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RESUMEN

En el presente documento se encuentra un compendio integrado del diagndstico,
investigacion y servicios realizados durante el Ejercicio Profesional Supervisado de
Agronomia (EPSA) durante los meses de febrero 2020 a enero 2021, en las instalaciones
de exportadora ENLASA S.A. ubicada en 1.2 Calle 18-60 Zona 4. Complejo Industrial Mayan
Golf, Villa Nueva, Guatemala.

El diagnéstico se enfoco en la situacion actual del laboratorio de Microbiologia, se sintetiza
la informacion relevante sobre los principales procesos internos, se detall6 la infraestructura,
recursos humanos y fisicos con los que cuenta el laboratorio. Con el fin de identificar por
medio de una entrevista al técnico microbidlogo y un analisis FODA las problematicas
presentes, con lo que fue propuesta la investigacion.

La investigacion consistio en evaluar sustratos sélidos naturales para la propagacion masiva
de Beauveria bassiana en exportadora ENLASA S.A., Villa Nueva, Guatemala, para la
elaboracién de productos biolégicos para venta nacional e internacional, con el objetivo de
obtener la mayor cantidad de conidios y viabilidad. Se evaluaron cuatro sustratos solidos,
los cuales fueron: arroz, maiz quebrado, maiz blanco y sorgo, con tres distintos periodos de
incubacion, a los 7, 14 y 21 dias. Se establecio las variables de respuestas: rendimiento de
UFC/g y porcentaje de viabilidad a las 24 hr en los distintos periodos de incubacion.

Para la obtencion de resultados, se realizé un analisis de confiabilidad con una distribucion
estadistica de disefio completamente al azar con arreglo factorial, con cuatro tratamientos y
seis repeticiones. Al momento de obtener los datos para su estudio, se analizé
estadisticamente mediante los analisis de varianza y la comparacion de medias, utilizando
la prueba de Tukey.

En el andlisis de varianza por el método de disefio completamente al azar con arreglo
factorial indicé que existen diferencias significativas en la produccion de conidios en los tres
distintos periodos de incubacion teniendo mejores resultados a los 21 dias en los sustratos
de arroz y maiz quebrado 2.36 x 10° UFC/g y 1.75 x 10° UFC/g respectivamente. También
presentaron una alta viabilidad en los sustratos de arroz y maiz quebrado en el mismo
periodo de incubacién de 97 % y 94 %. Por lo cual el sustrato de arroz es una alternativa
para la propagacion masiva de Beauveria bassiana debido que presentd el mayor
rendimiento de concentracion de UFC/qg y alta viabilidad a los 21 dias de incubacion.
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Se realizaron tres servicios para exportadora ENLASA S.A. con base a necesidades y
prioridades, el primer servicio consistio en la elaboraciéon de manuales de los principales
procesos internos del laboratorio de Microbiologia siendo estos: aislamiento de bacterias y
hongos, elaboracion de medios de cultivos, antibiogramas, identificacion de nematodos y
tincion de Gram. Con la finalidad de ser utilizados dentro de las instalaciones del laboratorio,
para tener el conocimiento de la metodologia de cada proceso y evitar errores.

El segundo servicio fue la tabulacion de indices de capacidad y desempefio para el &rea de
estadistica de calidad, para tener el conocimiento del control del estado de los procesos de
la produccion de los productos terminados, dicha informacién fue utilizada para la
elaboracion de certificados cualitativos y cuantitativos, hojas de seguridad, certificados
analiticos, los cuales fueron utilizados para la elaboracion de registros a nivel local en el
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion (MAGA) de productos terminados como:
fertilizantes, plaguicidas, sustancias a fin a plaguicidas, sustancias a fin a fertilizantes y
enmiendas.

El tercer servicio consistio en un analisis de manos por el método del hisopado para dos
lineas de produccién de productos biolégicos, con la finalidad de conocer las buenas
practicas de bioseguridad dentro de cada linea de produccion. Los resultados obtenidos fue
la presencia de Coliformes fecales, estos son microorganismos patdgenos, estos
pertenecen en las manos de los trabajadores y son trasladados al producto final y se puede
ver afectados al momento de ser aplicados al campo, por lo que se recomendd una
capacitacion del buen lavado de manos y la desinfeccion constate del area de trabajo.









1.1 PRESENTACION

El ejercicio profesional supervisado se realiz6 en la empresa ENLASA S.A., con una
duracion de 10 meses, se trabajoé principalmente en el laboratorio de Microbiologia
apoyando en analisis microbioldgicos, realizacion de medios de cultivos, antibiogramas
entre otros y en el area de registros con la elaboracién de expedientes para registros de
productos en el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion.

Exportadora ENLASA S.A. es una empresa guatemalteca que se encuentra ubicada en Villa
Nueva, Guatemala. Se dedica a desarrollar, producir y comercializar fertilizantes, productos
para jardin, plaguicidas organicos, protectores solares, ceras para frutas y vegetales,
fertilizantes hidrosolubles, biostimulantes, fertilizantes foliares, entre otros, que provee a
nivel local y exportan a Belice, El Salvador, Honduras Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Ecuador, Chile, Trinidad y Tobado, Colombia, México, Peru, Republica dominicana, Brasil,
USA, Filipinas, Etiopia, Camerun, Costa de Marfil y Ghana.

La empresa se caracteriza por ofrecer productos de alta calidad y confiabilidad y cuentan
con el respaldo de certificacion 1SO-9001-2015, certificacion Rain Forest Alliance,
Certificacion Carbono Neutro.

La empresa cuenta con un laboratorio de Microbiologia el cual se dedica a la realizacion de
diferentes actividades, principalmente a la elaboracion de productos bioldgicos para venta
nacional e internacional, entre las otras actividades que se realizan dentro del laboratorio se
puede mencionar: analisis de materia prima, producto en proceso, producto terminado y
material de empaque conforme los lineamientos proporcionados para contar con un
producto de alta calidad, elaboracion de medios de cultivos, elaboracion de antibiogramas
extraccion de nematodos, analisis de agua, andlisis de superficie y andlisis microbiolégicos.

El diagnostico a continuacion, se realizé con el fin de identificar la situacion actual en que
se encuentra el laboratorio de Microbiologia de la empresa exportadora ENLASA S.A. En la
que se pudieron detectar una serie de problemas que de alguna manera llegan a
obstaculizan el desarrollo de las actividades dentro del laboratorio, esto con el fin de
encontrar posibles soluciones.
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1.2 MARCO REFERENCIAL

1.2.1 Localizaciéon geografica

Villa Nueva es uno de los municipios del departamento de Guatemala, cuenta con un area
de aproximadamente de 114 km?, su limite esta en el norte con los municipios de la ciudad
de Guatemala y Mixco, al este con San Miguel Petapa y Villa Canales, al sur con Amatitlan
y al oeste con Santa Lucia Milpas Altas, municipio del departamento de Sacatepéquez
(Arriaga Rodriguez 2014).

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la exportadora ENLASA
S.A. se encuentra ubicada a 22 km al sur-occidente de la ciudad capital, ubicada en 1.2 Calle
18-60 Zona 4. Complejo Industrial Mayan. Villa Nueva.

v\;\//\f\‘,_( :r:'.’:‘::“"“' P %
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Fuente: Google Earth, 2020.
Figura 1. Mapa de ubicacion, exportadora ENLASA S.A.

1.2.2 Historia de laempresa

Exportadora ENLASA S.A. es una empresa guatemalteca fundada en enero del 2000 por
el ingeniero agronomo José Antonio Pacheco Tzul originario de una zona rural de
Totonicapan (altiplano de Guatemala).

El proyecto comenzé como una microempresa en un barrio de la ciudad de Guatemala.
Gracias a la aceptaciéon de la empresa y los productos enfocados al aumento de la
productividad agricola han permitido alcanzar crecimientos anuales sélidos y sostenidos.
Por lo cual hoy es una empresa con presencia comercial en 15 paises. En 3 continentes y
con planes de ser una empresa de mayor presencia internacional.



1.2.3 Exportadora ENLASA S.A.

ENLASA es una empresa guatemalteca civil, privada y sin fines de lucro. Se especializa en
la formulacion, desarrollo, distribucién y mercadeo de insumos agropecuarios, industriales
y quimico, exportando dichos insumos agropecuarios a 20 distintos paises los cuales son:
Belice, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Ecuador, Chile, Trinidad y
Tobado, Colombia, México, Perl, Republica dominicana, Brasil, USA, Filipinas, Etiopia,
Camerun, Costa de Marfil y Ghana, tiene el servicio de atencion al cliente y distribucion
eficiente y asistencia técnica agropecuaria, es una empresa reconocida mundialmente por
la calidad y eficacia de sus productos.

A. Misién

Ser una empresa lider reconocida internacionalmente por ser formuladora de productos y
servicios agroindustriales principalmente en el area de la nutricion y sanidad vegetal. Por
sus productos de alta calidad, atencién al cliente y por su asesoria técnica agropecuaria.

B. Visién

Ser una empresa que se dedica a la formulacion de productos y servicios agroindustriales,
con una excelente calidad, comprometida a respetar el entorno y sustentabilidad para darle
a los clientes, proveedores y accionista una mejora de la productividad con responsabilidad
y transparencia.

C. Objetivos
1. Cumplir con las especificaciones de producto y embalaje
2. Satisfacer al cliente a través del cumplimiento de la entrega y la mejora del servicio.

3. Mejorar continuamente los procesos para satisfaccion de accionistas y partes
interesadas.

Fuente: ENLASA S.A., 2020.
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1.2.4 Aseguramiento y politica de calidad

A. Control Interno

ENLASA dispone de personal de laboratorio de control de calidad, laboratorio de
Microbiologia y area de registros, donde se realizan distintas actividades dentro de cada
area, siendo estas; analisis microbioldgicos, identificacion de nematodos, medios de
cultivos, productos bioldgicos, pruebas fisicoquimicas, registros de productos para venta
nacional e internacional, analisis de materia prima, proyecto de investigacion, entre otros;
con la supervision y liderazgo de un jefe inmediato.

B. Control Extremo

ENLASA trabaja con laboratorios de primer nivel en varios paises como Inglaterra, El
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Ecuador, Chile, Trinidad y Tobado,
Colombia, México, Pera, Republica dominicana, Brasil, USA, Filipinas, Etiopia, Camerun,
Costa de Marfil y Ghana, para analisis especificos de sus materias primas y productos
terminados.

C. Politica de calidad

ENLASA es una empresa que desarrolla, produce y comercializa insumos de alta calidad al
mercado agropecuario y agroindustrial a nivel nacional e internacional exportando a 20
distintos paises. Se compromete a superar las expectativas de sus clientes y accionistas,
con la mejora continua de los procesos, la asignacion y uso de los recursos necesarios en
forma sustentable.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la situacion actual del laboratorio de Microbiologia de la empresa ENLASA S.A. Villa
Nueva Guatemala, mediante un analisis FODA.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Detallar la infraestructura, recursos humanos y fisicos con los que cuenta el laboratorio.

2. Describir continuamente los principales procesos internos de forma cualitativa dentro del
laboratorio de Microbiologia.

3. ldentificar los principales problemas que afectan al area de laboratorio de Microbiologia,
representados en un analisis FODA.
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1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Recopilacion de informacion primaria

De las actividades realizadas para la obtencion de informacion primaria se realizé una
observacion participante, en la cual se presentd al personal a cargo del el laboratorio de
Microbiologia y se realiz6 un recorrido dentro del laboratorio de Microbiologia de la
exportadora ENLASA S.A, en la cual se procedié a identificar las distintas areas que
desarrollan el funcionamiento de las actividades que se llevan a cabo tales como, area de
siembra, area de lavado, area de meteorologia, &rea fisicoquimica entre otras.

Por medio de una entrevista personalizada con el técnico del laboratorio de Microbiologia,
la cual consisti6 en una investigacién cualitativa, en la que el entrevistador guia la
conversacion, pero concede espacio al entrevistado para que exprese sus propios puntos
de vista, en la cual se dio a conocer los procesos que se llevan a cabo dentro del laboratorio
y con el objetivo de recopilar informacién de la situacién actual del laboratorio de
Microbiologia.

1.4.2 Recopilacion de informacion secundaria

La recopilacion de informacion secundaria, se realizé por medio de revision de tesis,
investigaciones, paginas web, entre otras fuentes, lo cual permitié tener antecedentes que
sirvieron como indicadores para evaluar la situacién actual del laboratorio, toda esta
informacion fue recopilada y analizada para tener una vision general del laboratorio de
Microbiologia.

1.4.3 Andlisis de lainformacién

Con la informacién primara y secundaria recopilada se procedio a realizar un analisis FODA
en conjunto de las matrices de matriz de evaluacion de los factores internos (MEFI) y matriz
de evaluacién de los factores externos (MEFE), sobre el laboratorio de Microbiologia en
general, esto permitié tener un mejor panorama de la situaciéon en la que se encuentra el
laboratorio, al mismo tiempo permitié evaluar los factores externos e internos, con el fin de
encontrar la problematica del laboratorio y posibles soluciones a los problemas.



1.5 RESULTADOS

1.5.1 Lainfraestructura, recursos fisicos y humano con que cuenta el laboratorio

A. Infraestructura

El laboratorio de Microbiologia cuenta con ocho areas de trabajo, para la elaboracion de las
distintas actividades que se realizan dentro del laboratorio como lo es la elaboracion de
productos bioldgicos, analisis microbiolégicos, medios de cultivos entre otros, las distintas
areas son: area de almacenamiento, area de siembra, area de fisicoquimico, area de
formulacion 1, area de metrologia, area de formulacion 2, 4rea de autoclave y area de
lavado, se describen a continuacion cada una.

a. Area de Almacenamiento:

En la figura 2 se muestra el area de almacenamiento, que tiene la funcién de almacenar el
agua desmineralizada para las distintas funciones dentro el laboratorio, las muestras
realizadas de productos terminados para tener un control de cada uno de ellos, con el
namero de lote, fecha de fabricacion, fecha de caducidad entre otros, el almacenamiento de
materias primas y equipo de proteccidn personal como son los cascos que son utilizados en
la planta de produccion.

Figura 2. Area de Almacenamiento.
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b. Area de Siembra

En el &rea de siembra como se muestra en la figura 3, cuenta con una cadmara de flujo
laminar donde se realiza el aislamiento e inoculacion de hongos y bacterias, se almacenan
dentro del refrigerados el cepario que posee el laboratorio y cajas Petri con distintos
microorganismos para la elaboracion de productos y para las distintas pruebas donde son
necesarios. Cuenta con una incubadora que es utilizada para el crecimiento y desarrollo de
bacterias.

Figura 3. Area de Siembra.
c. Area Fisicoquimico

En la figura 4, se muestra el area fisicoquimica del laboratorio de Microbiologia, donde se
realizan mediciones de pH de productos terminados y medios de cultivos las cuales son
anotadas en el libro de registros, se hace uso de microscopio para la verificacién del
crecimiento de los distintos microorganismos y la verificacibn de que no existan
contaminantes en los productos terminados y uso de estereoscopio para las distintas
investigaciones.

Figura 4. Area Fisicoquimico.
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d. Area de Formulacién 1

El &rea de formulacién presente en la figura 5, es un &rea donde se realizan los preparativos
previos para los diferentes productos bioldgicos como BIOMAX TRIPLE, BACTROL,
BIOMAX M1, BIOMAX TH, LARVASIL, LEGUMIX, SARGECIL Y MOSQUETERO o
Gnicamente mezclas para la elaboracién de medios de cultivos.

Figura 5. Area de Formulacion 1.
e. Area de Metrologia

En la figura 6 se muestra el &rea de metrologia donde se encuentran las distintas balanzas
semi-analiticas y analiticas para realiza el pesaje de diferentes materiales para la
elaboracioén de distintos productos bioldgicos y medios de cultivos.

Figura 6. Area de Metrologia.
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f. Area de Formulacion 2

En el &rea de formulacion 2 como se muestra en la figura 7, cuenta con una marmita donde
se preparan las mezclas o premezclas de los productos biolégicos para luego ser
trasladadas a la planta de produccion en linea 4 para completar el producto final. También
cuanta con estanterias que son para usos variados.

Figura 7. Area de Formulacién 2.

g. Area de Autoclave

En la figura 8 se muestra el area de la autoclave, donde se realiza la esterilizar de los
distintos materiales y soluciones para la elaboracion de diferentes procesos y productos
tales como hisopos, tubos de ensayo, puntas de pipetas, melaza, acido citrico, medios de
cultivos entre otros.

Figura 8. Area de Autoclave.
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h. Area de Lavanderia

En el area de lavanderia presente en la figura 9, cuenta con un lavado de un espacio en
donde se realiza el lavado de los distintos materiales y equipos después de ser utilizados
dentro y fuera del laboratorio. Se almacenan las escobas, trampeadores y palas para la
limpieza del laboratorio.

T

Figura 9. Area de Lavanderia.

B. Recursos fisicos
El laboratorio de Microbiologia dispone del siguiente recurso fisico:

Cuadro 1. Descripcion de cristaleria que dispone el laboratorio de Microbiologia.

Descripcién Cantidad

Erlenmeyer con tapa de 1000 ml 7
Beaker de 500 ml 1
Beaker de 1000 ml 2
Probeta de plastico de 100 ml 1
9
1

Beaker de 100 ml

Agitador varilla de vidrio

Tubos de ensayo 163

Pipetas graduadas de 10 ml

Mechero Fisher

Magnetos de laboratorio
Pizeta de 500 ml

PR W kN

Micropipetas de 10 pl a 1000 pl
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Continuaciéon cuadro 1. Descripcion de cristaleria que dispone el laboratorio de
Microbiologia.

Descripcion Cantidad
Pichel de 3| 1
Pichel de 2|
Pichel de 1|

Espatula de cabo de madera

Jeringa de inyeccion

Frascos de vidrio graduado con tapadera de 250 ml

Mechero de vidrio pequefio

Succionador para pipetas

Probeta graduada de 25 ml

Embudo mediano color negro

Tamiz nimero 60 metalico

Erlenmeyer de 500 ml sin tapa
Pichel de 500 ml

wW| Wl R R NN R R R R R R

Cuadro 2. Descripcion de equipo que dispone el laboratorio de Microbiologia.

Descripcion Cantidad

Centrifuga de laboratorio 1

Microscopio éptico

Estereoscopio

Autoclave de calor himedo

Incubadora bacterioldgica de laboratorio
Marmita de 25 |
Marmita de 100 |

Potenciémetro

Congelador

Refrigerador

Termdmetro digital

Crondémetro digital

Campana de flujo laminar clase 100

Balanza semi-analitica

Rl R R R R R R R R R R R R R

Balanza analitica
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Continuacién cuadro 2. Descripcion del equipo que dispone el laboratorio de Microbiologia.

Descripcién Cantidad
Fumigadora agricola 2
Licuadora 1
Escalera 1
Mesa acero inoxidable 2

Cuadro 3. Descripcion de equipo de seguridad de laboratorio de Microbiologia.

Descripcién Cantidad
Casco de seguridad color blanco 2
Chaleco de seguridad tipo arnés verde 2

C. Recurso humano

El recurso humano con el que cuenta el laboratorio de Microbiologia. est4 conformado por:
1. Jefe inmediato Stephanie Roxana Pacheco.
2. Técnico de laboratorio Francisco Alexander Paz Lopez.

