 18.26 22.26116.26 | 19.01 8.13 (15.44
19 18.04 20.1 | 29.36 18.52|16.36|17.01 16.56|12.44
20 20.32 13.76
. 20.53|18.99|18.7621.39|25.37|22.72|19.28 | 19.07| 18.16 | 19.04 | 18.72|19.82|17.39 | 16.70 | 16.65
Promedio T

19.42937622

23.16060429

18.83781046

19.19371053

16.91190506
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Anexo 6. Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica del tarwifer

2. Andlisis de materia orgénica de Tarwifer

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

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL DE

SOLICITANTE JUAN JUSCAMAYTA MORALES
PROCEDENCIA LINMAS LIMAJ LA MOLINA
MUESTRA DE ; BIOFERMENTO DE SANMARGADO DE CHOCHO
REFERENCIA H.R. 68745
BOLETA 3 3129
FECHA { 26106119
N° Soldos MO. N P K
LAB CLAVES pH CE Totaes | en Sclucke |  Total Total Total
dsim ot ot mgiL mgl malL
559 CHE-| 320 18.80 B81.84 67.16 | 1512.00 | 389.55 | 2687.50
N Ca Mg Na
LAB CLAVES Total Total Total
mgll | mgl | mgil
558 CHE-| 619.25 | 415.75 | 15750
Fe Cu Zn Mn B
LAB CLAVES Total Total Total Total Total
mgl | mgn | mgn | mon |
559 CHEH 14.05 0.63 107 0.85 2.63

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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3. Andlisis microbioldgico del tarwifer
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Anexo 7. Meloidogyne incognita Fase J2

BIODE SINFECCION
ENEMIGOS NATURALES

s>P"O0ZM~<“u="uvmpa

T Ciclo de Meloidogyne

.>_(\u:agauoooum
;
Adutte S €

RESISTENCIAINDUCIDA EINHIBEIDORES DELAMUDA
MUERTE DEL HUESPED Y DESCOMFPOSICION

Figura 29. Ciclo de vida de Meloidogine incognita
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Anexo 8. Resultados de efecto nematicida del tarwifer

1. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey

Variable

R2 _R2 A] CV

% Mortandad 16 0.99 0.99 14.67

Cuadro de Analisis de la varianza

(SC tipo III)

E.V. SC gl CM p-valor
Modelo 25131.25 3 8377.08 382.95 <0.0001
Trat. 25131.25 3 8377.08 382.95 <0.0001
Error 262.50 12 21.88
Total 25393.75 15
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=9.81872
Error: 21.8750 gl: 12

Trat. Medias n E.E.
T1 (2.5% Ch) 100.00 4 2.34 A
T2 (1% Ch) 16.25 4 2.34 B
T3 (0.5% Ch) 8.75 4 2.34 B C
J0 (Agua) 2.50 4 2.34 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

2. Datos reales obtenidos en la prueba de mortandad de J2 de Meloidogyne

i 48 horas en producto 48 horas en agua %
Trat. Rep. Instalados | N° ° ° °
i :16vi les :\rlmif')vi les :16viles :\rl1m6viles Mortandad
TO (Agua) R1 20 19 1 19 1 5
TO (Agua) R2 20 20 0 20 0 0
TO (Agua) R3 20 20 0 20 0 0
TO (Agua) R4 20 19 1 19 1 5
T1(2.5% Ch) R1 20 0 20 0 20 100
T1(2.5% Ch) R2 20 0 20 0 20 100
T1(2.5%Ch) R3 20 0 20 0 20 100
T1(2.5% Ch) R4 20 0 20 0 20 100
T2 (1% Ch) R1 20 3 17 18 2 10
T2 (1% Ch) R2 20 1 19 16 4 20
T2 (1% Ch) R3 20 1 19 15 5 25
T2 (1% Ch) R4 20 20 18 2 10
T3 (0.5% Ch) R1 20 18 2 19 1 5
T3 (0.5% Ch) R2 20 16 4 17 3 15
T3 (0.5% Ch) R3 20 17 3 19 1 5
T3 (0.5% Ch) R4 20 18 2 18 2 10
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Anexo 9. Datos adicionales para costo-beneficio

1. Calculo de Costo de insumos

Tratamiento B-Lac* Melaza* Formula Consumo

de
insumos

(PEN/Kg)
**
T9 5% 10% 06
T11 15% 10% Costo=%2 ""lac*lggg/"Melaza*l) 16
T17 5% 20% 0.7

(*)1L de B-Lac=10 PEN, 1Kg de melaza=1 PEN

(**) Costos expresados en PEN (codigo de la divisa en Nuevos Soles) por 1Kg de mezcla
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Anexo 10. Registro fotografico

1. Fase preliminar

2. Fase Laboratorio

e

., L0

G -

Tratamientos con presencia de mohos y levaduras
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Tratamientos con condiciones organolépticas aceptables

Proceso de titulacion
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4. Fase Piloto
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e Prueba de fitotoxicidad

Diluciones de Tarwifer para la prueba de Dragendorf
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