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RESUMEN

ABSTRACT

El objetivo de este trabajo fue evaluar para Trichoderma harzianum Rifai
la colecta de esporas desarrolladas sobre tres sustratos soélidos mediante
lecho fluidizado y ciclén dual y por tamizaje vibratorio. Los sustratos
ensayados fueron grano de arroz descascarado y partido con cascara de
arroz (biopreparado B), grano de arroz partido sin descascarar (biopre-
parado C) y grano de arroz partido descascarado con arroz partido sin
descascarar (biopreparado D). Se alcanzaron los mayores rendimientos
de la colecta de esporas en el biopreparado de T. harzianum molido y
separado por tamizaje. Los rendimientos de la colecta de esporas de los
biopreparados de T. harzianum molidos y separados por lecho fluidizado
y ciclén fueron menores que los ensayos con los biopreparados sin
moler. El biopreparado D molido y tamizado fue el de mejor recobrado
de esporas con el 86,8 %. El polvo colectado de esporas mostré en
todos los tratamientos concentraciones mayores a 1000 000 000 co-
nidios * g con valores de calidad microbiolégicos internacionalmente
aceptables, lo que permite usarlos en la formulacién de bioplaguicidas
del hongo. Los residuos generados tuvieron valores de calidad dentro
del rango aceptable, por lo que estos se pueden comercializar. Estos
resultados evidenciaron la importancia de la composicion del sustrato
para la eficiente separacion de esporas directamente de biopreparados
solidos, los que tienen la ventaja de un mayor tiempo de vida en estante
comparados con las esporas obtenidas por fermentacion sumergida.
Adicionalmente los métodos usados son el principio de funcionamiento
de equipos en el mercado que permiten evaluar el escalamiento para
la colecta de esporas.
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The objective of this research was to assess for Trichoderma harzianum
Rifai the spore harvest from three substrates by fluidized bed and
cyclone and by vibratory sieving. The substrates assayed were mix of
polished white rice and rice husk (Biopesticide B), unpolished broken
rice (Biopesticide C) and polished broken rice plus broken unpolished
rice (Biopesticide D). The greatest spore harvest yield was achieved by
sieving the biopesticides previously milled. Contrary, the spore harvest
yields for biopesticides processed by fluidized bed and cyclone were
lower for the milled biopesticides. The biopesticide D, which was pre-
viously milled and sieved had the best yield with 86.8 % spore yield. The
spore powder harvested showed internationally accepted microbiological
quality parameters values and the spore concentrations resulted higher
than1000 000 000 conidia * g which allows to use it in fungi biopesti-
cide formulation. The residues generated had accepted microbiological
quality parameters values to commercialize. These results showed the
importance of substrate composition for an efficient spore harvest from
solid biopreparations. These spores have a longer shelf life compared
to those obtained by submerged fermentation. In addition, the methods
used here are the principles of operations of machines present in the
market for assessing scaling-up for Trichoderma spore harvest.
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INTRODUCCION

El mercado de bioplaguicidas ha mantenido un cre-
cimiento acelerado, con ventas de 2100 millones de
délares en 2012, y se espera sean superiores a 3700 mi-
llones de para 2017 [BBCResearch, 2013]. Esto hace
que se cuente con retos tecnolégicos que impliquen
una compatibilidad con los medios convencionales
modernos en la agricultura, teniendo en cuenta a la
vez que se usan organismos vivos como es el caso de

los micoplaguicidas [ Elésegui, 2006].

Las especies del género Trichoderma son usadas como
biofungicidas agricolas a nivel mundial. Desde 2006 el
uso del hongo en biocontrol de hongos fitopatégenos
supera el 90 % de los micoplaguicidas [Lorito, 2006].

La produccién de Trichoderma para un gran escalado
se realiza generalmente de forma sumergida, pero las
esporas obtenidas no son apropiadas para almacenaje
a mediano y largo plazos. El método mas empleado en
términos practicos es la fermentacién bifasica, donde
se obtiene un producto concentrado de esporas sobre
la superficie de un soporte sélido. Estas esporas son
de gran calidad por la mayor sobrevida que logran en
condiciones de almacenaje, asi como mejor resistencia
a la desecacion, la luz solar y a las altas temperaturas
en el momento de la aplicacion [ Watanabe et al., 2006].