3. Estudiante de EPS Emeli Ramirez.
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1.5.2 Principales procesos internos del laboratorio de Microbiologia

A. Elaboracion de productos biol6gicos parala comercializacién local e
internacional.

Uno de los procesos de mayor importancia que se realizan dentro del laboratorio de
Microbiologia en la empresa ENLASA S.A. es la elaboracion de productos biolégicos tales
como: BIOMAX TRIPLE SL, BACTROL 5 SL, BIOMAX M1, BIOMAX TH y SARGECIL SL,
de los cuales existen diferente metodologia para la elaboracién de los mismos, se obtiene
primero lo que es la materia prima, se hace las medidas de los materiales, que lleva los
materiales ya preparados a la autoclave y por ultimo se hace uso de los marmitas que se
encuentran en el laboratorio, en el area de formulacién 1 y de produccién para la obtencion
de los productos finales y asi poder ser envasados.

La cantidad y frecuencia de la elaboracion de los productos es dependiendo de las érdenes
de produccion. En stock se mantiene 5,000 | de los productos, para cuando sean necesarios
utilizarlos.

Cuadro 4. Composicion quimica de los principales productos biologicos.

BIOMAX TRIPLE SL: nematicida, insecticida y fungicida bioldgico.

Composicion quimica

Composicion Concentracion (% p/v)

Nitrégeno (N) 0.50 %

Fésforo (P20s) 0.10 % .
_  BOMAKTRPLES.

Potasio (K20) 0.40 % =

Enzimas 0.50 %

Microorganismos benéficos 100 % UFC

(Trichoderma harzianum)

Paises de exportacion: Costa Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Per y Ecuador.




Continuacién del cuadro 4. Composicion quimica de los principales productos biolégicos
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BACTROL 5 SL: bioinsecticida a base de bacterias y hongos benéficos.

Composicion quimica

Composicion

Concentracion (% p/v)

Aceite mineral

5.00 %

T
BACTROL 5§.

Paises de exportacion: El Salvador, Honduras, Nicaragua y Panama

SARGECIL SL.: fertilizante y fitoprotectante.

Composicion quimica

Composicion Concentracion (% p/v)
Nitrégeno (N) 0.10 %
Fosforo (P20s) 0.50 %
Potasio (Kz20) 1.02 %

Microorganismos benéficos
(Bacillus subtillis)

1x10° UFC/ gramo

L

SARGECIL St

USO FOLIAR

Pais de exportacion: Costa Rica, Nicaragua y El Salvador.

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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B. Muestreos peridédicos de materias primas

Uno de los procesos que requiere mayor cuidado por parte del técnico de laboratorio es la
realizacion de muestreos peridédicos de materia primas, siendo los principales materiales, la
papa, agar, caldo nutritivo, melaza 60 %, para la elaboracion de productos biolégicos, con
el objetivo de conservar la materia prima sin contaminantes, haciendo uso de ella y
cumpliendo con los estdndares requeridos de buenas practicas de las muestras de
laboratorio.

El manejo de la bioseguridad dentro del laboratorio es fundamental para evitar la
contaminacion, debido a esto se establecié un protocolo de bioseguridad, contando con las
principales normas de higiene personal.

Uso del equipo de proteccion personal:
- Mascarilla
- Redecilla.
- Guates de latex.
- Bata de laboratorio desinfectada.
- Cubre zapatos.
Materiales para el mantenimiento del area de trabajo:
- Alcohol 70 % frecuentemente.
- Cristaleria esterilizada.

- Equipo desinfectado.

C. Elaboracién de medios de cultivos

El proceso de mayor atencion, es la realizacion de distintos medios de cultivos para el
aislamiento de hongos y bacterias para el uso de productos y ensayos, los medios de
cultivos utilizados en el laboratorio son:
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a. Papa Dextrosa Agar

El medio de cultivo de Papa Dextrosa Agar, aporta elementos nutricionales especialmente
enriquecidos para el desarrollo, crecimiento y asilamiento de hongos filamentosos como:
Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y Metarhizium, los mas importantes
hongos paréasitos de insectos, al igual que los parasitos de plantas y los hongos saprofitos
crecen muy bien y esporulan en este medio (Cafiedo y Ames 2004).

b. Sabouraud

Es un medio de cultivo sélido utilizado para el desarrollo, crecimiento y aislamiento de
hongos patdégenos o entomopatdégenos, bacterias y levaduras. Debido a su composicion,
los hongos crecen exuberantemente y esporulan bien. Es el medio estandar para la
observacion de la morfologia de los hongos, sin embargo, no es un el medio ideal de
crecimiento o para estudiar la esporulacion (Cafiedo y Ames 2004).

c. Agar nutritivo

Medio de cultivo, utilizado generalmente para el aislamiento y recuento de microorganismos,
con requerimientos nutricionales bajos. Su uso es para los procedimientos para el andlisis
de alimentos, aguas y otros materiales de importancia sanitaria (Laboratorio Britania S.A.
2008).

Para la elaboracién de cada uno de los medios de cultivos se realizan aproximadamente 50
cajas Petri cada dos semanas.

Por ejemplo el proceso de elaboracion de agar nutritivo, en un frasco de 1 | se pesa el agar,
se agrega agua y se pone a hervir, luego que esté hervido se toma el pH y se ingresa a la
autoclave, se limpia la camara laminar, se saca de la autoclave y se introduce a la camara
laminar y se deja enfriar, cuando ya esta a temperatura ambiente se procede a llenar de 15
ml - 20 ml del agar y se deja secar; es uno de los procesos que mas requieren atencion a
la hora de realizar la mediciébn de la materia prima, debido que puede surgir una
contaminacion dentro del medio de cultivo.
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Figura 10. Medios de cultivos elaborados en el laboratorio de Microbiologia.

D. Elaboracion de antibiogramas

Los antibiogramas son métodos in vitro utilizados para determinar la susceptibilidad de los
microorganismos a una diversidad de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de
laboratorio (Pedrique 2002).

Este proceso se basa en saber si un producto es bueno, si se requieren mejoras o el
producto no sirve, el cual depende de la presencia de halos de inhibicién (es un método
simple de resumir la zona alrededor de un disco de antibiético en un antibiograma en el que
no se produce crecimiento del microorganismo en una placa de agar inoculada con el
producto).

Lo cual quiere decir que si existe un halo de inhibicion en el agar quiere decir que el producto
es bueno, si no existe un halo de inhibicién o el halo de inhibiciébn es menor y el pigmento
no es el adecuado y existe sequedad quiere decir que se necesita mejoras en el producto y
cuando no existe halo de inhibicion quiere decir que el producto no sirve el tiempo estimado
para la elaboracion de antibiogramas se realiza una vez al mes con distintos productos.
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Figura 11. Antibiogramas en el laboratorio de Microbiologia.

E. Extraccion de nematodos

En el laboratorio de Microbiologia, el proceso de extraccion de nematodos se hace
periodicamente, el cual se hace con dos distintas metodologias siendo estas la extraccion
por raices y la de macerado, estos procesos se realizan en poner en un beaker una cantidad
de raiz y lavarla, dejarla reposar por 2 hr, luego se tamiza y el agua tamizada se examina
en el estereoscopio con el fin de detectar si en la muestra existe la presencia de nematodos
y si, es un nematodo perjudicial o de vida libre. La otra metodologia trabajada es por el
Embudo de Baermann.

Figura 12. Embudo de Baermann presente en el laboratorio de Microbiologia.
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1.5.3 Analisis FODA

Con la informacion obtenida, se desarrollé un analisis FODA para el laboratorio de

Microbiologia, el cual se presenta en el cuadro 5.

Cuadro 5. FODA para el laboratorio de Microbiologia.

Fortalezas

Técnico en microbiologia capacitado.
Material y equipo adecuado.
Adecuada elaboracion de productos.

Infraestructura adecuada.

Oportunidades

Innovacion en productos.
Actualizacion de laboratorio.
Oportunidad de crecimiento.

Brindar asesorias

Control de calidad de productos finales. | Diferentes  herramientas para la
obtencion de materia prima.

Uso adecuado de equipo.
Demanda de productos.

Debilidades Amenazas

Falta de Seguimiento de las | Nuevos competidores.

investigaciones.
Demanda en el mercado.

Escasa desinfeccion en las areas de

trabajo. Poca divulgacion.

Falta de personal por presupuesto. No se cuenta con laboratorio
certificado.

No cuenta con documentos guias, para
la cumplir con los procesos del
laboratorio.

Larga duracion en las jornadas de
trabajo.

Recesion econdmica de paises de
exportacion.




A. Matrices de evaluacioén

a. Matriz de evaluacién de los factores internos (MEIF)

Cuadro 6. Matriz de evaluacion de los factores internos (MEIF) (Ponce Talancén 2007).
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Peso
Factor analizar Peso Calificacion | Ponderado

FORTALEZAS
1 Técnico en microbiologia capacitado. 0.18 3 0.54
2 Material y equipo adecuado. 0.08 2 0.16
3 Adecuada elaboracién de productos. 0.12 3 0.36
4 Infraestructura adecuada. 0.06 2 0.12
5 Control de calidad de productos finales 0.08 3 0.16
6 Uso adecuado de equipo 0.07 2 0.14
DEBILIDADES
1 Falta de seguimiento de las investigaciones. 0.15 4 0.6
2 Escasa desinfeccién en las areas de trabajo. 0.08 3 0.24
3 Falta de personal por presupuesto. 0.06 2 0.12
4 No cuenta con documentos guias, para la cumplir 0.08 3 0.24
con los procesos del laboratorio.
5 Larga duracion en las jornadas de trabajo 0.04 2 0.08
TOTAL 1 2.76

Como se observa en el cuadro 6 de la matriz MEIF, el peso ponderado total de las fortalezas
es de 1.48, comparado con el peso ponderado total de las debilidades de 1.28, esto quiere
decir que las fuerzas internas del laboratorio de Microbiologia en conjunto son favorables
en el ambiente interno. Por tanto, el laboratorio tiene el potencial de poder mejorar en los
procesos internos que se realizan con las fortalezas que poseen.
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b. Matriz de evaluacion de los factores externos (MEFE)

Cuadro 7. Matriz de evaluacion de los factores externos (MEFE) (Ponce Talancon 2007).

Peso
Factor a analizar Peso Calificacioén ponderado

OPORTUNIDADES
1 Innovacion en productos. 0.12 3 0.36
2 Actualizacion de laboratorio. 0.08 2 0.18
3 Oportunidad de crecimiento. 0.09 3 0.27
4 Brindar asesorias 0.07 3 0.21
5 Diferentes herramientas para la obtencion de materia 0.06 2 0.12
prima
6 Demanda de productos 0.10 2 0.20
AMANENAZAS
1 Nuevos competidores 0.15 3 0.45
2 Demanda en el mercado. 0.10 3 0.20
3 Poca divulgacién 0.08 2 0.16
4 No se cuenta con laboratorio certificado 0.09 3 0.27
5 Recesién econdmica de paises de exportacion. 0.06 2 0.12
TOTAL 1 2.54

El total ponderado de la matriz MEFE es 2.54 lo cual indica que el laboratorio de
Microbiologia esta por arriba de la media en cuanto al esfuerzo por seguir estrategias que
permita aprovechar las oportunidades externas y evitar las amenazas externas; estrategia
de la matriz MEFE consiste en que el valor del peso ponderado total de las oportunidades
sea mayor al peso ponderado total de las amenazas. Al evaluar el ejemplo anterior, el peso
ponderado total de las oportunidades es de 1.34, y de las amenazas de 1.20, lo cual indica
gue el medio ambiente externo es favorable para la organizacion.
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B. Descripcion de la problematica del laboratorio de Microbiologia

En el laboratorio de Microbiologia la mayor probleméatica segun la entrevista que se le realizo
al técnico microbiélogo Francisco Paz es el tiempo, debido al escaso persona, el laboratorio
solo cuenta con una persona, las actividades, ensayos o investigaciones asignadas no se
culminan en el tiempo establecidos.

El técnico microbidlogo se organiza con las actividades diarias y cuando se establece una
investigacion dependiendo el nivel, es como se van realizando, por lo que muchas de las
investigaciones y actividades se quedan pausadas, debido a que algunas veces no es
suficiente el tiempo lo que provoca realizar las actividades fuera del horario laboral (7:00 AM
a 4:.00 PM) lo que causa aproximadamente 6 hr extras de trabajo, debido que en el
transcurso del dia se registran nuevas 6rdenes de produccion y la cantidad de materiales
gue se necesitan preparar para su elaboracién son mayores.

Es necesario la contratacion de mas personal para el laboratorio de Microbiologia para
poder realizar todas las actividades en el tiempo estimado y de forma eficaz, ya que el
laboratorio presenta varias areas en las cuales se pueden tener una o dos persona
encargadas de las distintas actividades; una persona puede estar encargada de la siembra,
inoculaciéon y cepario de microorganismos, formulacion de productos bioldgicos, pre
mezclas y mezclas y otra persona especificamente en el area de metrologia, area de
esterilizacion en auto clave, area de formulacion 2, encargada de los tanques y en el area
de lavado, estas areas pueden ser distribuidas en las dos o tres personas mas.

Otra de las problematicas que se encuentran el laboratorio es que no se cuenta con
manuales o guias para los principales procesos que se llevan a cabo dentro del laboratorio
de Microbiologia, lo cual es muy importante porque se necesita la metodologia exacta de
cada proceso, como los materiales exactos y los pasos a seguir, debido a que varios de los
procesos que se realizan son parte de la elaboracion de productos biolégicos para venta
nacional e internacional y para pruebas microbiolégicas de calidad de productos terminados
y de materias primas.

La elaboracién de dichos manuales es necesario, en algunas ocasiones cuando el técnico
microbiologo se encuentra muy saturado de actividades o investigaciones, personal del
laboratorio de calidad ayuda al técnico y en ocasiones el personal de calidad no posee los
conocimientos de los procesos que se realizan dentro del laboratorio de Microbiologia y
puede llegar a confundir los procesos o los materiales y eso provoca una pérdida de tiempo
y de material.
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El laboratorio de Microbiologia cuenta con dos lineas de produccién de productos biolégicos
para venta nacional e internacional, los productos principales son: BIOMAX TRIPLE,
BACTROL 5 SL, BIOMAX M1, BIOMAX TH y SARGECIL SL, dentro de estas lineas una de
las problematicas es el control de los trabajadores respecto a las buenas practicas de
bioseguridad, debido a que los productos biologicos son parte de los productos mas
vendidos a nivel nacional o como internacional para ENLASA S.A.

Lo que se requiere realizar pruebas microbiolédgicas a los trabajadores, material y equipo de
trabajo y area de trabajo, con la finalidad de conocer si existen buenas practicas de
bioseguridad para la elaboracion de productos terminados, debido a que pueden existir
contaminantes o alteraciones en los productos y esto puede verse afectado en la aplicacion
en campo.

El laboratorio cuenta con 8 &reas de trabajo y un area de sistemas que es ajena al laboratorio
de Microbiologia, en consecuencia, a esto una problemética que se encuentra es en el paso
del personal ajeno al laboratorio que no cuentan con el equipo necesario para el ingreso al
laboratorio y esto puede verse afectado en que exista algin contaminante en el ambiente y
afectar alguna muestra, materia prima o producto.

Lo que se necesita es una constante desinfeccion de todas las areas de trabajo, seguimiento
de las normas de bioseguridad para cada persona que ingrese al laboratorio y un equipo
altamente calificado, para evitar cualquier tipo de riesgos.
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1.6  CONCLUSIONES

1. En el laboratorio de Microbiologia cuenta con ocho areas de trabajo las cuales son: area
de almacenamiento, area de siembra, area de fisicoquimico, area de formulacion 1, area
de metrologia, area de formulacion 2, area de autoclave y area de lavado, asi mismo
cuenta con la cristaleria y equipo necesario para la realizacion de las distintas
actividades dentro del laboratorio y cuenta inicamente con un personal calificado por un
técnico en microbiologia.

2. Los procesos basicos que se realiza dentro del laboratorio de Microbiologia son:
elaboracion de productos biolégicos para la comercializacion local e internacional,
muestreos periédicos de materias primas, elaboracion de medios de cultivos,
elaboracion de antibiogramas y extraccion de nematodos.

3. La problematica principal que se presenta en el laboratorio de Microbiologia es la
escasez de personal y el tiempo, debido a que solo se cuenta solamente con un técnico
en microbiologia, por lo que en el laboratorio solo se trabaja al nivel ensayo por lo cual,
el técnico tiene que organizar su tiempo para poder realizar las actividades diarias y los
ensayos, sin embargo, el tiempo laboral no es suficiente él tiene que trabajar de 6 hr -
10 hr, extras para poder realizar con todo lo solicitado durante la planificacién.
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1.7 RECOMENDACIONES

1. Debido al escaso personal se debe de contratar una o dos personas mas para el
laboratorio de Microbiologia con el objetivo que las actividades proporcionadas se
cumplan con lo establecido y al tiempo requerido para que exista una mayor eficiencia
el laboratorio.

2. Elaboracion de guias o manuales de los principales procesos que se llevan a cabo en
el laboratorio de Microbiologia, debido a que sera de gran ayuda para el técnico de
laboratorio para tener un registro de cada paso, equipo y materiales para la elaboracion
de los distintos procesos que se llevan a cabo dentro del laboratorio de Microbiologia.

3. Realizacion de capacitaciones al técnico de microbiologia para tener mayores
conocimientos en distintas areas y presentar un mejor trabajo y servicio dentro de la
empresa.
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2.1 PRESENTACION

En Guatemala se ha buscado alternativas para el control de los insectos plaga con el
desarrollo y aplicacion de los agentes de control bioldgico, para la reduccion del uso de
plaguicidas sintéticos, debido a que han dado como consecuencias negativas en la salud
humana, la contaminacién del medio ambiente, el desarrollo de la resistencia y aumento de
los costos de produccién de los alimentos.

Un método de control biolégico es el uso de los hongos entomopatogenos el cual ha ido
incrementando en los ultimos afios. Hoy en dia existen aproximadamente 100 géneros y
700 especies de hongos entomopatdogenos (Monzon 2001). Uno de los agentes
entomopatdégenos mas utilizados como controlador biolégico en el mundo es Beauveria
bassiana, ataca a mas de 200 especies de insectos, incluyendo plagas de importancia
econdémica agricola.

La produccion de este hongo para el control biolégico, se basa en la multiplicacién masiva
en sustratos naturales solidos o liquidos, los cuales proporcionan al agente los nutrientes
necesarios para su mayor reproduccion de conidios, se busca crecimiento rapido, alta
viabilidad cercana al 100 % y a bajo costo de produccién. Esta produccion se ha
implementado desde hace varias décadas, actualmente existen distintos métodos de
produccion de hongos entomopatdgenos a nivel, artesanal, semi-indrustrial e industrial
(Monzon 2001).

Por varios afios la empresa ENLASA ha utilizado hongos entomopatégenos como Beauveria
bassiana para la elaboracién de los productos bioldgicos, se buscé una alternativa con esta
investigacion para poder propagar en forma masiva Beauveria bassiana a través de
sustratos soélidos naturales. Los sustratos soélidos utilizados fueron: arroz, maiz quebrado,
maiz blanco y sorgo, la eleccion de estos sustratos se debi6 a los nutrientes que poseen
cada uno que son necesarios para la propagacion y por el bajo costo de adquisicion de cada
uno.

De acuerdo a los resultados obtenidos y los analisis aplicados, los sustratos de arroz y maiz
quebrado, presentaron mayor concentracion de conidios 2.36 x10° UFC/gy 1.75x10° UFC/g,
alta viabilidad de 97 % y 94 % a los 21 dias de incubacion y mayor rendimiento del producto
final del polvo cosechado con un total de 220.8 g/kg y 194.46 g/kg. Por lo cual el sustrato
de arroz es una alternativa para la propagacion masiva de Beauveria bassiana debido que
presento un alto rendimiento de concentracion de UFC/g y alta viabilidad a los 21 dias de
incubacion.
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Control biologico

El control biolégico es la utilizacion de organismos benéficos contra aquellos que pueden
llegar a causar algun dafio a los cultivos conocidos como plagas. Un organismo que causa
dafio a los cultivos se puede eliminar o reducir poblacion a una escala que no cause dafio
economico. La eliminacion completa de plagas resulta en la mayoria de los casos como un
problema ecoldgico por consecuencia si un enemigo natural elimina por completamente a
una plaga, esté se quedaria sin alimento para continuar su desarrollo.

El control biolégico busca reducir la poblacién de la plaga a una proporcion que no cause
dafio econdmico y permite que exista una cantidad poblacional de la plaga lo que garantiza
que exista la supervivencia del agente controlador. Este agente mantiene su propia
poblacion y previene que la plaga retorne a grados poblacionales que causan dafio (Nicholls
Estrada 2013). En la figura 13 se muestra el Efecto regulador de la introduccion de un
enemigo natural que ejemplica el control biol6gico sobre una poblacién plaga en relacion
con un umbral econémico.

Densidad de la plaga

Tiempo

Fuente: Nicholls Estrada, 2013.

Figura 13. Efecto regulador de la introduccién de un enemigo natural que ejemplica, control
bioldgico sobre una poblacion plaga en relacion con un umbral econémico.
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Segun la forma que se aplique el control biolégico este puede ser auto sostenido y se
diferencia de otras formas de control debido a la actuacién que depende de la densidad de
la poblacion de plagas. De manera, los enemigos naturales aumentan en intensidad y
destruyen la mayor parte de la poblacion de las plagas en medida que esta aumenta en
densidad y viceversa (Nicholls Estrada 2013).

El manejo de insectos plaga, por medio de pesticidas se ha realizado por décadas,
causando contaminacion al ambiente y al ser humado. Por lo tanto, implementar estrategias
amigables en el control de plagas por medio de microorganismos sueltos en la naturaleza,
como los hongos entomopatdgenos, suena ser una maniobra eficaz dentro de los sistemas
agricolas (Gonzalez et al. 2012).

2.2.2 Hongos entomopatégenos

Segun Monzdn los hongos entomopatégenos se encuentran de forma natural en el medio
ambiente, en rastrojos de cultivos, estiércol, en el suelo, las plantas, entre otros. Logran un
buen desarrollo en lugares frescos, himedos y con poco sol y obteniendo su nutricion de
otros organismos o de materia organica (Monzon 2001).

Los hongos entomopatdégenos mas importantes que son utilizados para el control de
insectos plaga, son Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Isaria
fumosorosea e Hirsutella thompsonii, estos hongos afectan a una serie de insectos plaga
de diferentes 6rdenes que causan dafios en cultivos de importancia econdmica. Asi mismo,
se describe la produccién de Pochonia chlamydosporia, un hongo nematofago que se utiliza
en campo para el control de nematodos como Meloidogyne incognita y otros nematodos
fitopatdgenos que afectan a diversos cultivos (Gomez et al. 2014).

A. Caracteristicas fisioldgicas

Los hongos entomopatdgenos se distinguen por sus rasgos distintivos, siendo organismos
heterotrofos es decir que carecen de fotosintesis ya que ellas poseen células quitinizadas
gue normalmente no son méviles, entre ellas estan:

Beauveria Bassiana (Balsamo) Vuillemin: hongo aislado de méas de 200 especies de
diversas Ordenes de insectos los cuales incluyen los llamados plagas que afectan cultivos
de importancia econdmica Gomez et al. (2014) citado por Alves (1998). contiene células
conidiégenas que le ayudan a formar conidias formando seguidamente un raquis. Este tipo
de hongo forma una especie algodonosa en el cuerpo de su victima que fueron el resultado
de micelio y esporas que produce dicho hongo.
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B. Mecanismo de infeccién de hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatogenos, actian en el hospedero, por medio de las conidias,
produciendo disturbios en el sistema nervioso, respiratorio, muscular, digestivo; haciéndole
dificil el trasladarse, alimentarse, llevandolo hasta la muerte, ocurrida a los 3 a 5 dias, de su
infeccion (Senasa 1998).

En la naturaleza las fases en que los hongos entomopatdgenos se desarrollan sobres sus
hospedantes son:

a. Adhesion del conidio a la cuticula de insecto

Durante la infestacion, en primer paso ocurren en las regiones intersegmentales o zonas
blandas de la superficie del insecto, es la parte que entra en contacto con la unidad infectiva
del hongo o conidio, en el cual participan algunas glicoproteinas que funcionan como un
receptor especifico para los conidios (Gomez et al. 2014).

b. Germinacién de conidio

La germinacion ocurre en el momento, cuando la conidia o0 espora sobre el integumento del
insecto, germina, formando un apresorio el cual se encarga de fijarse en la cuticula del
insecto (tubo germinativo), dependiendo de las condiciones y la cepa ocurre de 12 hr a 20
hr (Gémez et al. 2014).

c. Penetracion de integumento

Esta fase ocurre en cuanto la degradacion enziméatica de la cuticula y la presién mecanica
es ejercida por el tubo germinativo, la cual penetra en la cuticula del insecto. En este proceso
el area esclerotizada y membranosa de la cuticula se rompe; este proceso ocurre en un
tiempo de 8 hr a 12 hr (Gomez et al. 2014).

d. Multiplicacion del hongo

En esta fase, el hongo llega al hemocele, el cual la hifa se ensancha y ramifica dentro del
insecto, en forma de levadura, produciendo blastosporas (miceliales libres y unicelulares)
(GOmez et al. 2014).
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e. Produccién de toxinas

Segun Gomez, se conoce como fase de parasitica, en la cual el hongo produce toxinas que
matan al insecto desde adentro, al consumir todos los nutrientes, causando la muerte del
insecto debido a sus propiedades, muy parecidas a la de los insecticidas, produciendo la
degradacion de los tejidos, seguido de los sistemas funcionales, deshidratando las células
de las membranas, inhibiendo las reacciones de defensa (Goémez et al. 2014).

f. Muerte del insecto

Esta fase ocurre cuando el hongo coloniza completamente el interior del insecto, por parte
de las toxinas, iniciando la fase saprofita, en la cual la muerte depende de las condiciones
ambientales y del hospedante (Gomez et al. 2014).

g. Colonizacion

Muerto el insecto, en esta fase el micelio del hongo invade los tejidos y 6rganos, muchas
veces produciendo sustancias antibacteriales, impidiendo la descomposicién del insecto,
realizado en un tiempo de 3 a 8 dias (Gémez et al. 2014).

h. Emergencia

Esta fase depende mucho de las condiciones ambientales, como la himeda, en la cual el
hongo emerge de la cuticula a través de las zonas menos esclerosas, esporulando sobre el
cadaver, produciendo inéculo para infectar otros insectos, la cual hasta puede durar meses,
dependiendo de la humedad relativa, para esporular (Gomez et al. 2014).

i. Esporulacion

La produccién de conidios o esporas ocurre en un periodo de 24 hr a 48 hr, la cual esta lista
para infectar a otros insectos (Gomez et al. 2014).

j- Diseminacion

Esta fase depende del viento, lluvia, hombre, la espera de hospederos que transiten en el
lugar, para su proceso de infeccion (Gomez et al. 2014).
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En la figura 14 se muestra la relacion hongo entomopatdgeno — hospedero.
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Figura 14. Relacion hongo entomopatdgeno — hospedero.

C. Factores que influyen en el establecimiento y accién de hongos entomopatdégenos
a. Humedad

Si las condiciones de humedad relativas son favorables, (= a 90 %), el hongo puede producir
esporas o conidios (Cafiedo y Ames 2004).

Los hongos entomopatdégenos necesitan alta humedad relativa para la germinacién de los
conidios y la formacion de estructuras reproductoras, acentuando la estabilidad y
persistencia.

Para algunos autores la humedad es relativa es decir de poca importancia durante el
proceso de infeccién pero que si es indispensable en el proceso de germinacién de los
conidios, también durante el desarrollo de las hifas y en la reproduccion de esporas.
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Se ha delimitado que la humedad debe tener un 92 % como minimo para que se dé la
germinacion de esporas y asi obtener resultados favorables para el desarrollo de hongos
entomopatdégenos.

b. Temperatura

El rango Optimo de la temperatura para la sobrevivencia, desarrollo y patogenicidad de los
hongos entomopatdgenos fluctia entre debe ser de 25 °C £ 2 °C. (Cafiedo y Ames 2004).

D. Uso de hongos entomopatdégenos

Las infecciones de insectos son comunes, no se ha logrado un manejo consistentemente
exitoso, debido a que la mayoria requieren condiciones precisas de humedad y temperatura
para su desarrollo. Hoy en dia se carece de formulacion comercial que contengan conidios
gue resistan largos periodos de almacenamiento. El uso de los hongos es promisorio,
especialmente cuando se integre con otras medidas de control ya que por si solos no
pueden tener un papel dominante en el control de plagas.

Las caracteristicas de la poblacion del insecto hospedero que deben ser consideradas en
estudios epizootioldgicos son, la susceptibilidad, la densidad, el movimiento y la distribucién
espacial. Se ha observado que, en una poblacién de insectos sensibles a un agente
infeccioso, la tasa de enfermedad de una poblacion se incrementa con el aumento de la
poblacion de insectos. Los virus, las bacterias y los protozoarios, infectan por via oral, los
hongos y los nematodos, su principal via de infeccion es a través del integumento (Merino
2017).

E. Produccién de hongos entomopatdgenos

El uso de hongos entomopatdgenos, es parte de manejo integrado de plagas, contribuyen
una alternativa para los productores, manifestando beneficios desde el punto de vista
ambiental, agroecoldgico y salud humana.

Los insecticidas a base de hongos entomopatdgenos deben de producirse a mayor escala,
es decir necesitan tener métodos de produccion para obtener buen rendimiento y un
producto de buena calidad. La produccion de hongos entomopatdgenos, consiste en la
propagacion masiva del hongo y sus estructuras (esporas y/o conidios) en un sustrato
natural. Se han evaluado distintos tipos de sustratos naturales principalmente arroz, maiz,
frijol, soya y cebada; siendo los mas utilizados arroz, maiz y trigo (Granda 2008).
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Segun Granda (2008), existen diferentes métodos de propagacion masiva de hongos
entomopatdégenos, como la propagacion artesanal, la produccidon semi-industrial a nivel de
media escala y la propagacion industrial a gran escala especificamente para empresas o
compafiias que cuenta con los reactivos y los equipos especializados.

F. Métodos de produccion
a. Artesanal

Se toma un hongo llamado patron o semilla para realizar un cultivo puro, este se ingresa al
laboratorio artesanal depositando arroz en bolsas de polipropileno y se pone a hervir por
una hora durante tres dias consecutivos, Monzon (2001) indica que el arroz en bolsas es
inoculado con el hongo semilla y se deja reposar en condiciones ambientales hasta que el
hongo logra colonizar el arroz, cuando ya esté completamente colonizada, se lava con agua
y el caldo o mezcla obtenido del lavado del arroz se aplica para el control de las plagas.

b. Semi-industrial

La produccion semi-industrial se da a mediana escala, esta dividida en dos etapas que son:
etapa de cepario y la etapa de produccion (Monzon 2001). La etapa de cepario comprende
aislar la cepa y obtener el cultivo puro, también comprende, tener en cuenta el
mantenimiento, reactivacion y preservacion de las cepas. La etapa de produccion
comprende la preparacion de sustratos, la inoculacion e incubacion de matrices y bolsas,
manejo de secado en bandejas, la cosecha del hongo y la preparacién de las formulaciones.

c. Industrial

Para la produccién industrial de los hongos entomopatégenos se inicia en los cultivos puros
en platos de Petri en medio SDA. Este indculo se utiliza para el crecimiento del hongo en
frascos que tienen en medio liquido nutritivo aséptico, bajo condiciones de fermentacion y
agitacion a 110 rpm, durante 72 hr éste cultivo produce blastosporas que sirven para
inocular bandejas con un sustrato sélido quimicamente definido para la produccién de
esporas aéreas y después de 15 dias (depende la temperatura) el hongo esta listo para ser
cosechado, homogenizado, formulado y secado en forma de polvo (Monzon 2001).
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2.2.3 Beauveria bassiana

A. Generalidades

En 1835 Agostino Bassi, cientifico italiano, descubrié una enfermedad infecciosa llamada
Bombix mori, mejor conocido como el gusano de seda, causada por la muscardina blanca,
Beauveria bassiana. Esa enfermedad era altamente infecciosa que se transmitia por
contacto, se encuentra en la naturaleza, cuenta con un amplio espectro de hospedantes,
por lo cual es utilizado a nivel mundial como biocontrolador de los insectos plaga debido a
su estabilidad fuera del hospedante y en los aislados fungicos (Zimmermann 2007).

Beauveria bassiana, es un hongo anamoérfico que tiene la capacidad de habitar en diferentes
ambientes, incluyendo el suelo, los insectos y las plantas. El hongo vive como saprofito en
el suelo, endofito en las plantas y como un entomopatdgeno cuando afecta a un numeroso
grupo de los artropodos. Es un hongo haploide y normalmente se reproduce asexualmente,
aunque puede reproducirse sexualmente en un estado teleomorfico, llamado Cordyceps
bassiana (Merino, 2017).

El hongo entomopatdogeno Beauveria bassiana es el mas utilizados para el control de
plagas, ataca a mas de 200 especies de insectos de los diferentes 6rdenes, incluyendo las
plagas de gran importancia agricola, entre ellos la broca del café, la palomilla del repollo y
el picudo del platano (Monzon 2001).

El estudio realizado en 2005 por J. Marquez, para identificar agentes de control
microbiolégico para evitar el uso de productos quimicos, la evaluacion de 10 cepas del
Beauveria bassianana, evidencioé que existe una capacidad de infeccion de las cepas con
mayor potencial que otros hongos entomopatégenos, presentando parasitismo del 28 % -
54 % en cepas a través del tiempo en una cdmara humeda individual (Garcia 2009).

B. Taxonomia de Beauveria bassiana

Reino: Fungi.

Filum: Ascomycota.
Clase: Sordariomycetes.
Orden: Hypocreales.
Familia: Cordycipitaceae.
Geénero: Beauveria.

Especie: Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
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C. Caracteristicas morfolégicas

El hongo entomopatdogeno Beauveria bassiana, su apariencia es blanca algodonosa o
amarillenta con aspecto polvoroso, esta conformado por hifas septadas de 2.5 um - 25 pum
de didmetro de donde se forman conidioforos de 1 u - 2 p de diametro que son simples e
irregulares terminando en vértices en forma de racimos, los cuales sostienen los conidios
hialinos y globosos, de 2 p -3 po 2 p - 2.5 p originados de formar irregular o con una
apariencia en forma de zigzag al raquis hasta 20 p de longitud y 1 p de didmetro (Carrillo
2003).

En la figura 15 se muestra las estructuras morfoldgicas principales de Beauveria bassiana.

Fuente: Carrillo, 2003.

Figura 15. Estructuras morfoldgicas principales del hongo Beauveria bassiana.

Para el desarrollo de Beauveria bassiana, las condiciones 6ptimas para un buen desarrollo
son: temperatura de 25 °C - 30 °C, pH es de 5.7 - 5.9, una humedad relativa de 90 % y para
la generacion de los conidios en el rango de 5 dias - 7 dias. Generalmente a los 12 dias,
una colonia de B. bassiana en un cultivo puro presenta una esporulacién abundante
cremosa, amarillenta pélida incoloras al reverso, o rojizas en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) (GOmez et al. 2014).
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D. Modo de infeccion de Beauveria bassiana

A continuacion, se detalla el modo de infeccibn de Beauveria bassiana segun Kouassi
(2001):

a. Adhesion

Existe un mecanismo de reconocimiento y compatibilidad de los conidios con células del
tegumento del insecto. Esta fase se divide en dos etapas: en la primera etapa el conidio se
pega a la cuticula por medio de fuerzas hidrofobicas y electrostaticas, y la segunda etapa el
conidio produce un mucilago que realiza una modificacion en la epicuticula, lo que produce
la germinacién.

b. Germinacioén

Esta fase es dependiente principalmente de condiciones que existen del medio ambiente y
la fisiologia del hospedante. Esta puede producir la inhibicion de la germinacion.

c. Diferenciacion

Este proceso se caracteriza por la formacién de un apresorio o estructura terminal para que
exista un punto de agarre y remociéon de la cuticula para favorecer la penetracion. La
produccion de los apresorios es dependiente del valor nutritivo de la cuticula del
hospedante.

d. Penetracion

Se realiza con la mezcla de la presion mecanica y enzimatica conformadas por las lipasas,
proteasas y quitinasas, de las cuales la mas importante en la penetracién, son las proteasas
(figura 16).
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Figura 16. Estructura y composicion de la cuticula del insecto y esquema del ciclo infeccion
de Beauveri bassiana en el insecto.

E. Uso y aplicaciones de Beauveria bassiana
a. Plagas a controlar

Beauveria bassiana ha sido reconocido en muchas especies de insectos en climas
templados y regiones tropicales y es usado para el control de plagas en una moderada
escalas en Europa del este y en China. Existen muchos reportes de la incidencia natural de
B. bassiana causando epizootias que varian en magnitud sobre insectos de importancia
agricola y forestal en su mayoria.

Sus primeros intentos por controlar insectos estan entre 1888 y 1896, para controlar la
chinche de los cereales Blissus leucopterus (Say); en Kansas, E.U.A., los cuales fueron
favorables, la incidencia natural de la enfermedad fue efectiva reduccién la poblacion del
insecto, concluyendo que la presencia artificial del hongo disminuyo considerablemente la
presencia de la plaga de los cereales (Hernandez Velazquez 1999).

Segun estudios de Senasa (1998), algunas de las plagas a controlar por Beauveria bassiana
son: picudo del chile, mosquita blanca, picudo del algodén, broca del cafeto, chapulin,
palomilla de la manzana, gallina ciega, picudo del agave entre otros.
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b. Cultivos que beneficia

Segun estudio realizado por Integi los cultivos que beneficia Beauveria bassiana son: chile,
repollo, platano, cafia de azucar, tomate, papa, berenjena, café, algodon, maiz, manzano,
frijol (Intagri 2016).

c. Aplicaciones del hongo Beauveria bassiana en campo

Para Beauveria bassiana la aplicacién en el campo deben ser bajo condiciones adecuadas
para su desarrollo, deben existir condiciones idéneas del medio ambiente (temperatura y
humedad) y la presencia de hospederos (plaga objetivo). Las formas de aplicacion pueden
ser: mediante aplicaciones foliares, siendo estas la mas comun y se emplean mediante
formulaciones liquidas o sélidas a pH 5 o 6, uso de trampas con organismos inoculados con
el hongo, adicionando feromonas como atrayente. Para que Beauveria bassiana actue
necesita ponerse en contacto directo con el insecto, para que exista una accion (Intagri
2016).

d. Conservacion

Refrigerar a una temperatura de 1 °C - 10 °C. A esta temperatura el producto se puede
conservar hasta 4 meses, tanto en forma granulada como liquida (Intagri 2016).