Para la obtencién de un producto final econémico
y de facil uso, es necesario un proceso de extraccién
y concentracion de las esporas del sustrato sobre el
que esporula el hongo [Bateman, 2013], si se tiene
ademas en cuenta que la obtencién de un formula-
do en polvo seco de Trichoderma ha mostrado gran
estabilidad [Santos et al., 2012]. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la colecta de esporas de Trichoder-
ma harzianum Rifai producidas sobre tres sustratos
s6lidos mediante lecho fluidizado y ciclén dual, y por
tamizaje vibratorio.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron biopreparados con el hongo Trichoderma
harzianum cepa A-34 completamente esporulado con
una concentraciéon de 10” esporas * g"'. Los sustratos
en los que se desarrollaron los biopreparados fueron:

* Grano de arroz descascarado y partido + cascara
de arroz (biopreparado B).

* Grano de arroz partido con cascara (bioprepa-
rado C).

* Grano de arroz partido descascarado con arroz
partido con cascara (biopreparado D).
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Los tratamientos consistieron en la separacion y
colecta de las esporas de cada biopreparado por dos
métodos: lecho fluidizado y cicléon dual, y por tamizaje
vibratorio, molidos previamente a la separacion o sin
moler. Para los tratamientos donde se evalud la colecta
por tamizaje vibratorio se us6 una malla con tamafo
de poro de 209 pm. El tiempo de operacién para cada
tratamiento fue de 10 min y la masa inicial de 500 g
del biopreparado por cada réplica (tres réplicas).

Para cada tratamiento se pesaron, luego de la sepa-
racion de las esporas, la masa (m) de los residuos y
del polvo de esporas colectado (g). Para la fracciéon
conformada por el polvo de esporas colectado se le
determiné la masa en balanza analitica (Sartorius).
En una balanza técnica se determiné la masa (m) de
los residuos generados en la separacion de las esporas
y la masa en el biopreparado inicial.

Se determinaron la concentracién de esporas (Conc)
por conteo directo (esporas * g'), la viabilidad de las
esporas por su capacidad de germinacién (%) y el
nivel de contaminacién por unidades formadoras de
colonias contaminantes en placa) (UFC) ¢ ¢! [Elése-
gui, 2005]. Se calculé el rendimiento segun esporas
recobradas del biopreparado inicial como sigue:

Rendimiento de esporas por cada experimento

Se obtuvo para cada fracciéon el ndmero total de es-
poras contenidas en ella (N):

N =Conc*m

El rendimiento (R ) (recobrado de esporas) final se
calculé teniendo en cuenta a la fraccién de polvo de

esporas (pe) v al biopreparado inicial (biop):
R,=100+N /N,
pe biop

También se calcul6é un rendimiento con respecto a las
esporas totales contenidas en la fraccion biopreparado
molido (biopM) para los experimentos realizados con
el biopreparado molido (Rm), para que se tuviera en
cuenta la pérdida real de esporas al molerse este.

R, =100+ N, /N

biopM
El valor del rendimiento fue el promedio calculado
para las tres repeticiones de cada tratamiento.

Los datos fueron procesados estadisticamente usando
el paquete estadistico Statgraphics Plus versién 5.0.
Para los datos de rendimiento se realizé una prueba de
homogeneidad de varianzas (Test de Bartlett) nivel de
significacién 95 %; se realiz6 una prueba de Chi cuadrado
para comprobar el ajuste a una distribucion normal de
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los datos y luego se realiz6 un ANOVA de clasificacién
simple (p = 0,05). Las medias se compararon mediante el
test de rangos multiples de Duncan (95 % confianza). Las
medias con letras iguales no difieren estadisticamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento en cuanto al recobrado de esporas
(rendimiento) de cada biopreparado procesado fue dife-
rente (Tabla 1). El sustrato y el método de separacion ju-
garon un papel determinante en el recobrado de esporas.

Tabla 1. Rendimiento de cada biopreparado desarrollado en cada
sustrato sometido a separacion por lecho fluidizado y tamizaje

Briopreparado Lecho fluidizado Tamizaje

Sin moler

Biopreparado B 48,3 cd 27,3 e
Biopreparado C 18,9 ef 42,1d
Biopreparado D 15,7 fg 44,6 d
Molidos

Biopreparado B 22,1 ef 66,4 b
Biopreparado C 4,6 h 57,5¢
Biopreparado D 9 gh 86,8 a

El rendimiento con respecto a la separacion por le-
cho fluidizado fue mejor para el sustrato B (Tabla 2)
con el 48,3 % de recobrado de las esporas conte-
nidas en el biopreparado. Los otros dos sustratos
ensayados tuvieron diferencias significativas con
rendimientos muy bajos, que fue en el sustrato C del
18,9 %,y enel D del 15,7 %. Sin embargo, cuando
la separacion fue por tamizaje, el sustrato B tuvo
un rendimiento del 27,3 %, el sustrato C del 42,1 %
y el sustrato D fue el de mejor rendimiento con el

44,6 % (Tabla 3).