2.2.4 Produccion del hongo Beauveria bassiana

Segun Cairiero, el medio de cultivo, consiste en una sustancia que permite el desarrollo de
microorganismos, produciendo el crecimiento del organismo, el cual debe ser una solucién
gue cuente con los ingredientes necesarios en cuanto a nutrientes y un pH ligeramente
acido, para asegurar el crecimiento, desarrollo y reproduccion de los hongos, es
recomendable la aplicacion de antibidticos para inhibir el desarrollo de bacterias saprofitas
a modo de evitar la contaminacion de los cultivos.

Las especies de Beauveria bassiana se desarrollan con facilidad en medios de cultivo de
(PDA), Agar Dextrosa Saboraud (SDA) y Agar Morfologicas para Levaduras (YMA). En el
caso de producir en estos medios los costos de produccion son muy altos.

Se ha reportado también la produccion a gran escala de Beauveria bassiana en medios
sélidos utilizando como soporte substratos de origen vegetal como fuente de soporte para
el crecimiento, por mencionar algunos arroces, trigo, salvado entre otros cereales. El mas
utilizado, y en el cual se ha obtenido los mejores resultados es el arroz (Monzon 2001). La
produccion por esto medios los costos de produccién son menores.
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Debido a que Beauveria bassiana tiene la capacidad de poder reproducirse de forma masiva
por ser un hongo filamentoso, siendo este un microorganismo de con un alta utilizacion
para los procesos de fermentacion solida, le proporciona ventajas sobre otros
microrganismos en la colonizacién de sustratos sélidos y la utilizacion como fuente de
nutrientes para la propagacién masiva.

2.2.5 Procesos de control de calidad microbioldgica

En el proceso de producciébn masiva de hongo entomopatdgenos, implica una serie de
aspectos a evaluar para realizar un buen manejo de control de calidad.

A. Control de contaminantes

Durante la produccion del hongo se tiene que verificar si existe algin microorganismo no
deseado que se desarrolla en el medio de cultivo ya que los contaminantes se encuentran
en el ambiente y en materiales empleados en el laboratorio.

Los contaminantes pueden comportarse como hiperparasitos, alimentandose del hongo en
produccion o interrumpir el crecimiento y la forma de la estructura reproductiva.

Las bacterias son el contaminante mas importante en la produccion masiva de acuerdo a la
especie presentan colonias redondeadas, también las bacterias pueden desarrollarse en
bolsas sembradas y éstas despidieran un mal olor, descomponiéndose rapido (Gémez et al.
2014).

B. Control de calidad del producto final

Al finalizar el proceso se debe registrar el nimero de conidios por gramo de sustrato, su
viabilidad y pureza. Para que el biopreparado sea considerado de buena calidad debe reunir
ciertos parametros que son: concentracion de conidios, porcentaje de germinacién o
viabilidad mayor o igual al 90 %, pureza 100 % (G6mez et al. 2014). El recuento de conidios
es indispensable para determinar la concentracion, recuento de ellas mediante camaras.
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2.3 MARCO REFERENCIAL

2.3.1 Ubicacion del area de estudio

A. Ubicacién e instalacion

Villa Nueva cuenta con un area de aproximadamente de 114 km?, su limite esta en el norte
con los municipios de la ciudad de Guatemala y Mixco, al este con San Miguel Petapa y
Villa Canales, al sur con Amatitlan y al oeste con Santa Lucia Milpas Altas, municipio del
departamento de Sacatepéquez (Arriaga Rodriguez 2014).

La investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia de la empresa exportadora
ENLASA S.A. se encuentra ubicada a 22 km al sur-occidente de la ciudad capital, ubicada
en la. Calle 18-60 Zona 4. Complejo Industrial Mayan Golf, Villa Nueva.

En la figura 17 se muestra el mapa de ubicacion de exportadora ENLASA S.A.

/\}L, J”j’flk\;:_,_ —
M r

Fuente: Google Earth, 2020.

Figura 17. Mapa de ubicacién, exportadora ENLASA S.A.

Exportadora ENLASA S.A. es una empresa guatemalteca que se especializa en el
desarrollo, formulacion, distribucion y mercadeo de insumos agropecuarios y asistencia
técnica agropecuaria, reconocidos mundialmente por la calidad de sus productos. Cuenta
con un laboratorio de Microbiologia que se dedica principalmente a la elaboracion de
productos biolégicos para la venta local e internacional.
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2.3.2 Sustratos

A. Sustrato solido para la propagacion de hongos entomopatdégenos

Un sustrato es todo material solido diferente del suelo, de forma natural, mineral u organico.
Al momento de colocarlo en un contenedor, en forma pura o en mezcla, permite que exista
un anclaje del sistema radicular de la planta para darle el soporte a la planta (llbay llvay
2012).

Los sustratos utilizados con mayor frecuencia para la propagacion masiva de hongos
entomopatdégenos varian segun la region y la finalidad de la multiplicacién. se han probado
arroz pelado, trigo, cebada, maiz partido, hollejo de cereales, pasto seco picado entre otros
(Cafedo y Ames 2004).

En referencia al agricultor andino propaga el hongo Beauveria bassiana en estiércol (ganado
vacuno, cabrio, lanar o de aves) incorporandole.

a. Arroz

Es el cereal mas rico en almidén con un 77.20 %. Contenido de proteina es bajo con un
7.30 %, lipidos 2.56 % y con un 4.10 % de lisina. Su contenido de cenizas es escaso de
1.40 % y su aporte en macrominerales practicamente despreciable. Asimismo, el contenido
de vitamina es bajo.

El arroz es rico en aceite, este aceite tiene un alto contenido en acido linoleico por lo que se
enrancia facilmente. Su contenido de grasa es minimo de 0.60 %. El contenido de energia
del grano es elevado, debido a su alto contenido de almidén (Pinciroli et al. 2010).

b. Maiz

El maiz es uno de los cereales mas complejos, por el aporte de materiales energéticos,
hidratos de carbono, proteinas y grasas que aporta. Al contener mucha agua resulta ligero,
aporta el 16 % de carbohidratos frente al 67 % de los granos secos. En cuanto a los
minerales, el maiz proporciona abundante fosforo, magnesio y zinc, proteinas 8 % y celulosa
23 %. Posee un alto contenido de almidon de 87 %, fibra cruda de aproximadamente 87 %
y con un contenido de proteinas del 8 % (FAO 1993).
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¢. Maiz quebrado

El maiz quebrado regularmente es utilizado para alimentar a los animales domésticos,
contiene nutrientes que superan la conversion a carne. Su contenido de fibra es de 87 %y
un elevado contenido de almidén de 87 %, proteinas 8 %, fibra cruda 87 % y azucar 0.62

%. Dicho sustrato se utilizé debido a la facilidad de su disponibilidad en cualquier regién del
pais y por su bajo costo (Benitez Cardoza y Pfeiffer Perea 2006).

d. Sorgo
La composicion quimica del sorgo es similar al de maiz. Contiene alto contenido de almidén

entre sus componentes estructurales como se muestra en el cuadro 8.

Cuadro 8. Composicion quimica del grano de sorgo.

Componentes Porcentaje (%)
Proteinas 12.30
Lipidos 3.60
Cenizas 1.70
Almidén 73.80

Fuente: Domanski et al., 1997.

2.3.3 Antecedentes

A. Rodriguez Gamez et al. (2017), evaluaron 2 cepas nativas de Beauveria bassiana
(HIB-4 e H IB-7) y una de coleccion (GHA), utilizando arroz, avena, cebada, maiz,
sorgo y trigo como sustratos. Se present6 una produccion de conidios en los distintos
sustratos utilizados con un rango de 10x108 UFC/g. La mayor produccién se obtuvo
en el sustrato de avena con una concentracién de 5.0x10%8 UFC/g; la menor
produccion la presentd la cebada de 1.72x108 UFC/g; en el sustrato de arroz se
produjo 3.15x108 UFC/g; para los sustratos de sorgo y maiz fue de 2.68x108 UFC/g;
el sustrato de trigo se presentd de 2.38x108 UFC/g, respectivamente. En cuanto a la
viabilidad, para cada una de las cepas fue mayor al 95 % durante cuatros semanas
de almacenamiento, para temperatura ambiente y como en temperatura de
refrigeracion.
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B. Jaramillo (2019) evalud cuatro cepas de Beauveria bassiana en dos medios de

cultivo y la efectividad para el control de adultos de Cosmopolites sordidus. Para la
produccion se utilizaron como sustratos arroz y maiz. Se incubaron ambos sustratos
por siete dias, se inocularon con una concentracion de 1.78 x10'* UFC/ha y tuvieron
un proceso de secado por siete dias para luego cosechar las esporas. EI mayor
rendimiento se obtuvo en el sustrato arroz. La cepa Zamorano en el sustrato arroz,
obtuvo el mayor rendimiento de producto final, 17.20 g/kg y la cepa El Salvador en
el sustrato de maiz, obtuvo el mejor rendimiento de producto final 6.50 g/kg. La cepa
CATIE-415 obtuvo el mayor control del picudo con 46 % de mortalidad en
condiciones de laboratorio.

. Calel Hernandez (2019) cita que utiliz6 para la propagacién de Beauveria bassiana

seis sustratos organicos como medio de cultivo; maiz quebrantado, gallinaza, harina
de maiz, pulpa de café, arroz y sorgo; tres diferentes recipientes para su almacenaje;
bolsas de plastico resistentes a altas temperaturas de dos libras, botellas de vidrio
de un litro y botellas pets de 2.50 I. Esta investigacion se establecio con el propdsito
de encontrar un sustrato organico, econémico y de facil adquisicién, con el que
Beauveria bassiana tenga una alta produccion de esporas.

Los resultados obtenidos luego de realizar el analisis del experimento y las pruebas
de media realizadas, indican que, de los seis medios de cultivos el mas eficiente
para la propagacion de Beauveria bassiana fue el sustrato de arroz con un promedio
de produccion de conidios de 1.99x10% UFC/g y el mejor recipiente para
almacenamiento fue el envase pet de 2.50 |, ademas se obtuvo un 60 % de
mortalidad de Hypothenemus hampei F. en el laboratorio y en campo un 44.83 %.
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2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo general

Establecer el sustrato idéneo para la propagacién masiva de Beauveria Bassiana en funcion
al rendimiento y viabilidad.

2.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar el sustrato mas eficiente en funcion al rendimiento de UFC/g para la
propagacion masiva de Beauveria Bassiana.

2. Determinar el sustrato con mayor capacidad de produccién de esporas viables a los 21
dias.
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2.5 HIPOTESIS

2.5.1 Alternas

1. Existe diferencia significativa en la media de concentracion de conidios al menos en un
periodo de incubacion en las unidades de muestreo.

2. Existe diferencia significativa en la media de la viabilidad de conidios de los sustratos
evaluados a las 24 hr, 7, 14 y 21 dias de incubacion en las unidades de muestreo.
2.5.2 Nulas

1. La media de concentracion de conidios a los 7, 14 y 21 dias de incubacion en las unidades
de muestreo son iguales.

2. La media de la viabilidad de conidios de los sustratos evaluados a las 24 hr, 7, 14 y 21
dias de incubacion en las unidades de muestreo son iguales.
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2.6 METODOLOGIA

2.6.1 Diseio experimental

La investigacion se realizé bajo condiciones de laboratorio, por lo que el disefio experimental
utilizado fue el disefio completamente al azar con arreglo factorial.

A. Modelo estadistico

El modelo estadistico de disefio completamente al azar con arreglo factorial para el analisis
de las variables de respuesta, se describe a continuacion:

Yijk = u + Ai + Bj + ABij + €ijk
Donde:

Yijk = Observacion de la variable respuesta obtenida del tratamiento con el i-ésimo nivel de
A, el j-ésimo nivel de By la repeticién K-ésima.

1 = Media general; Ai= Efecto del i-ésimo nivel del factor A.
Bj = Efecto del j-ésimo nivel del factor B.

ABij = Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A y j-ésimo nivel del factor B en
su repeticion K.

€ij = error experimental.

2.6.2 Descripcion de los tratamientos

Para evaluar el efecto de los sustratos solidos sobre la formaciéon de UFC de Beauveria
bassiana se analizaron cuatro diferentes tratamientos se seleccionaron estos sustratos
debido a sus altos contenidos de nutrientes, especialmente de almidon que es necesario
para la produccion del hongo (cuadro 9).
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Cuadro 9. Tratamiento a evaluar en la investigacion.

Tratamiento

Sustrato solido natural

Presentacion

T1 Arroz (testigo) Grano de arroz
T2 Maiz quebrado Grano quebrado de maiz amarillo
T3 Maiz blanco Grano de maiz
T4 Sorgo Grano de sorgo

Fuente: elaboracion propia, 2020.

El sustrato utilizado en ENLASA S.A. anteriormente en investigaciones fue arroz, por lo que
en la presente investigacion fue utilizado como testigo.

2.6.3 Descripcion de launidad experimental

Cada unidad experimental consté de 4 tratamientos con 6 repeticiones, fueron distribuidos
en 6 estantes verticales divididos en 4 por bandeja para cada sustrato, las cuales se
colocaron con iluminacion artificial, humedad 70 % - 90 % y temperatura constante de
25 °C — 27 °C a unidad experimental.

La cantidad de sustrato colocado en cada bolsa fue de 200 g como se presenta en el cuadro

10.

Cuadro 10. Cantidad de sustrato utilizado por bolsa.

Sustrato a evaluar

Cantidad por bolsa (g)

Arroz (Testigo) 200
Maiz quebrado 200
Maiz blanco 200
Sorgo 200

Fuente: elaboracion propia, 2020.
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2.6.4 Arreglo espacial de la investigacion

Se realizo el proceso de aleatorizacion de las unidades experimentales el espacio fisico 6
estantes verticales, dividas en 4 espacios horizontales.

Cuadro 11. Arreglo espacial de la investigacion.

Estante 1 T1 T3 T2 T4
Estante 2 T2 T4 T1 T3
Estante 3 T3 T2 T1 T4
Estante 4 T4 T1 T2 T3
 Estante 5 T2 T1 T3 T2
 Estante 6 T3 T1 T2 T4

Fuente: elaboracion propia, 2020

2.6.5 Manejo del experimento

A. Manejo de la bioseguridad

El manejo de la bioseguridad dentro del laboratorio era fundamental para evitar la
contaminacion de los sustratos por lo que se puede presentar un error en los datos a
obtener, debido a esto se establecié un protocolo de bioseguridad, contando con las
principales normas de higiene personal;

- Uso del equipo de protecciéon personal: mascarilla, redecilla, guates de latex y bata
de laboratorio desinfectada.

- Materiales para el mantenimiento del area de trabajo: alcohol 70 % frecuentemente,
cristaleria esterilizada y equipo desinfectado.

B. Obtencién de in6culo de Beauveria bassiana

Esta fue proporciona en el laboratorio de Microbiologia del cepario que ellos cuentan.
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C. Preparacion de matriz

Se peso 1.20 g de harina de papa y 5 g de glucosa, se vertieron los materiales en frasco de
1 1 con tapadera y se le ajusto a 1 | con agua desmineralizada, dentro del frasco se coloco
un magneto solo para homogenizar la muestra, se agitd durante dos min la mezcla en la
plancha de calentamiento y se retirarlo después que este homogenizado, cumplido el tiempo
se tomo el pH. Por 15 min se dej6 la mezcla en la plancha de calentamiento a una
temperatura de 280 °C y 400 rpm. Cumplido el tiempo se esterilizd la mezcla en la autoclave
a 20 PSl a 120 °C por 20 min. Se traslado el material estéril a la campana de flujo laminar
(previamente desinfectada) se espero que estuviera a una temperatura de 30 °C (Gomez et
al. 2014).

Se trabaj6 con mechero a base de alcohol para flamear el frasco. Se realiz6 raspado en su
totalidad de una caja Petri con Beauveria bassiana, utilizando un asa de argolla esterilizada,
al rasparla se introdujo todas las esporas al Caldo de papa anteriormente preparado. Se
coloco el caldo de papa en un shaker a 20 rpm, durante 5 dias de incubacion a 25 °C para
la obtencién de la matriz para la inoculacion de los sustratos. En el transcurso del tiempo se
realiz6 un montaje humedo para verificar la germinacién de esporas del hongo y que no
existiera contaminacion (figura 18).

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 18. Obtencidn y verificacién de la matriz madre. A. Beauveria bassiana en agar. B.
Fermento de Beauveria bassiana. C. Montaje himedo del fermento.
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D. Preparacién de sustratos
El proceso de preparacion de los sustratos consiste de 2 diferentes fases:
- Fase 1 (Lavado)

Se peso6 1,200 g de cada sustrato. En un recipiente, se desinfectd cada uno de los sustratos,
se lavaron con agua destilada para remover cualquier suciedad y luego se sumergieron en
solucién de cloro al 2 % por 20 min para evitar crecimiento bacteriano. Se realizaron 5 con
agua desmineralizada para retirar la solucién de cloro, posteriormente se realiz6 una
medicion de cloro libre con el kit de medicion, con el objetivo de eliminar la totalidad del
cloro, debe de quedar menor al 0.30 segun el indicador colorimétrico. El exceso de humedad
se elimind con un colador. Procedimiento se realizé para para uno de los sustratos (figura
19).

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 19. A. Pesado del sustrato de maiz quebrado B. Aplicacidén y reposo del sustrato de
maiz quebrado con cloro C. Lavado del sustrato maiz quebrado D. Verificacién de cloro del
sustrato maiz quebrado.

- Fase 2 (Esterilizacion)

En dos beaker de 1 | se coloc6 en cada uno 60 g de sustrato con 350 ml de agua destilada
estéril, se procedio a esterilizar en autoclave a 20 PSly 121 °C por 20 min. Posterior se dejé
enfriar en la camara de flujo laminar para facilitar la manipulacion.
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Se peso6 200 g de sustrato, los cuales se colocaron en una bolsa celofan (se realizé el mismo
procedimiento 6 veces por sustrato). A cada bolsa se le corté el extremo que estaba sellado,
se procedié a sellar con tres grapas cada extremo de las bolsas, con el fin que existiera
oxigeno para el hongo durante el periodo de incubacion (figura 20). Por altimo, se identifico
cada bolsa con fecha, tratamiento y repeticion. Luego se realiz6 la esterilizacién en la
autoclave durante 15 min a 121 °Cy 20 PSly de dejo enfriar por 24 hr. Se tomé una muestra
de 5 g de cada sustrato para medir el porcentaje de humedad en la termobalanza.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 20. A. Fase de pesado de sustrato. B. Embolsado de sustratos. C. Esterilizacion de
sustratos D. Toma de humedad de sustratos.

E. Inoculacién al sustrato

Se trasladé la matriz madre a un Erlenmeyer de 1 |, se calibré la jeringa dosificadora para
15 ml (1x10° conidios/ml) Se inyecto cada bolsa con 15 ml de la solucién madre (figura 21).
Se homogenizo las bolsas manualmente, con el propésito de que el fermento se distribuya
en la totalidad del sustrato (Gémez et al. 2014).
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 21. Fase de inoculacion en cada sustrato.

F. Incubacion del sustrato

Se realiz6 un andlisis microbioldgico superficial con el método de hisopado, antes y después
de ser desinfectado el cuarto de incubacion.

Se desinfecto con glutaraldehido al 4 % Se procedi6é a trasladar las bolsas al cuarto de
incubacion previamente desinfectado se colocaron las bolsas en bandejas desinfectadas
(figura 22). En el cuarto se coloc6é un medidor de humedad y temperatura, para poder
controlarla y que estuviera a una humedad promedio de 80 % - 90 % y a una temperatura
de 25 °C - 30 °C. (Gomez et al. 2014).

Se homogenizé las bolsas a los 7 y 15 dias para que existiera un crecimiento homogéneo.
Semanalmente se realizaba la desinfeccion del cuarto para mantener la humedad. Este
proceso tuvo una duracion de 21 dia.
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 22. Fase de desinfeccion del cuarto de incubacion y homogenizacién del sustrato.

G. Secado de producto

Cumplido el tiempo de 21 dias, se procedié a la desinfeccién del cuarto de incubacion y
bandejas. Se vacié las bolsas en las bandejas para exponer el micelio de Beauveria
bassiana al estrés por la deshidratacion de los sustratos con el uso de un deshumidificador
en el cuarto de incubacion (figura 23). Se tomd una muestra de 5 g cada dos dias para
tomar la humedad, hasta que el rango fuera de 15 % - 10 % (Gémez et al. 2014).

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 23. Fase de secado de los sustratos en bandejas.
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H. Extraccion de conidios

Se colocé 100 g del sustrato seco (capacidad del tamiz) en una serie de tamices ordenados
de la siguiente manera: malla 0, 60, 20 y 16 se montaron en un shaker. Tuvo una agitacion
por 2 hr a 40 rpm. (metodologia implementada por la empresa). Se reviso el tamiz 16
después de tiempo transcurrido para evaluar la muestra inicial y verificar si contiene
esporas, se evaluo al criterio del analista para saber si es necesario tamizar por mas tiempo.
Se saco el rendimiento del producto final de malla O (figura 24). Repetir todo el proceso
hasta terminar con todos los sustratos (Gomez et al. 2014).

-

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 24. Fase de la extraccion de conidios y el producto final.

2.6.6 Variables de respuesta
1. Rendimiento de UFC/g a los 7,14 y 21 dias de incubacion.

2. Viabilidad a las 24 hr de incubacion.
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A. Rendimiento de UFC/g

Se determiné por medio de lecturas en camara Neubauer, para realizar la solucion (1:1) se
peso 1 g del sustrato y se diluyeron en 9 ml de una solucién de agua destilada estéril con
Tween 20 al 0.10 %, luego la suspension se agitd por 3 min, con el objetivo de separar los
conidios del sustrato. De la suspension obtenida, se tomo6 1 ml el cual se deposité en un
tubo con 9 ml de agua destilada este se agité por 1 min, este procedimiento se repitié hasta
obtener una dilucién de 1x10-2 para la realizacion del recuento de conidios, con esta dilucion
fue posible el conteo. Con una micropipeta, se tomé una muestra de la dilucién 10 pl y se
colocé en la camara de Neubauer. Se llevo al microscopio para realizar el conteo de los
conidios en el cuadrante central de la camara.

El recuento de conidios se realizo a través de la camara de Neubauer, se llevaron a cabo 4
lecturas por cada unidad experimental (bolsa con sustrato), este procedimiento permitio
determinar la cantidad de unidades formadoras de colonia por gramo. Para propagulos
pequefios como el caso de Beauveria bassiana debido a que los conidios son pequefias, se
usaron los 25 cuadrantes (cuadro central). El recuento se determina sumando el total de
esporas presentes en los 25 cuadrantes centrales de la camara. Tomando en cuenta los
conidios que estén dentro del cuadro y ademas los conidios que se encuentran en las lineas
de borde superior e izquierda del cuadro, no se cuentan los conidios que se encuentran en
las lineas de borde inferior y derecha. Se hizo el reconocimiento de conidios que son
hialinos, globosos, ovoides ligeramente cilindricas (Figura 25).
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 25. Fase para el coteo de conidios por gramo.
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B. Viabilidad de conidios

Para obtener los datos de viabilidad, se prepararon cajas de Petri con agar-agua al 3 % a
las cuales se realizaron cuatro cuadros y se depositaron alicuotas que contenian esporas
(provenientes de suspension de conidios) las cajas se incubaron durante 24 hr a 25 °C.

Cumplido el tiempo de incubacion, se trasladaron las cajas Petri a la camara de flujo laminar,
previamente desinfectada, se agregd una gota de azul de lactofenol a cada una de las
alicuotas, para tefiir la estructura del hongo, posteriormente se cortaron los cuadros con las
alicuotas, se depositaron sobre un portaobjetos y fueron cubiertos con un cubreobjetos.

Estas laminas fueron observadas en 10 campos visuales de 40x, se tomo en cuenta los
conidios germinados y no germinados. Se registr6 el nUmero de conidios germinados,
aguellos cuyo tubo germinativo sea dos veces mayor al diametro del conidio (Cafiedo y
Ames 2004).

Con los datos obtenidos de conidios germinados y no germinados se calcul6 el porcentaje
de germinacion mediante la siguiente formula:

PV Cg/Ct*100

Donde: PV: es el porcentaje de germinacion o viabilidad, Cg: es el numero de conidios
germinados y Ct; es el numero de conidios totales.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 26. Proceso de la viabilidad de conidios.
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2.6.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los tratamientos (arroz, maiz quebrado, maiz
blanco y sorgo), fueron realizados mediante la prueba de hipotesis con un nivel de confianza
de 95 % por medio de andlisis de varianza (ANDEVA), en la obtencién de resultados fueron
significativamente diferente los tratamientos, posteriormente se realiz6 comparaciones de
medias a través de Tukey al 5 %, se utilizo el programa INFOSTAT®, lo que permitié estimar
la diferencia entre las medias para las distintas variables de respuesta evaluadas.
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2.7 RESULTADOS Y DISCUSION

2.7.1 Rendimiento de UFC/g

Para determinar los resultados de la variable se determinaron el rendimiento de UFC/g a los
7,14 y 21 dias de incubacion.

En el cuadro 25A, se presenta un resumen de los datos obtenidos en el laboratorio y
tabulados a la variable: rendimiento de UFC/g a los 7, 14 y 21 dias de incubacién, la cual
varia con respecto al tiempo con tendencia a incrementar diariamente.

El grano de arroz en los distintos periodos de incubacion presentd el mejor rendimiento de
UFC/g, lo cual se ve reflejado en la figura 27, con una concentraciéon de 1.23x10° UFC/g,
seguido de la figura 28 con una concentracion de 1.61x10° UFC/g y presentando la mayor
concentracion a los 21 dias de incubacion lo cual se ve reflejado en la figura 29, con una
concentracion de 2.36x10° UFC/g.

Rendimiento de UFC/g de Beauveria bassiana a los

7 dias de incubacion
1.4E+09

1.23x10°

1.2E+09

9.48x108

1E+09

800000000

Concentracion de condios/g

600000000 5.16x108
400000000
2.43x108
200000000 -
0
T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo

H Dia7

Figura 27. Distribucién de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de UFC/g, cada
uno de los tratamientos a los 7 dias de incubacion.
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Rendimiento de UFC/g de Beauveria
bassiana a los 14 dias de incubacion
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Figura 28. Distribucién de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de UFC/g, cada
uno de los tratamientos a los 14 dias de incubacion.

Rendimiento de UFC/g de Beauveria
bassiana a los 21 dias de incubacion

2.5E+09 2.36x10°

>
5  2E09 1.75x10°
c
38
o 1.5E+09
©
c
S 1E+09
& 7.02x108
5
€ 500000000 3.51x108
’ —

0

T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo
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Figura 29. Distribucion de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de UFC/g, cada
uno de los tratamientos a los 21 dias de incubacion.
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Segun los resultados obtenidos, el mayor rendimiento de produccion de UFC/g de
B.bassiana se logr6 a los 21 dias de incubacion en el tratamiento 1 que fue en el sustrato
de arroz (figura 38A), con un promedio de 2.36x10° UFC/g y el minimo rendimiento de
produccién de UFC/g lo consiguio en el tratamiento 3 de maiz blanco a los 21 dias de
incubacion (figura 41A) con un promedio de a 3.51x108 UFC/g. La tasa de incremento por
dia, es un valor para tomar la decisién de cudl es el periodo de tiempo de incubacién.

El cuadro 12 a continuacion presenta los datos obtenidos en el ANDEVA en el programa
INFOSTAT ®.

Cuadro 12. Resumen del ANDEVA para la variable, rendimiento de UFC/g, los 7,14 y 21
dias.

F.V. SC gl F (cal) | F (tab) p-valor
Tratamiento 2.35E+19 3 7.83E+18 1899.99<0.0001
Dias 3.78E+18 2 1.89E+18 459.04/<0.0001
Tratamiento*Dias 2.25E+18 6 3.76E+17 91.19(<0.0001
Error 2.47E+17 60 4.12E+15

*Significancia estadistica 5 %, CV: 6.48 %.

El cuadro 12 muestra el analisis de la varianza que se aplicé a los 4 tratamientos en
respuesta a la variable: concentracion de conidios a los 7,14 y 21 dias. Donde indica que el
p-valor de la interaccion de los tratamientos y los dias son inferiores a 0.05, lo que quiere
decir que existe diferencia significativa entre los tratamientos y en los periodos de dias a un
nivel de significancia de 95 %. Lo que significa que la los tratamientos y los dias influyeron
en el incremento de la produccion de rendimiento de UFC/g de Beauveria bassiana. Por lo
gue se realizé una comparacién de medias de Tukey.

El cuadro 13 a continuacion presenta los datos obtenidos en la comparacién de medias por
medio de Tukey del programa INFOSTAT®.
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Cuadro 13. Comparacion de medias por medio de Tukey, para la variable rendimiento de
UFCl/g los 7, 14 y 21 dias de incubacion, para la interaccion de tratamientos y periodos de
dias.

TRATAMIENTOS DIAS MEDIAS GRUPO TUKEY
T1 21 2.36E+09 A
T2 21 1.75E+09 B
T1 14 1.61E+09 C
T2 14 1.29E+09 D
T1 7 1.24E+09 D
T2 7 9.49E+08 E
T4 21 7.02E+08
T4 14 5.77E+08 F G
T4 7 5.16E+08 G
T3 21 3.51E+08 H
T3 14 3.01E+08 H
T3 7 2.43E+08 H

Los resultados obtenidos en el cuadro 13 de la comparacion de medias, con el efecto de los
tratamientos y dias de incubacién. Se presenta una diferencia significativa en rendimiento
de UFC/g en distintos periodos de incubacion, destacandose mayor concentracion en
sustrato de arroz (T1) a los 21 dias de incubacién con produccién promedio de 2.36 x10°
UFC/g (figura 38A), en comparaciéon con los resultados reportados por Rodriguez Gamez et
al. (2017), logro un promedio en arroz de 3.15x108 UFC/g a los 15 dias de incubacion,
concentracion inferior a la presente investigacion.

Lo que quiere decir que los dias de incubaciéon es un dato importante para la toma de
decision de cuantos dias se debe de incubar los sustratos para tener un mayor rendimiento
de UFC/g. El sustrato de arroz presenté el mayor rendimiento de UFC/g en todos los
periodos de tiempo como se presenta en el cuadro 25A.

El segundo sustrato con el mejor rendimiento de UFC/g, fue el sustrato de maiz quebrado
(T2) presenté un rendimiento promedio de 1.75x10° UFC/g a los 21 dias de incubacion.
Como se presenta en la figura 39A, donde se presenta el crecimiento por dia de incubacion.
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Los tratamientos de arroz y maiz quebrado presentaron un mayor desarrollo de micelio y
concentracion de conidios presentaron en comun un alto contenido de almidén y proteinas
mediadamente, nutrientes necesarios para que exista un buen desarrollo de Beauveria
bassiana.

El sustrato de sorgo (T4) su mayor rendimiento lo obtuvo a los 21 dias con un rendimiento
promedio de 7.02x108 UFC/g. en comparacion de Rodriguez Gamez et al. (2017) obtuvo un
promedio en sorgo de 2.68x108 UFC/g el resultado es menor a la investigacion presente,
esto se pudo verse reflejado que en la investigacion los sustratos se inocularon por 21 dias
en comparacion a Rodriguez Gamez et al. (2017), citan que la incubacion fue por 15 dias.

El sustrato que reflej6 menor rendimiento de UFC/g a los 21 dias de incubacion fue el
sustrato de maiz blanco (T3) con una concentracion promedio de 3.51x10® UFC/g. Este
sustrato también presentd el menor rendimiento de UFC/g en los diferentes periodos de
incubacion. En la investigacion de Rodriguez Gamez et al. (2017), obtuvo una concentracion
menor a la investigacion realizada de 2.68x108 UFC/g.

Uno de los problemas que se presenta méas al momento de utilizar sustratos solidos para la
produccién masiva de conidios se relaciona con la alta compactacion que se presenta en
los sustratos. Cortez Madrigal (2007). Afecta principalmente en la aireacion interna y en la
reduccion en la produccion de conidios. Este problema puedo verse afectado en la presente
investigacion con Beauveria bassiana, en algunos sustratos utilizados como en maiz
guebrado y arroz presentando un aspecto apelmazado después de la esterilizacion debido
al exceso de humedad, pero se realizé un buen control de humedad por lo que no fue un
problema y no se vio afecta en la cantidad de concentracion de conidios presentes en estos
sustratos.

También como se presenté en la concentracion del maiz blanco se obtuvo la menor
concentracion esto pudo verse afecta por la calidad del producto pudo ser una materia prima
con mayor tiempo de almacenamiento o un producto de baja calidad.
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Se presenta en la figura 30 la distribucion de los tratamientos por dias de incubacién, como
fue dando un incremento por dias, el maximo en todos los tratamientos fue a los 21 dias de
incubacion.

Rendimiento de UFC/g de Beauveria bassiana

2.5E+09 2.36x10°

2E+09
1.75x10°

1.61x10

1.5E+09 . 23)(105-; 1.29x10°

9.48x108
1E+09 i

5.77x108 7_02)(108

3.51x10® 5.16x108
500000000 1 i : 3.01x108 ‘ i
2.43x10° l

T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo

Concentracion de conidios/ g

W 7 dias 14 dias ® 21 dias

Figura 30. Distribucion gréfica de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de UFC/g
en tres distintos periodos de incubacion.

2.7.2 Viabilidad de conidios

Para la determinacion de esta variable se realiz6 el conteo de conidios germinados y no
germinados de Beauveria bassiana de cada uno de los sustratos evaluados en distintos
periodos de tiempo a los 7, 14 y 21 dias de incubacién a las 24 hr, se tom6 en cuenta los
pardmetros establecidos por CENICAFE (1997) donde se considera que exista una
formulacién de calidad debe de tener una germinacion superior al 85 % en un periodo de 24
hr, debido a que un producto pierde su efectividad sobre los organismos a controlar. Este
parametro indica que una vez aplicado en el campo tiene que existir un efecto rapido sobre
la poblacion que se quiere combatir y en un corto periodo de exposicion en condiciones
medioambientales.
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En el cuadro 26A, presenta un resumen de los datos obtenidos en el laboratorio y tabulados
a la variable: viabilidad de conidios a los 7, 14 y 21 dias de incubacion a las 24 hr.

El grano de arroz en los distintos periodos de incubacion presenté la viabilidad, lo cual se
ve reflejado en la figura 31, con una viabilidad de 92.88 %, seguido de la gréfica en la figura
32, con una viabilidad de 95.11 % y presentando la mayor viabilidad a los 21 dias de
incubacion lo cual se ve reflejado en la grafica de la figura 33, con viabilidad 97.39 %.

Viabilidad de Beauveria bassiana a los 7 dias
de incubacion.
94 92.88%
92
90

87.70 %

88 87.04 %

. - .

T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo

86

Viabilidad de conidios

84

EDia7

Figura 31. Distribucién de los datos en respuesta a la variable: viabilidad, cada uno de los
tratamientos a los 7 dias de incubacion.
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Viabilidad de Beauveria bassiana a los 14 dias
de incubacion.

96 95.11%
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Figura 32. Distribucion de los datos en respuesta a la variable: viabilidad, cada uno de los
tratamientos a los 14 dias de incubacion.
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Figura 33. Distribucion de los datos en respuesta a la variable: viabilidad, cada uno de los
tratamientos a los 21 dias de incubacion.
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Se determind la viabilidad en tres periodos de tiempo de incubacion para establecer su
capacidad de establecerlo en el campo en un periodo de 24 hr de incubacion esto
dependiendo de las condiciones medioambientales que puedan existir.

Siempre cumpliendo con los parametros establecidos por CENICAFE (1997) donde se
considera que exista una formulacion de calidad debe de tener una germinacion superior al
85 %.

Cuadro 14. Resumen del ANDEVA para la variable porcentaje de viabilidad a 24 hr, los 7,
14 y 21 dias de incubacion.

F.V. SC gl F (cal) F (tab) p-valor
TRATAMIENTO 516.76 3 172.25 147.7 <0.0001
DIAS 338.44 2 169.22 145.09 <0.0001
TRATAMIENTO*DIAS 21.71 6 3.62 3.1 0.0103
Error 69.98 60 1.17

Total 946.88 71

Significancia estadistica 5 %, CV: 1.19 %.

Se realiz6 un analisis de varianza a la variable de respuesta: porcentaje de viabilidad en tres
periodos de incubacién a los 7, 14 y 21 dias de incubacion a las 24 hr. En el cuadro 14 se
demuestra que existid diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos con un nivel de
confiabilidad del 95 % para los porcentajes de germinacion evaluados y presenta un bajo
coeficiente de variacién de 1.19 %, lo que indica que las viabilidades para los distintos
periodos de incubacion son muy homogeéneas. Por lo cual se procede a realizar una prueba
de medias por el método de Tukey.

En el cuadro 15 a continuacién presenta la comparacion de medias por el método Tukey del
programa INFOSTAT® en respuesta de la variable: porcentaje de viabilidad en tres periodos
de incubacion los 7, 14 y 21 dias de incubacion a las 24 hr.



74

Cuadro 15. Comparacion de medias para la variable porcentaje de viabilidad a las 24 hr, los
7,14 y 21 dias de incubacion, para la interaccion de tratamientos por dias.

TRATAMIENTO DIAS MEDIAS GRUPO TUKEY
T1 21 97.39 A
T1 14 95.11
T2 21 94.59 B C
T1 7 92.88 C D
T4 21 92.63 C D
T2 14 92.42 D
T3 21 89.94
T4 14 89.09 F
T3 14 88.17 F
T2 7 87.70 F G
T4 7 87.04 F G
T3 7 85.71 G

Los datos obtenidos en la comparacion de medias presente en el cuadro 15 existe diferencia
significativa entre tratamientos, indica que el sustrato de arroz tuvo mayor viabilidad a los
21 dias de incubacién de 97.39 % (figura 42 inciso A), siendo el sustrato con mejor viabilidad
debido a que se acerc6 al 100 %, seguido de un grupo independiente con el sustrato de
maiz quebrado con viabilidad de 94.59 % (figura 42 inciso B). El sustrato de sorgo presentd
viabilidad a los 21 dias de 92.63 % (figura 42 inciso D) y el sustrato que presenté menor
viabilidad a los 21 dias fue el de maiz blanco con 89.94 % (figura 42 inciso C).