Al'moler el biopreparado, el rendimiento cayé para la
separacién por lecho fluidizado, el sustrato B alcanzé
el 22,1 % de esporas recobradas, el sustrato C el 4,6 %
y el sustrato D el 9 %. Contrariamente, para la
separacioén por tamizaje del biopreparado molido
se elevaron los rendimientos. Para el sustrato B fue
del 66,4 %, para el sustrato C del 57,5 % y para el
sustrato D se obtuvo el mejor rendimiento de todos
los ensayos con el 86,8% de las esporas recobradas

(Tabla 4).

Tabla 2. Separacion por lecho fluidizado de esporas de T. harzianum del sustrato compuesto por grano de arroz

descascarado y partido mezclado con cascara de arroz (biopreparado B) sin moler

Fraccié Masa Viabilidad Esporas Nltvel c.le Esporas en
raceton (g ES) (% + ES) (conidios * g' £ ES) con amL-:z. la fraccion
(ufceg')
Biopreparado 500 + 2,3 90,5+ 0,8 1,3 x10°+ 0,07 <10° 6,5x10"
Residuo final arroz 416 +1,5 91,2 + 0,64 25x10°+ 2,5 <10° 1,04 x10"
Residuo final cdscara 50 £0,13 89,2+ 0,5 1,69 x10°+ 7,03 <10° 8.45 x10*
Polvo de esporas 6,25 + 0,22 87,2+ 0,46 5,8x 10"+ 3,25 <10° 3,62 x 10"
Rendimiento — - - — 48,3 %

ES: Error estaindar  Contamin.: Contaminacién

Tabla 3. Separacion por tamizaje de esporas de 1. harzianum del sustrato compuesto por grano de arroz partido

descascarado y arroz partido con cascara (biopreparado D) molido previamente

Fraccié Masa Viabilidad Esporas Nivel de contamin. Esporas en
aceton (g ES) (% + ES) (conidios * g’ + ES) (UFC+g") la fraccién
Biopreparado 500 = 2 89,5+ 0,75 1,19 x 10°+ 0,07 <10° 5,95 x 10"
Residuo final 480 + 2,7 89+ 0,5 6,45 x 10+ 2,75 <10° 3,1x 10"
+
Polvo de esporas 764(?7_ 86 £ 1,0 3,55x 10"+ 1,75 <10° 2,65 x 10"
Rendimiento — — — — 44.,6%

ES: Error estaindar  Contamin.: Contaminacién
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Tabla 4. Separacion de esporas por tamizaje de biopreparado de T. harzianum desarrollado en sustrato D

y molido previo a la separacion

Fracciin Masa Viabilidad Esporas Nivel de contamin. Esporas
(gt ES) (% £ ES) (conidios* g’ + ES) (UFCeg") en la fraccion
Biopreparado inicial 500 = 3,35 74,2112 2,37x10°£ 7,5 <10° 1,18 x 10"
Biopreparado molido 500 + 2,25 80 £1,2 2.3 x10°+ 6,25 <10° 1,15 x 10"
Residuo final 440 + 3,35 85+ 1,6 4,75x10°+ 1,25 <10° 2,090 x 10"
Polvo de esporas 58,70 £ 1,19 90 £ 2,0 1,7x 10"+ 6,25 <10° 9,98 x 10"
Rendimiento (Ro) - - - - 84,5 %
Rendimiento (Rm) - - - - 86,8 %

ES: Error estaindar  Contamin.: Contaminacién

El polvo de esporas colectado, asi como todos los
residuos, son ttiles para comercializar de acuerdo
con los valores de su viabilidad y concentraciones
[Jenkins y Grzywacz, 2003]. Los residuos finales de
arroz en todos los casos generados (siempre mas de
440 g de residuos) tuvieron concentraciones entre
4-6 x 10® esporas * g”', y una viabilidad mayor del 85 %,
lo que los hace disponibles para ser comercializados
localmente a precios mas bajos que una formulacién
a partir del polvo de esporas.