Todos los sustratos a los a partir del dia 7 de incubacion cumplieron con los parametros
establecidos por CENICAFE (1997) donde se considera que exista una formulacion de
calidad debe de tener una germinacion superior al 85 %, importante para estos agentes de
control biolégico.
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En la figura 34, se presenta el comportamiento el porcentaje de viabilidad de Beauveria
bassiana con respecto a los diferentes periodos de tiempos de incubaciéon a las 24 hr. En la
gréafica se presenta que a partir del dia 7 de incubacion en todos los sustratos sobre pasa el
85 % de viabilidad a las 24 hr, lo que quiere decir que Beauveria bassiana presentd una
germinacion excelente para poder ser aplicada en el campo, por lo que la germinacion en
los tres periodos de tiempo de incubacion es aceptable, presentando la mejor viabilidad de
todos los sustratos a los 21 dias de incubacion.

Viabilidad de Beauveria bassiana

100.00
98.00

97.39

96.00 95.11 94.59
8 9400 92887 92.42 92.63
2 92.00
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g 9000 37, 70 88.17 ’
T 88.00 87.04 |
he} 85.71
3 86.00 ‘ ‘
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> 84.00 ‘ ‘
82.00 ‘ ‘
80.00 - ‘ ]
78.00 —
T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo

B 7 dias m14dias ®21dias

Figura 34. Distribucién grafica de los datos en respuesta a la variable: viabilidad de conidios
en tres distintos periodos de incubacion.

2.7.3 Rendimiento de UFC/g de producto final

Se determind la concentracién de conidios por gramo del producto final, en este caso fue el
polvo, que se obtuvo de la extraccion de conidios a través del método de tamizado
manualmente, con la finalidad de saber si es apto para la elaboraciéon de productos para
control biolégico. Segun Monzon (2001) el rendimiento esta determinado por la cepa y por
el estado de la misma en un rango de 5x102 hasta 2.5x10'! UFC/g de polvo.

En el cuadro 16 presenta un resumen de los datos obtenidos en el laboratorio y tabulados
de la concentracion de conidios/g del producto final.
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Cuadro 16. Resumen de rendimiento de UFC/g del producto final.

RENDIMIENTO UFC/g DE COSECHA

REPETICIONES T1 ARROZ T2 MAlz T3 MAlZ
QUEBRADO BLANCO T4 SORGO
1 5.69E+09 3.65E+09 5.73E+08 1.43E+09
2 5.49E+09 3.21E+09 6.71E+08 1.17E+09
3 5.72E+09 2.68E+09 6.54E+08 1.23E+09
4 5.67E+09 2.49E+09 8.87E+08 1.28E+09
5 5.53E+09 3.47E+09 5.33E+08 1.35E+09
6 5.45E+09 3.64E+09 6.62E+08 1.50E+09
PROMEDIO 5.59E+09 3.19E+09 6.63E+08 1.33E+09

Los datos presentados en el cuadro 16, se presenta los promedios de rendimiento de UFC/g
de cada uno de los sustratos, se utilizaron para el andlisis de varianza para observar si
existe una diferencia significativa entre los sustratos evaluados.

En el cuadro 17 a continuacion presenta los datos obtenidos del ANDEVA en el cual fue

realizado en el programa INFOSTAT ®.

Cuadro 17. Resumen del ANDEVA para la variable rendimiento de UFC/g del producto final.

F.V. SC Gl F (cal) F (tab) p-valor
TR 8.78E+19 3 2.93E+19 400.39<0.0001
Error 1.46E+18 20 7.3107E+16

Total 8.93E+19 23

Significancia estadistica 5 %, CV: 10.04 %.



77

Se realizo el analisis de varianza para la concentracién de conidios/gramos para el producto
final, en el cuadro 17 se presenta que existio diferencia significativa (p<0.05) en los
tratamientos con un nivel de confiabilidad del 95 % para la concentracion de
conidios/gramos del producto final, por lo que se procedi6 a realizar la prueba de Tukey.

En el cuadro 18 a continuacion se presenta los datos obtenidos en la comparacion de
medias por el método de Tukey realizado en el programa INFOSTAT®. para rendimiento de
UFC/g de producto final.

Cuadro 18. Comparacion de medias por medio de Tukey, para el rendimiento UFC/g del
producto final.

TRATAMIENTOS MEDIAS GRUPO TUKEY

T1 5.59E+09 | A

T2 3.19E+09 B

T4 1.33E+09 C

T3 6.63E+08 D

Los datos obtenidos en la comparacion de medias presentadas en el cuadro 18 se puede
observar que el sustrato de arroz presentdé la mayor concentracion promedio de
5.59x10° UFC/g, en comparacion en la investigacién de Calel Hernandez (2019) presentd
una concentracion promedio de 1.99x10* UFC/g, como se observa fue mayor en la
investigacion presente. Presenta similitud estadistica independiente de los otros sustratos.
De la misma manera que los otros tres sustratos presentan similitudes independientes con
la concentracion de UFC/g.

El segundo sustrato con mayor rendimiento de UFC/g fue maiz quebrado con una
producciéon de 3.19x10° UFC/g, en comparacion a Calel Hernandez (2019) cita que el
sustrato de Maiz quebrado presentd una concentracion de 1.53x104 UFC/g, concentracion
menor a los resultados obtenidos en la presente investigacion. El sustrato sorgo presento
una produccién promedio del producto final cosechado de 1.33x10° UFC/g, Calel Hernandez
(2019) cita que el sustrato sorgo presentd una produccién de 1.71x10* UFC/g, se obtuvo un
mejor manejo de la produccién y los dias de incubacién, la menor concentracion del
producto final cosechado lo presento el sustrato de maiz blanco con una concentracion
promedio de 6.63x10% UFC/g.
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Las concentraciones de todos los tratamientos del producto final se encuentran en el
promedio de la concentracion aceptada de la concentracion de conidios/gramo segun
Mozon (2001) esta determina en un rango de 5x10° hasta 2.5x10%! UFC/g de polvo. Por lo
cual las concentraciones mas altas siendo estas los sustratos de arroz y maiz quebrado son
ideales para la formulacion de productos para el control bioldgico.

Se presenta en la figura 35, la distribucién de los tratamientos en repuesta a la concentracion
de conidios/gr del producto final cosechado, la maxima concentracién se present6 en el
sustrato de arroz.

Rendimiento de UFC/ g de producto final

6E+09 5.59x10°
5E+09

4E+09

3.19x10°

3E+09

2E+09

Concentracion de conidios/g

1.33x10°
1E+09 6.63x108
. N—
T1 Arroz T2 Maiz quebrado T3 Maiz blanco T4 Sorgo

H Producto final

Figura 35. Distribucion grafica de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de UFC/g
del producto final cosechado.

2.7.4 Viabilidad de producto final

Se obtuvieron datos de la viabilidad del producto final para tener un control de calidad, para
la formulacién de productos biolégicos. Monzon (2001), indica que para que un producto se
considere de buena calidad debe de tener un porcentaje de germinacion cercano al 100 %
a las 24 hr de incubacion, con el tiempo de almacenamiento del producto tiende a perder su
viabilidad y se reduce la capacidad de establecerse en el campo, reduciendo la efectividad
sobre el agente a controlar.
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En el cuadro 19 presenta un resumen de los datos obtenidos en el laboratorio y tabulados

de la viabilidad del producto final.

Cuadro 19. Resumen de la viabilidad del producto final.

VIABILIDAD DEL PRODUCTO COSECHADO
REPETICIONES | T1 ARROZ | T2 MAIZ QUEBRADO | T3 MAIZ BLANCO | T4 SORGO
1 99.25 97.89 88.77 94.34
2 98.56 98.67 92.56 92.67
3 99.15 99.78 90.16 93.45
4 99.34 95.89 89.23 91.45
5 99.39 97.78 91.34 97.28
6 98.56 96.45 93.78 95.25
PROMEDIO 99.04 97.74 90.97 94.07

Los datos presentados en el cuadro 19, se presentan los promedios de porcentaje de
germinacion de cada uno de los sustratos evaluados, se utilizaron para el analisis de
varianza para observar si existe una diferencia significativa entre los sustratos evaluados.

En el cuadro 20 a continuacién presenta los datos obtenidos del ANDEVA en el cual fue

realizado en el programa INFOSTAT ®.

Cuadro 20. Resumen del ANDEVA para la variable porcentaje de viabilidad a 24 hr del

producto final.

Significancia estadistica 5 %, CV: 1.67 %.

F.V. SC gl F (cal) F (tab) p-valor
TR 240.57 3 80.19 31.49/<0.0001
Error 50.93 20 2.55

Total 291.50 23
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Se realizo el analisis de varianza para el porcentaje de germinacién para el producto final,
en el cuadro 20 se presenta que existio diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos
con un nivel de confiabilidad del 95 % para el porcentaje de germinacion del producto final,
por lo que se procedio a realizar la prueba de medias por el método de Tukey.

En el cuadro 21 a continuacion se presenta obtenidos en la comparacién de medias por el
método de Tukey realizado en el programa INFOSTAT ® para el porcentaje de germinacion.

Cuadro 21. Comparacion de medias para el porcentaje de viabilidad del producto final.

TRATAMIENTO MEDIAS GRUPO TUKEY
Tl 99.04 A
T2 97.74 A
T4 94.07 B
T3 90.97 C

En la comparacion de medias para el porcentaje de germinacién a las 24 hr de incubacion
del producto final existid diferencia significativa, el sustrato de arroz, presenta el mejor
resultado de porcentaje de germinacion de 99.04 %, sin embargo, el sustrato de maiz
quebrado estadisticamente no es significativa con el sustrato de arroz con un porcentaje de
germinacion de 97.74 %, sin embargo, superado el sustrato de arroz.

El sustrato de sorgo con un porcentaje de germinacion de 94.07 % y el sustrato de maiz
blanco con un porcentaje de germinacion de 90.97 % se alejan de las similitudes
estadisticas al estar en grupos independientes al de los sustratos de arroz y maiz quebrado.
Todos los sustratos cumplen con lo establecido por Monzon (2001) que se obtenga un
porcentaje de germinacion cerca al 100 %. El sustrato de arroz es recomendable para la
elaboracion de productos bioldgicos.
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Se presenta en la figura 36, la distribucion de los tratamientos en repuesta a la viabilidad del
producto final cosechado, la maxima viabilidad se present6 en sustrato de arroz.

Viabilidad de producto final
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Figura 36. Distribucion grafica de los datos en respuesta de la variable: viabilidad del
producto final cosechado.

2.7.5 Rendimiento en g/kg de producto final

Se tomaron los datos del rendimiento del producto final del peso del polvo cosechado, por
lo cual se pesé la cantidad de polvo cosechado de Beauveria bassiana por bandeja de cada
uno de los sustratos evaluados por el método de tamizado. Monzon (2001) indica que el
rendimiento en el proceso semi-industrial puede variar de 200 g a 300 g de polvo/kg para
Beauveria bassiana.

En el cuadro 22 presenta un resumen de los datos obtenidos en el laboratorio y tabulados
del rendimiento en g/kg del producto final cosechado.
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Cuadro 22. Resumen del rendimiento del producto final cosechado.

REPETICION RENDIMIENTO g/kg

T1 T2 T3 T4
1 36.72 34.40 13.94 20.90
2 36.45 34.21 13.72 19.80
3 32.78 33.12 15.98 18.50
4 41.23 26.34 12.80 21.80
5 40.50 30.16 11.57 17.70
6 33.12 36.23 14.79 23.50
PROMEDIO 36.80 32.40 13.80 20.40

TOTALES DE RENDIMIENTO g/kg

T1 T2 T3 T4

TOTAL 220.80 194.46 82.80 122.20

En el cuadro 23 a continuacién presenta los datos obtenidos del ANDEVA en el cual fue
realizado en el programa INFOSTAT®.

Cuadro 23. Resumen del ANDEVA para la variable rendimiento de g/kg del producto final.

F.V. SC Gl F (cal) F (tab) p-valor
TR 2029.23 3 676.41 83.43<0.0001
Error 162.16 20 8.11

Total 2191.39 23

Significancia estadistica 5 %, CV=11.02 %.
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Se realizo el analisis de varianza para el rendimiento de polvo cosechado de Beauveria
bassiana, en el cuadro 23 se presenta que existié diferencia significativa (p<0.05) en los
tratamientos con un nivel de confiabilidad del 95 % para el rendimiento de producto final,
por lo que se procedio a realizar la prueba de medias por el método de Tukey.

En el cuadro 24 a continuacion se presenta obtenidos en la comparacién de medias por el
método de Tukey realizado en el programa INFOSTAT® para el rendimiento de polvo
cosechado de Beauveria bassiana.

Cuadro 24. Comparacion de medias para el rendimiento de g/kg del producto final.

TRATAMIENTO MEDIAS GRUPO TUKEY
T1 36.80 | A

T2 3241 | A

T4 20.37 B

T3 13.80 C

En la comparacion de medias para el rendimiento de polvo cosechado de Beauveria
bassiana, se puede observar que el sustrato de arroz, presenta el mejor resultado de
rendimiento de 36.80 g/kg.

El sustrato de maiz quebrado estadisticamente no es significativo con el sustrato de arroz
se obtuvo un rendimiento de 32.41 g/kg. El sustrato de sorgo con rendimiento de 20.37 g/kg
y el sustrato de maiz blanco con un rendimiento de 13.80 g/kg se alejan de las similitudes
estadisticas al estar en grupos independientes al de los sustratos de arroz y maiz quebrado.
El rendimiento de maiz blanco en comparacién de Jaramillo (2019) fue de 6.50 g/kg, siendo
menor al rendimiento de la presente investigacion 13.80 g/kg esto se pudo dar porque existio
un mejor manejo de la investigacion.

El sustrato de arroz es el unico que cumplen con lo establecido por Monzon (2001) sefiala
que el rendimiento en el proceso semi-industrial puede variar de 200 g a 300 g de polvo/kg
para Beauveria bassiana.
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Se presenta en la figura 37, la distribucion de los tratamientos en repuesta al rendimiento
del producto final cosechado, el maximo rendimiento se presentd en sustrato de arroz.
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Figura 37. Distribucién grafica de los datos en respuesta a la variable: rendimiento de g/kg
del producto final.
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2.8 CONCLUSIONES

1. En base de los resultados obtenidos se puede concluir que el arroz es el mejor de los
cuatro sustratos evaluados, presentdé mayor cantidad de conidios de Beauveria bassiana,
durante los distintos periodos de incubacion evaluados, principalmente a los 21 dias, donde
se obtuvo una concentracién de 2.36x10° UFC/g, cumpliendo con los estandares de calidad
para la elaboracién de productos bioldgicos. El producto final del polvo cosechado presento
una concentraciéon de 5.59x10° UFC/g y un rendimiento de 220.80 g/kg; esto indica que el
arroz es el sustrato idéneo para la propagacion masiva de Beauveria bassiana.

2. El mayor porcentaje de germinacion de esporas de Beauveria bassiana se presentd en
el sustrato de arroz a los 21 dias de incubacion, donde se obtuvo una viabilidad de 97.39
%, esto indica que al momento de ser aplicado en el campo tiene que existir un efecto rapido
sobre la poblaciébn que se quiere combatir y en un corto periodo de exposicion en
condiciones medioambientales, debido a present6 una viabilidad mayor al 85 %. El producto
final de polvo cosechado presentd una viabilidad de 99.04 %. Por lo tanto, es ideal su
aplicacion en campo.



86
2.9 RECOMENDACIONES

1. Se recomienda utilizar el sustrato de arroz para la propagacion masiva de Beauveria
bassiana debido a que presentd las mejores caracteristicas en produccion, con el mayor
rendimiento y viabilidad a los 21 dias de incubacién y mayor rendimiento del producto final
del polvo cosechado.

2. Se recomienda evaluar distintas presentaciones de arroz, siendo las mas comerciales:
arroz precocido, arroz de rechazo, arroz quebrado, arroz integral, arroz vaporizado, entre
otros; por ser el sustrato mas eficiente para la propagacion de Beauveria bassiana.

3. Se sugiere que durante el proceso de inocular y de deshidratacién de los sustratos es
necesario mantener una cubierta en las bandejas en los primeros 3 dias, con la finalidad de
proporcionar un mejor desarrollo de micelio para que exista un mayor desarrollo de
estructuras reproductoras.

4. Evaluar diferentes sustratos de bajo costo para propagacion masiva de Beauveria
bassiana y la efectividad de conidios en ensayos formulados en campo, sobre una plaga de
importancia econémica.
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2.11 ANEXOS

Cuadro 25A. Resumen del rendimiento de UFC/gr de cada uno de los tratamientos a los 7,

14 y 21 dias de incubacion.

Concentracion de conidios/gr alos 7 dias

Repeticiones

T1 Arroz

T2 Maiz
guebrado

T3 Maiz
blanco

T4 Sorgo

1.18E+09

9.37E+08

3.18E+08

5.28E+08

1.22E+09

1.04E+09

1.88E+08

5.63E+08

1.29E+09

9.85E+08

2.57E+08

4.78E+08

1.23E+09

9.25E+08

2.47E+08

5.22E+08

1.27E+09

9.42E+08

2.02E+08

5.42E+08

OO~ WIN

1.22E+09

8.62E+08

2.48E+08

4.62E+08

PROMEDIO

1.23E+09

9.48E+08

2.43E+08

5.16E+08

Conce

ntracion de conidios/gr a los 14 dias

Repeticiones

T1 Arroz

T2 Maiz
guebrado

T3 Maiz
blanco

T4 Sorgo

1

1.67E+09

1.26E+09

3.37E+08

6.37E+08

1.68E+09

1.33E+09

2.85E+08

5.42E+08

1.59E+09

1.34E+09

3.27E+08

5.58E+08

1.65E+09

1.23E+09

2.63E+08

5.25E+08

1.51E+09

1.31E+09

2.42E+08

6.12E+08

(2B K20 NN NS R N

1.58E+09

1.27E+09

3.52E+08

5.88E+08

PROMEDIO

1.61E+09

1.29E+09

3.01E+08

5.77E+08

Conce

ntraciéon de conidios/gr alos 21 dias

Repeticiones

T1 Arroz

T2 Maiz
guebrado

T3 Maiz
blanco

T4 Sorgo

1

2.33E+09

1.74E+09

2.82E+08

5.78E+08

2.26E+09

1.84E+09

2.50E+08

7.32E+08

2.39E+09

1.82E+09

4.15E+08

7.83E+08

2.42E+09

1.69E+09

3.72E+08

6.95E+08

2.55E+09

1.65E+09

4.38E+08

7.65E+08

OO WIN

2.22E+09

1.77E+09

3.48E+08

6.60E+08

PROMEDIO

2.36E+09

1.75E+09

3.51E+08

7.02E+08

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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Cuadro 26A. Resumen de la viabilidad de cada uno de los tratamientos a las 24 hr a los 7,
14 y 21 dias de incubacion.

Viabilidad a las 24 horas alos 7 dias
Repeticiones | T1 Arroz T2 Maiz T3 Maiz T4 Sorgo
guebrado blanco
1 91.82 86.65 84.87 86.47
2 92.84 89.04 85.01 87.77
3 92.4 88.2 85.58 87.17
4 92.57 85.91 84.54 87.1
5 93.86 89.89 85.77 87.52
6 93.8 86.48 88.47 86.2
PROMEDIO 92.88 87.70 85.71 87.04
Viabilidad a las 24 horas a los 14 dias
Repeticiones | T1 Arroz T2 Maiz T3 Maiz T4 Sorgo
guebrado blanco
1 95.81 94.52 88.02 88.21
2 93.97 92.62 89.75 87.9
3 95.66 91.61 88.14 89.33
4 94.34 91.73 86.17 89.19
5 95.57 92.09 87.81 89.64
6 95.28 91.96 89.1 90.26
PROMEDIO 95.11 92.42 88.17 89.09
Viabilidad a las 24 horas alos 21 dias
Repeticiones | T1 Arroz T2 Maiz T3 Maiz T4 Sorgo
guebrado blanco
1 98 95.07 89.19 94.11
2 97.69 94.83 89.28 92.48
3 97.11 93.7 91.3 91.13
4 97.1 94.59 88.78 93.76
5 96.98 95.14 89.16 90.64
6 97.44 94.2 91.92 93.65
PROMEDIO 97.39 94.59 89.94 92.63

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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Fuente: elaboracién propia, 2020.

Figura 38A. Sustrato arroz (T1) crecimiento de Beauveria bassiana en los distintos periodos
de incubacion. A. 7 dias de incubacién B. 14 dias de incubacion C. 21 dias de incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 39A. Sustrato maiz quebrado (T2) crecimiento de Beauveria bassiana en los distintos
periodos de incubacién. A. 7 dias de incubacion B. 14 dias de incubacion C. 21 dias de
incubacion.
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 40A. Sustrato sorgo (T4) crecimiento de Beauveria bassiana en los distintos periodos
de incubacion. A. 7 dias de incubacion B. 14 dias de incubacién C. 21 dias de incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 41A. Sustrato maiz blanco (T3) crecimiento de Beauveria bassiana en los distintos
periodos de incubacion. A. 7 dias de incubacion B. 14 dias de incubacion C. 21 dias de
incubacion.
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 42A. Germinacion de Beauveria bassiana. A. Sustrato arroz, conidios germinados.
B. Sustrato maiz quebrado, conidios germinados. C. Sustrato maiz blanco, conidios
germinados.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 43A. Sustratos embolsados para su almacenamiento. A. Sustrato arroz embolsado
B. Sustrato maiz quebrado embolsado. C. Sustrato maiz blanco embolsado D. Sustrato
sorgo embolsado.
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3.1 PRESENTACION

Exportadora ENLASA S.A., es una empresa guatemalteca fundada en enero del 2000,
formula, desarrolla, produce y comercializa insumos de calidad al mercado agropecuario y
agroindustrial, es una marca reconocida a nivel global principalmente del sector de la
nutricion y sanidad vegetal.

ENLASA es reconocida principalmente por sus productos biolégicos, tanto a nivel local como
internacional. Por lo tanto, los productos biolégicos son indispensables para la empresa,
estos son elaborados en el laboratorio de Microbiologia.

En el laboratorio se realizan otras actividades como: analisis microbiologicos,
antibiogramas, elaboracion de medios de cultivos, pruebas de bacterias, identificacion de
nematodos, alistamiento de cepas.

Por lo que en los servicios se establecié la elaboracion de manuales de los procesos
internos del laboratorio y un andlisis microbiol6gico en este caso fue un andlisis de mano en
una linea de produccion de los productos biolégicos. También se realizé un servicio en el
area de registros, en la tabulacion de indicies de capacidad de desempefio para tener el
control de los estados de procesos de la produccién de los productos terminados.
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3.2 OBJETIVOS

3.21 Objetivo general

Colaborar en las distintas actividades técnicas y agricolas, para completar las necesidades
dentro del laboratorio de Microbiologia y area de registros, en exportadora ENLASA S.A.
3.2.2 Objetivos especificos

1. Elaborar un manual de los principales procesos internos en el laboratorio de
Microbiologia.

2. Realizar la tabulacion de la informacién de los indices de capacidad y desempefio de
productos terminados para el area de registros.

3. Realizar un andlisis de manos por el método de hisopado con la finalidad de conocer
la situacion de los trabajadores de produccién de productos bioldgicos, elaborados
en laboratorio de Microbiologia.
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3.3 SERVICIO 1: MANUAL DE LOS PRINCIPALES PROCESOS INTERNOS EN EL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

3.3.1 OBJETIVOS

A. Objetivo general

Elaborar un manual de los principales procesos internos en el laboratorio de Microbiologia.

B. Objetivos especificos

1. Identificar los principales procesos del laboratorio de Microbiologia.
2. Describir cada uno de los procesos del laboratorio.

3. Proporcionar los conceptos y las practicas fundamentales, frecuentemente aplicadas en
el laboratorio.

3.3.2 METODOLOGIA

La obtencién de la informacion para la elaboracion de los procesos internos en el laboratorio,
fue necesario la utilizacion de informacion de origen primario y secundario. Con el objetivo
de obtener un manual que pueda orientar al técnico y futuros auxiliares, epesistas o
cualquier persona que se encuentre en el laboratorio para poder realizar los procesos
internos.

La informacion primaria se realiz6 por medio de una entrevista con el técnico del laboratorio
de Microbiologia, en la cual se dio a conocer los procesos que se llevan a cabo dentro del
laboratorio y en las distintas areas que se llevan a cabo dichos procesos.

Posteriormente, se recopild la informacién secundaria. Esta se obtuvo mediante
investigacion en libros, revision de tesis, manuales microbiolégicos, sitios web. Cabe
mencionar que tuvo cuidado en las fuentes para la obtencion de dicha informacién para
obtener informacién de confianza y calidad.

Con la informacién obtenida, se procedi6 a la elaboracién del manual, utilizando recursos
como computadora, programa Word y documentos. Por ultimo, se procedio a la impresion
del manual para el area del laboratorio de Microbiologia.
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3.3.3 RESULTADOS

Se obtuvo un manual técnico de los principales procesos internos del laboratorio de
Microbiologia, el cual fue entregado al técnico del laboratorio con el fin de que existiera una
revision bibliografica de los dichos procesos. Es indispensable que exista un manual que
presente de manera formal los procedimientos y que se tenga las herramientas basicas para
trabajarlos.

A. MANUAL DE LOS PRINCIPALES PROCESOS INTERNOS EN EL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

El manual de procesos internos en el laboratorio de Microbiologia cuenta con cinco
capitulos, estos procesos fueron descritos en el manual debido a que son los procesos que
se realizan con mas frecuencia en el laboratorio, entre los cuales se abordaron los siguientes
procesos: aislamiento de bacterias y hongos, elaboracion de medios de cultivos,
antibiogramas, identificacion de nematodos y tincion de Gram.

1. El aislamiento de bacterias y hongos se realiza, en la mayoria de veces mediante la
técnica de estriado en cajas Petri con agar y en fermentacion liquida, dependiendo de
las bacterias y hongos se utiliza un medio de cultivo para el agar y los fermentos liquidos.
Estos se utilizan para la elaboracion de productos biolégicos y para la elaboracion y
mantenimiento del cepario dentro del laboratorio (Zufiga 2012).

2. Los principales medios de cultivos que se elaboran en el laboratorio son: agar nutritivo,
agar agua, agar papa dextrosa agar (PDA), agar Sabouraud, agar MP (originario del
laboratorio) agar nutritivo, caldo agar papa dextrosa agar (PDA) y caldo nutritivo.

3. Los antibiogramas son métodos in vitro utilizados para determinar la susceptibilidad de
los microorganismos a una diversidad de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de
laboratorio (Pedrique 2002).

Los antibiogramas se basan en saber si un producto es bueno, si se requieren mejoras
o el producto no sirve, el cual depende de la presencia de halos de inhibicién (es un
método simple de resumir la zona alrededor de un disco de antibidético en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento del microorganismo en una placa de
agar inoculada con el producto). lo cual quiere decir que si existe un halo de inhibicion
en el agar quiere decir que el producto es bueno, si no existe un halo de inhibicién o el
halo de inhibicion es menor y el pigmento no es el adecuado y existe sequedad quiere
decir que se necesita mejoras en el producto y cuando no existe halo de inhibicién quiere
decir que el producto no sirve el tiempo estimado para la elaboracion de antibiogramas
se realiza una vez al mes con distintos productos.
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4. Para la identificacion de nematodos dentro del laboratorio se utilizan los métodos de:
Obtencién de quistes de raiz en flotacion y de embudo de Baermann, estos se realizan
para la elaboracion de ensayos para la elaboracion de productos biolégicos para tratar
nematodos principalmente en el cultivo de banano.

5. La Tincién de Gram consiste en realizar una prueba de 20 pasos aproximadamente, con
la que es posible identificar los diferentes grupos de bacterias para asi poder estudiarlas
y clasificarlas en:

- Bacteria Gram + (Gram positiva) se tifie de color azul-violeta.
- Bacteria Gram — (Gram negativa) se tifie de color rojo-rosado (Esau Lopez Jacome
et al. 2014).

El aislamiento de bacterias y hongos, se realiza semanalmente para la elaboracién de
productos biolégicos para la venta nacional e internacional, también se realizan con la
finalidad de reconocimientos de bacterias y hongos para la implementacion de una
investigacion para un producto nuevo y principalmente para el mantenimiento del cepario.

La elaboracion de medios de cultivos, se hace un monitoreo en el inventario cada 5 dias
para tener conocimiento de la cantidad de cajas Petri o frasco de vidrio con tapa, con los
distintos medios y si existe ineficiencia en alguno se hace la notificacién para la elaboracion.

Los antibiogramas se realizan principalmente para la verificacion de un producto si esta
cumpliendo con los estandares de calidad o si necesita una mejora, también se realizan
pruebas cada 15 dias 0 un mes para distintas investigaciones para mejoras de productos
ya establecidos o para productos nuevos que se pretenden lanzar al mercado nacional e
internacional.

La identificacion de nematodos es eventualmente, debido a que se realizan cuando se
requiere establecer una investigacion de un cultivo especifico y realizar un nuevo producto
para poder combatirlos y proceder a la realizacién y venta del producto.

La tincién de Gram se realiza para la verificacion de andlisis microbiologicos de calidad a
mezclas, pre mezclas y producto terminado.

Se presentd un resumen de los cinco capitulos descritos en el manual, elaborado por Emeli
Ramirez, el cual fue impreso y entregado al Jefe inmediato y el técnico de microbiologia, el
cual es utilizado actualmente en el laboratorio.
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3.3.4 EVALUACION

1. Este documento se realiz6 con el objetivo de que en el laboratorio existiera un manual
de los principales procesos internos, para que el técnico o cualquier persona que trabaje
dentro del laboratorio pueda tener una revision bibliografica de dichos procesos.

2. El manual fue revisado por el jefe inmediato y el técnico del laboratorio, por lo que fue
aprobada y se esta utilizando actualmente. Principalmente por si surgen dudas técnicas
de algun proceso interno, puedan orientarse en los materiales y equipo y en los
procesos.

3.3.5 CONCLUSION

Se elabor6 un manual con los principales procesos internos que se realizan en el laboratorio
de Microbiologia, describiendo los materiales y equipo a utilizar y los procedimientos, para
poder realizar dichos procesos. Con el fin de poder ser proporcionado al técnico del
laboratorio para su uso diario y que cualquier persona que llegue a trabajar al laboratorio
pueda utilizarlo para poder guiarse.

3.3.6 RECOMENDACION

Actualizar cada afio el manual de los principales procedimientos e incorporar nuevos
procesos 0 nuevas metodologias que sean mas actualizadas o ir a adaptando dichos
procesos a los utilizados en el laboratorio, para poder garantizar resultado de mayor calidad.
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3.3.7 ANEXOS

e
L identificacion de Mematodos

ENLASA

Fecha ds Cmilgdre Ba. D Elicidee 01 Fawcha da e 20040 Flgira: 18 1L

PROCEDIMIENTO PARA IDENTIFICACION DE NEMATODOS

1. OBJETIWO
Identificacion de nematodos por distintos métodas.

2. DEFIMICIONES ¥ ABREVIATURAS
2 1.DEFINICIONES

Memaiodo son un filo de vermes pseudocalomados. & cuarto flia mas grande del reing animal Son
organismes esenclaiments 3CWANcos, uUngue prolferan tamolén en amblentes temestres. Se
dstinguen por ser pssugocsiomados. Existen especles o= vida lore, marnas, en el sulo, y
eSpecies Darasias o2 plantas yanimakes,  Incluyendo & hombre.  Son agenies  causales
de Enfermedades O fransmisken  allmentaday  provocan  enfefmedades como
13 tiguinosls, flanasls, anisaklasks, anquilosiomiasls, ascanasls, estronglioidiasks, tnxocariasis, abo.

2.2 ABREVIATURAS

»  pun Policiornen de vinlo

s Ccm Centimeatms

« ml MINkro

= mm milimetros

« g gramas

. o centimetro clblco

*  pm Revoludiones Par Minuio

3. PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

3.1.EQUIPC DE PROTECCION PERSONAL (EPF}
»  Gafas de Profeccian,
= Guantes,
« Fopa de segundad (Data)
3.2_MANEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS
Mo aplica.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 44A. Caréatula del manual de identificacion de nematodos.
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L Realizacion de antibiograma

ENLASA

Fecha d8 Crilmidrc CEM . P Fachil s Do oo 2004 000 Flggiria: 1 3 &

PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR ANTIBIOGRAMAS

1. OBJETNG
Realizar ensayos de sensibilidad de um cultive bacterano de distintos

antibidticos.

Z. DEFINICIOMES ¥ ABREVIATURAS

2.1. DEFIMNICIONES
El antibiograma es la prueba microbiclogica gque se realiza para determinar la
suscepiibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteriaa un grupo de
antibigticos.

22 ABREVIATURAS

« P35l Libras por pulgada cuadrada por sus siglas en
inglés

. °C Grados centigrados

& MM MI“FI"'E'J'C‘

3. FRECAUCIONES DE SEGURIDAD

3.1.EQUIFC DE PROTECCION PERSOMNAL (EFF)
¢ (Guanies,
+ Proteccion respiratoria
¢ Ropa de seguridad (bata)

3.2.MANEJO DE RESIDUOS PELIGROS0OS
Mo aplica.

3. 3. PRECAUCIONES ESPECIALES
+ Esimportante y de caracter cbligatorio que se utilice el EPP indicado
an &l inciso antenor.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 45A. Caratula del manual de antibiogramas.
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L Medios de cultivos

ENLASA

Faechah i Corilicire M. Dw Ecdiciére 01 bl ik Dl 25004 00 Pl 1 de §

FROCEDIMIENTO PARA ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVOS

1. OBJETIVO ¥ ALCANCE
Elaboracion de medics de cultivos para distintos microcrganismos.

2. DEFINICIONES Y AEBREVIATURAS
2.1. DEFINICIONES

Un medio de cultivo es una técnica de laboratorio (vease microbiclogia) que
consta de umgel o una sclucion gue contiene los nutrientes necesaros para
permitir, en condiciones fawvorables de pH ytemperatura, el crecimiento
de wirus, microorganismos, celulas, tejidos vegetales o incluso
pequenas plantas.

22 ABREVIATURAS

= PDA PAPA DEXTROSA AGAR

g Gramaos

= PS5l Libras por pulgada cuadrada por sus siglas en
nales

« ml mililitro

« CC Grados centigrados

3. PRECAUCIONES DE SEGURIDAD
2.1. EQUIPO DE PROTECCION PERSOMAL (EPP)

Calzado de Sequridad,
Guantes,

Prodeceitn respirataria
Ropa oe seguridad (Data)

3.2.MANE.JO DE RESIDUOS PELIGROS0OS
Mo aplica.

33 .PRECAUCIOMES ESPECIALES
* Es importante y de caracter cbligatorio gue se utilice el EPP indicado
en el inciso anterior.

Fuente: elaboracion propia, 2020

Figura 46A. Caréatula del manual de medios de cultivos.
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L Aizlamiento de hongos v bacterias

Y Preservacion e cepas
ENLASA

Facha e Dordabden: Jol VO 000 Bda. (D Eicied 011 Ferta ds Lalis Fighnia 1 ds &

PROCEDIMIENTD FARA AISLAMIENTO Y PRESERVACION DE CEPAS

1. OBJETIVO Y ALCAMCE
Establecer &l método mejor para la obtencidn de aislamiento y preservacion de cepas.
2. DEFINICIONES ¥ ABREVIATURAS

21, DEFINICIONES

Aislamiento es |a separacidn de un determinado microorganismo del resto gue lo
acompania.

Preservacion de cepas consiste &n mantener viables las cepas, eliminando la necesidad de
repiques frecuentes, impidiendo asi las mutacionss en general, una de cuyas consecuencias
s |la pérdida de vindencia.

22 ABREVIATURAS

= g Gramos

« ml MillRre

s "C Grados Celslus

« ol ECTGIRrD

« om? Centimatns cuadrados

«  PEI Libfas por puigada cuadrada por sus sIas en Ingles
" S cantimetno cobleo

3. PRECAUCIONES DE SEGURIDAD
3.1.EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL (EFF)

Calkzado de Seguridad,
Guantes,
Proteccion respiratoria

* Fopa de seguridad (bata)
3.2.MAMEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS

Mo aplica.

I3 PRECAUCIONES ESPECIALES

+ Es importante y de caracter obligatorio que se utilice el EPF indicado
en &l inciso anterior.

Fuente: elaboracion propia, 2020

Figura 47A. Caratula del manual de aislamiento de hongos y bacterias.
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L Tincion de Gram

ENLASA

Feic b, ch Do Tl 3000 . (Das Eidicidne i1 | Fecha dha [d ko Figina 1 ds 5

PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR UNA TINCION DE GRAM

1. OBJETIWVO Y ALCANCE

Establecer & método para ka elaboracion de una fincion de Gram.
2. DEFIMICIONES ¥ ABREVIATURAS
2.1. DEFINICION

La tincion de Gram es un fipo de tincion que se realiza sobre las bacterias para obsenarias
miejor bajo el microscopio. a se puede observar la muestra al microscopio donde se
visualizaran de colorvicleta las Gram positivas y de color rosa-rojizo las Gram
negativas.

22 ABREVIATURAS

» g Gramos

s ml MulErD

v "0 Grados Celslus

. ol LT

- cantimeins cobics

3. PRECAUCIONES DE SEGURIDAD
3.1.EQUIPO DE PROTECCION PERSOMAL (EPF)

» Calzado de Seguridad,

» Guanies,

+ Proteccion respiratoria

* Ropa de seguridad [bata)

3.2 MANE.JO DE RESIDUOS PELIGROSOS
Mo aplica.

3. 3.PRECAUCIONES ESPECIALES
+ Esimportante y de caracter cbligatorio que se ufiice el EFF indicado
en el inciso anterior.