El poder contar con un polvo concentrado de esporas
permite ahorrar espacio de almacenaje en refrigera-
cién, el cual consiente hacer diversas formulaciones del
hongo segin las necesidades de uso del bioproducto.
Ademas, las esporas obtenidas en sustratos sélidos, a
diferencia de las alcanzadas por fermentaciéon sumer-
gida, pueden sobrevivir mayor tiempo a temperatura
de 5 °C y a humedad relativa del 5 %, lo que permite
mayor disponibilidad del bioproductos en periodos de
alta demanda. Adicionalmente estas esporas tienen
mejor comportamiento ante factores abiéticos del am-
biente como la sequedad, la luz UV y la temperatura

elevada [Sanyang et al., 2000; Watanabe et al., 2006].

En este tipo de separacién es importante la friccion
que se genera entre las particulas del sustrato que se
procesa a nivel microscépico, entre la superficie de cas-
cara de arroz del grano entero y la superficie del grano
pulido de arroz blanco. La superficie externa de la cas-
carilla de arroz (exocarpo) se caracteriza por tener una
estructura simétrica constituida por celdas convexas
(presencia de papilas simples), las cuales estan sepa-
radas por surcos y granos de compuestos de silicio dis-
persos sobre toda la superficie. También hay presencia
de macropelos unicelulares con un tamaifio promedio
de 200 pm. El tamano de los microfotolitos (cuerpos de
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silice) varia entre 2,2 y 7,5 um, y el tamafio promedio
de las superficies redondeadas y de los surcos esta entre
50x45,64y 21,52 pm, respectivamente. La superficie
interna (endocarpo) de la cascarilla presenta celdas
concavas con una distancia promedio de 46,98 pm
entre ellas [Arcos et al., 2007]. Esta arquitectura si-
meétrica, pero no lisa, pudiera actuar como un rallador
(efecto erosivo sobre otra superficie), desprendiendo
mayor nimero de esporas en los sustratos C y D por
colisiones frecuentes, y mas fuertes con mas alto ro-
zamiento al tener ausencia de cdscara de arroz libre.

De los analisis anteriores queda claro que la extrac-
ciéon de las esporas de los biopreparados sélidos de
Trichoderma y de otros hongos biocontroladores es
un punto tecnolégico necesario y critico. El tamizado
manual es un método bastante usado para pequenas
producciones artesanales, pero su reproducibilidad es
baja, tiene elevados costos de mano de obra e impone
riesgos a la salud del operario por la generacién de

aerosoles [Posada-Florez, 2008].

En la produccién de Trichoderma a mayor escala la
presencia de equipos con principios de separacién
similares a los ensayados en este articulo, pero con
versiones industriales, donde se procesarian mayores
volimenes de biopreparados con un aumento de la
complejidad tecnolégica, podrian usarse para eva-
luar estos métodos [Bateman, 2013; Prophyta, 2013;
Cuccolini, 2014].

Es sabido que hay una dificultad tecnolégica para
despegar las esporas del sustrato en las producciones
solidas de hongos [Posada-Flérez, 2008]. Se considera
positivo el resultado de este trabajo con la obtencién
del 86,8 % de recobrado de esporas por tamizaje para
biopreparados de Trichoderma obtenidos sobre un sus-
trato especifico, con niveles de calidad internacional-
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mente aceptables [Jenkins y Grzywac, 2003] a pesar
de no contar con valores de referencia del rendimiento
en la colecta de esporas de este hongo, al ser parte del
secreto tecnoldgico de las compaifiias involucradas en
estas producciones.

CONCLUSIONES

* El mayor recobrado de esporas fue del 86,8 % y se
logré a partir del biopreparado de T. harzianum
molido y separado por tamizaje, compuesto por el
sustrato con arroz partido descascarado y arroz sin
descascarar.

* Elmayor recobrado de esporas separadas por lecho
fluidizado fue del 48,3 % a partir del biopreparado
de T. harzianum sin moler y compuesto por el sus-
trato con arroz descascarado y partido y cascara
de arroz.

* Los residuos generados tuvieron niveles de viabili-
dad mayores que el 85 % y niveles de contaminacién
aceptables (<10° UFC « g).

* El polvo de esporas obtenido tuvo parametros de
calidad microbiolégicos aceptables para su uso
en diversas formulaciones de bioplaguicidas de
T. harzianum.
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