Fuente: elaboracion propia, 2020

Figura 48A. Caréatula del manual de tincion de Gram.
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3.4 SERVICIO 2. TABULACION DE LA INFORMACION DE LOS INDICES DE
CAPACIDAD Y DESEMPENO DE PRODUCTOS TERMINADOS

3.41 OBJETIVOS

A. Objetivo general

Establecer la informacion de los indices de capacidad y desempefio de productos
terminados para su tabulacion y uso en las hojas de seguridad y certificados.

B. Objetivos especificos

1. Determinar la informacién para la tabulacion de los indices de capacidad y desempefio.
2. Categorizar los indices de capacidad y desempefio.

3. Describir cada uno de los indices de capacidad y desempefio en los formatos
establecidos.

3.4.2 METODOLOGIA

La obtencion de la informacién para la tabulacion de informacion de los indices de capacidad
y desempefio de productos terminados, fue proporciona por el estadistico del area de
registros. El cual se realizaron con el Software statgraphics centurion 18.

Se obtuvieron las graficas y los indices maximos, minimos, promedios, las variables CP,
CPK PP, PPK 'y DPMO. Con dicha informacion se procedio a la tabulacion de la informacion
en una estructura previamente realizada en el programa de Excel, para cada producto
terminado.

Luego de la tabulacion de la informacién esté fue subida al Onedrive y al sharepoint de la
empresa, para que esta pueda estar a la disposicién del personal de laboratorio de calidad
y el personal del area de registros.
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3.4.3 RESULTADOS

La tabulacion de la informacién de los indices de capacidad y desempefio de los productos
terminados, consisten en conocer el control del estado de los procesos de la produccion de
los productos terminados.

Estos controles se obtuvieron con los resultados que fueron calculados con el software
Statgraphics Centurion 18, donde se obtuvieron los limites maximos (3 +), limites minimos
(3 -), tolerancia estandar, segun variable de medicion. También se calcularon: CP (Mide el
control de datos para mantener dentro de las especificaciones del producto), CPK (mide el
control de datos que se mantiene cerca del promedio, para saber si es un proceso es
correcto tiene que ser mayor a 1.33), PPK (limites a largo plazo) y DPM (defectos partes por
millén). Estos parametros fueron tabulados en documentos de Word.

Para esto se tomaron las variables de medicion de los productos terminados, tomando los
pardmetros como especificaciones técnicas. Se tomd un rango de las especificaciones
técnicas del producto, esto se obtuvo, con la aplicacién de las 6 sigmas, 3- izquierda,
tolerancia estandar y 3 + derecha y con los graficos de controles abarcando una
confiabilidad del 98 %. Esto para saber si el proceso es capaz, incapaz, estable e inestable.
Para mantenerse dentro del rango o cercano al promedio.

Con los datos obtenidos se pudieron obtener los parametros fisicoquimicos de cada uno de
los productos terminados, conociendo los promedios, el limite superior y limite inferior, para
saber si estan cumpliendo con los estandares de calidad para su venta nacional e
internacional.

La tabulacién consistié de pasar toda la informacién que se obtuvieron de los indices de
capacidad y desempefio del software Statgraphics Centurion 18, fueron ingresados a un
documento de Word las gréficas que contienen la normal, la media, Cp, Cpk, Ppk, la DPM
a corto plazo, DPM a largo plazo y los indices superiores e inferiores individuales de cada
pardmetro fisicoquimico, especificaciones, estimados, observados y defectos, distribucion
normal, tamafio de la muestra, media, la desviacion estandar, sigma superior y sigma
inferior.

Esta informacion fue trasladada segun las variables de medicion a un documento de Excel
ya establecido por la empresa, se registro el plan de muestreo por atributos, plan de
muestreo por variables, desviacion estandar, capacidad o desempefio, limite superior, limite
inferior, especificaciones, intervalos de confianza del 95 % y principalmente los parametros
fisicoquimicos. Dichas variables de los parametros fisicoquimicos dependian si el producto
era liquido o sélido.
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Cuadro 27. Parametros fisicoquimicos para productos terminados liquidos y sdlidos.

Parametros fisicoquimicos para productos terminados

LIQUIDO

pH al 10 %

pH puro

Densidad aparente a
25 °C

Conductividad
eléctrica
Total de soélidos

disueltos (TDS)
Concentracion  de
sales

Materia organica
Relacion (C/N)
% Nitrogeno

% Fosforo

% Potasio

% Magnesio

% Boro

% Zinc

% Azufre

SOLIDO

pH al 10 %

Densidad aparente a 25 °C
Tamiz # 20

Tamiz # 40

Tamiz # 60

Tamiz # 100

Tamiz # 200

Tamiz # 325

% Humedad

% CaO

% MgO

% SiO2

Granulometria < 2 mm
Granulometria > 2 y <4 mm
Granulometria > 2y 4.76
mm

Granulometria > 4 mm
Granulometria > 4.76 mm

% Polvo
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Con la informacion tabulada se procedio a subirla al Onedrive y al Sharepoint de la empresa
gue es la manera que la empresa registra y guarda la informacion, con la finalidad que se
encontrara la informacién disponible para las distintas areas requeridas siendo estas; area
de registros, area de calidad, area de control estadistico y area de atencion al cliente.

La informacion que se obtuvieron de los indices de capacidad y desempefios son utilizados
para:

- Hojas de seguridad

- Certificados de composicién cualitativos y cuantitativos
- Certificados de analisis

- Dossier

- Fichas técnicas

- Consulta de un producto en especifico

Con la informacion obtenida de las hojas de seguridad, certificados de composicién
cualitativos y cuantitativos y dossier son utilizados para la elaboracion de registros a nivel
nacional en el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentaciéon (MAGA) o algun registro
internacionalmente como en: El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Ecuador, California, entre otros.

La informacion es actualizada cada vez que se realiza un cambio en el producto, lo que
hace cambios en los indices de capacidad y desempefio de los parametros fisicoquimicos
de los productos terminados y se vuelve a realizar todo el proceso antes mencionado, hasta
llegar a subir la informacién al Onedrive y al Sharepoint, para poder ser utilizada para las
distintas informaciones, el técnico de control estadistico tiene que notificar a las distintas
areas de registros, area de calidad, area de control estadistico y area de atencion al cliente,
gue se realizé un cambio.

La informacion tabulada con resultados actualizados hace que los procesos sean mas
eficientes y con informacion exacta y actualizada. En total se tabularon 157 indices de
capacidad y desempefio de productos terminados.
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3.4.4 EVOLUCION

Se realizo la tabulacion de informacion de indices de capacidad y desempefio con la
necesidad de tener a la disposicion de la informacion de los parametros fisicoquimicos de
los productos terminados. Con el fin de cuando se quiera realizar un certificado de analisis
y certificados de composicién quimica cualitativo y cuantitativo, para registro a nivel local en
el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion (MAGA) o algun registro
internacionalmente como en: El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Ecuador, California, entre otros. Se pueda contar con esta informacion. Esta informacion
también es indispensable para la elaboraciéon de hojas de seguridad y fichas técnicas y
certificados de control de calidad.

3.4.5 CONCLUSIONES

1. Se elaboré estos indices de capacidad y desempefio, con la informacién obtenida a
través del software Statgraphics Centurion 18, donde se calculé las variables de
medicion para los parametros fisicoquimicos de los productos terminados.

2. Lainformacion obtenida fue tabulada y subida al onedrive y al sharepoint de la empresa,
para poder tener la informacion disponible para cuando quiera ser requerida, para la
realizacion de certificados, hojas de seguridad y fichas técnicas.

3.4.6 RECOMENDACIONES

1. Actualizar la informacion de los indices de capacidad y desempefio, cada vez que se
realice un cambio de materias primas por un cambio de proveedor, debido a que surgen
cambios en los parametros fisicoquimicos y esto puede alterar los datos y no dar
resultados reales.

2. Realizar un formato que contenga Unicamente la informacion necesaria, para no
confundir a las personas con la informacién adicional que posee el formato anterior.



3.4.7 ANEXOS

Analisis de Capacidad de Proceso (Individuales) - pH puro

Datos/Variable: pH puro
Transformacion: ninguna

Distribucion: Normal
tamaiio de muestra = 61
media = 6.29164
desv. est. = 0.26968

6.0 Limites Sigma
+3.0 sigma = 7.10068
media = 6.29164
-3.0 sigma = 5.4826

Observados Estimados Defectos
Especificaciones Fuera Especs. Valor-7 Fuera Especs. Por Millan
LSE=6.771 0.000000% 1.78 3.774144% 37741.44
LIE=579 3.273689% -1.86 3.143351% 3143351
Total 3.273689% 6.917494% G9174.94

Para determinar si la distribucién Mormal es apropiada para estos datos, seleccione Pruebas de Bondad de
Ajuste de la lista de Opciones Tabulares. Puede evaluar visualmente el ajuste seleccionando la Grafica de

Capacidad de la lista de Opciones Graficas.
indices de Capacidad para pH puro
Especificaciones

LSE=6.771

LIE=5.79
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Capacidad de Proceso para pH puro
LIE = 579; L5E = 6.771

12 _I T T T T T I_ le
r _ Media=6.29164
— Desv. Est=0.26968
Cp= 0.83
i T Pp=0.61
s[ -~ ] |cpk=0.81
r | Ppk = 0.59

frecuencia
=
T
1

DPMa Corto Plazo = 13038.32
DPMa Largo Plazo= 6917494

1 54 %] 6.2 6.6 T T4
pH puro

Figura 49A. Datos obtenidos de Statgraphics Centurion 18 para el parametro pH puro de
indices de capacidad y desempefio para un producto terminado.

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 50A. Gréfica del parametro pH puro de indices de capacidad y desempefio para un
producto terminado.
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ESPECIFICACIDNES TECNICAS PARA PRODUCTOS TERMINADOD

Plan de muestreo por awibutos Plan de muestreo por variables
Ensayos Ezpecificacion ENSAYOS
Apariencia
Color pH puro pH al 10% Densidad aparente
Olor
Se rechaza |3 idea que el ensayo proviene de
una norma c:n una :nﬁ:nzapa 55% Ne No No
Desviacion estandar (s) 0.26568 0483352 0.015335
o 0.157252 0.26568 0.315445 0.483352 0.0075591 0.015535
Capacidad/Desempefio Cp/Pp 0.82889 0606274 0.820683 0.542393 0621987 0.295052
Cpk/Ppk 0.810068 0.552506 0.686424 0.453661 0.156226 0.07410%
OPM 130383 65174.9 218202 115513 320155 472840
+3g 7.10068 8.09322 1.180&7
6.29164 6.64317 1.13287
—3a S4826 5.1%311 1.08506
i . LSE 6771 7301 1.13641
Especificaciones e tg c 728 11082

Intervalos de confianza del 95.0%

Indices de capacidad Cp {corto plazo)

LI LS L LS u LS
0680843 0.976647 0672877 0.968204 0.510% 0.732862
Indices de capacidad Cpk [corte plaze)

Ll LS u LS u LS

0642722 0.577409 0536581 0.836267 0.0680301 0.244422
Indices de desempefio pp (Large plazo)

LI LS L LS u LS
0.457993 0.7143438 0.444708 0.6359891 0.242356 0.347648
Indices de d fic ppk (largo plazeo)

L LS u LS u LS

0.457467 0.727545 0.336128 0.5711594 0.0105848 0.158803
DPM [corto plazo)

LI LS L LS u LS
277931 484272 6347.62 64757.3 231745 423437
DFM [Largo plaze)

Ll LS u LS u LS
255258 159436 535137 22TR52 344210 632817

Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 51A. Pardmetros tabulados de indices de capacidad y desempefio para producto
terminado.
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3.5 SERVICIO 3. ANALISIS DE MANOS POR EL METODO DE HISOPADO

3.5.1 OBJETIVOS

A. Objetivo general

Realizar un analisis de manos por el método de hisopado para dos lineas de produccion de
productos biologicos con la finalidad de conocer la situacion actual de los procesos de
higiene de los trabajadores de estas dos lineas de produccion.

B. Objetivos especificos

1. Describir el proceso del andlisis de manos por el método del hisopado.

2. Caracterizar al personal para el andlisis de manos.

3. Identificar si existen factores que pueden interferir en el cumplimiento del método del

hisopado.

3.5.2 METODOLOGIA

A. Materiales y equipo

1. Tubos de ensayo.
2. Hisopos.

3. Algodon.

4. Papel aluminio.
5. Hielera.

6. Autoclave.

7. Incubadora.

8. Medio de cultivo Cromogénico.
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B. Procedimiento

1.

En 5 tubos de ensayo agregar 9 ml de agua desmineralizada a cada tubo.
Tomar 5 hisopos y envolverlos en papel aluminio.
Los tubos y los hisopos se esterilizan en la autoclave, 20 PSI a 120 °C por 20 min.

Transcurrido el tiempo se espera que los materiales esterilizados estén frios y se
procede a guardarlos en una hielera.

Trasladar a las lineas de produccion.

Se realiza un hisopado de la parte de enfrente y detras de la mano y se procede a
guardar el hisopo en un tubo de ensayo identificado. Se realiza este proceso con cada
persona a analizar.

Los tubos de ensayo se guardan en la hielera y se trasladan al laboratorio.
Se realiza un aislamiento con los hisopos en un medio de cultivo CR.

Cajas Petri con el medio de cultivo CR se ingresan en la incubadora y se inoculan por
24 hr a 48 hr.

10.Transcurrido el tiempo las cajas Petri se observan en el estereoscopio y se procede a

dar resultados.
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3.5.3 RESULTADOS

Se realizé un analisis de manos con el método de hisopado a 5 trabajadores de las dos
lineas de produccion de productos biologicos, con la finalidad de conocer las buenas
practicas de bioseguridad dentro de cada linea de produccion.

Cuadro 28. Resumen de resultados de analisis de manos por el método de hisopado de
Carlos Gonzales.

Descripcion:
- Nombre: Carlos Gonzélez.
- Linea: 7.
- Actividad: llenado de producto.

Manos antes del analisis de manos por el método de hisopado.

Resultados microbiolégicos de andlisis de manos por el método de hisopado.
P —— e

Presencia de Coliformes fecales.
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Cuadro 29. Resumen de resultados de analisis de manos por el método de hisopado de
Axel Ngjera.

Descripcion:
- Nombre: Axel Najera.
- Linea: 7.
- Actividad: llenado de producto.

Manos antes del andlisis de manos por el método de hisopado.

Presencia de Coliformes fecales.
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Cuadro 30. Resumen de resultados de analisis de manos por el método de hisopado de
Hugo Gutiérrez.

Descripcion:
- Nombre: Hugo Gutiérrez.
- Linea: 3.
- Actividad: colocacion de productos en tarimas.

Manos antes del andlisis de manos por el método de hisopado.

Presencia de Coliformes fecales.
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Cuadro 31. Resumen de resultados de analisis de manos por el método de hisopado de
Santos Tecum.

Descripcion:
- Nombre: Santos Tecum.
- Linea: 3.
- Actividad: envasado de producto.

Manos antes del andlisis de manos por el método de hisopado.

Presencia de Coliformes fecales.
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Cuadro 32. Resumen de resultados de analisis de manos por el método de hisopado de
Aroldo Ical.

Descripcion:
- Nombre: Aroldo Ical.
- Linea: 3.
- Actividad: Colocacién de producto en tarimas.

Manos antes del andlisis de manos por el método de hisopado.

Presencia de Coliformes fecales.
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El analisis de manos por el método de hisopado se realiz6 con la finalidad de encontrar los
principales contaminantes en las manos en los trabajadores de las dos lineas de produccion
de productos biolégicos, en los resultados obtenidos se encontraron coliformes fecales,
estos son microorganismos patoégenos, se encuentran de forma natural en el agua, suelo y
forman parte de la flora intestinal de los seres humanos.

Los coliformes fecales, se encuentra principalmente en las heces y en las aguas residuales,
los trabajadores de las dos lineas de produccion de productos biolégicos pudieron verse
afectado al no tener un buen lavado de manos después de manipular algin materia o equipo
de trabajo, no tener un cuidado al momento del lavado de manos antes y después de ir al
sanitario o antes de ingerir alimentos una de las causas principales puede ser que el agua
no esta completamente libre de contaminantes.

Para poder evitarlos o inhibirlos dentro del area de produccion se debe de implementar una
limpieza y desinfeccién de mesas de trabajo, herramienta y equipo de proteccion individual,
constantemente antes y después de la manipulacion para poder evitar cualquier
contaminante en sus manos y su equipo de proteccion.

Realizar una capacitacion a los trabajadores de las dos lineas de produccion de productos
bioldgicos sobre las buenas practicas de bioseguridad, principalmente sobre el buen uso del
equipo de trabajo, equipo individual y sobre todo la técnica correcta de lavado de manos,
como poder implementar carteles con los pasos del lavado de manos en los lavamanos para
gue tengan una guia de como poder hacerlo.

Un analisis de agua para las dos lineas de produccion de productos biol6gicos, es ideal
para conocer el estado actual del agua y sabe si existen algin contaminante que esté
afectando y si es posible realizar un tratamiento de agua potable.

Estos procesos son indispensables realizarlos debido a que se debe de tener en cuenta la
salud también de los trabajadores de poseer un espacio con todas las condiciones
necesarias para poder trabajar

La salud de los trabajadores es importante tanto como la calidad de los productos que se
venden a nivel nacional como internacional. Porque estos patdégenos pertenecen en las
manos de los trabajadores y estos se trasladan al producto final y este se puede ver afecto
al momento de aplicarlo en el campo. Por lo cual es indispensable velar por la salud de los
trabajadores y la calidad de producto que se venda.
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3.5.4 EVALUACION

Se plante6 realizar un analisis de manos por el método de hisopado a un promedio de
trabajadores de dos lineas de produccion de productos biolégicos, con el objetivo de obtener
la informacion actual del manejo de las buenas préacticas dentro de las instalaciones de
produccion. Dicha informacién es util para poder evaluar la situacion actual de los
trabajadores y buscar alternativas para poder mejorar, para tener un buen manejo de
practicas dentro de las instalaciones.

3.5.5 CONCLUSION

1.

Se realiz6 un analisis de manos por el método de hisopado a trabajadores, para saber
si tenian un buen manejo de practicas de bioseguridad, pero en los resultados como se
pudo observar existia presencia de Coliformes fecales, o que quiere decir que no existe
un buen lavado de manos y practicas de bioseguridad dentro de las instalaciones de
produccion. Debido a que los trabajadores comentaron que por ahorro de tiempo ellos
lavan las manos con la misma agua que se utiliza para los productos o simplemente no
hacen una rutina de lavado de manos, por lo que se necesita implementar un area
especificamente para el lavado de manos para que exista un buen manejo de practicas
de bioseguridad.

3.5.6 RECOMENDACIONES

1.

Implementar una mejor area de lavado de manos, incluyendo jabones, toallas limpias
para poder secarse las manos. Principalmente realizar un analisis de agua, debido a que
el agua puede estar contaminada o poseer residuos los cuales pueden provocar a los
trabajadores enfermedades.

Implementar un registro en donde se incluyan, los dias y los encargados para la
realizacion de desinfeccién y limpieza de las mesas y equipo de proteccion individual.

Dara capacitaciones de manejo de buenas practicas de manufactura en higiene y
bioseguridad a los trabajadores de produccién para poder tener un mejor resultado para
ellos en su salud.
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