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1- RESUMEN 

 
 
El Laboratorio de Control Biológico del Centro y Biotecnología y Bioindustria (CBB) de la Corporación 
Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) ha trabajado durante más de 10 años en la 
producción masiva y desarrollo de un bioplaguicida a base del hongo Trichoderma koningiopsis 
(Th003) para el biocontrol de fitopatógenos foliares y del suelo. Este bioproducto está en proceso de 
registro ante el ICA, y se espera en poco tiempo empezar su producción a nivel comercial. 
 
Actualmente, para la producción masiva del biocontrolador se utilizan como sustratos de crecimiento 
productos alimenticios como el arroz y el salvado, los cuales hacen parte de la cadena alimentaria y 
teniendo en cuenta la crisis económica generalizada se crea la necesidad de no utilizar estos 
recursos. Es evidente entonces, la necesidad de diseñar un nuevo medio de cultivo con base en 
recursos renovables para la producción de este microorganismo, que cumpla con las políticas 
ambientales de la Corporación. Por lo tanto, en el presente trabajo se utilizó el bagazo fibroso de 
caña de azúcar (desecho de la planta de producción de bioetanol de la estación experimental CIMPA-
Corpoica) como sustrato alternativo para la producción de T. koningiopsis (Th003), teniendo en 
cuenta su abundante disponibilidad (80-100 toneladas/día) y su composición energética (84.2% de 
hemicelulosa, celulosa y lignina). 
 
El bagazo de caña de azúcar fue pre tratado por hidrólisis fisicoquímica para facilitar la disponibilidad 
de azúcares en el medio, y así mismo la colonización del hongo en el soporte. Se evaluaron 
diferentes sistemas de hidrólisis, donde se utilizaron diferentes concentraciones de ácido clorhídrico y 
dos condiciones de presión (HCl 0.005N, HCl 0.05N, HCl 0.1N y HCl 0.3N a 15 psi [121°C] y 24 Psi 
[132 °C]). Después del proceso de hidrólisis en cada medio, se determinó la concentración de 
azúcares reductores (mg/ml) por la técnica de DNS (Miller, 1959). Los valores experimentales 
obtenidos en las hidrólisis realizadas a 15 Psi (121°C) y a 24 Psi (132°C) permitieron comprobar el 
efecto conjunto del HCl y de la presión sobre la liberación de azúcares, ya que en estos tratamientos 
se encontraron concentraciones desde 26.18 hasta 64.10 mg/ml, mientras que el bagazo tratado 
únicamente con presión- temperatura se encontraron concentraciones de 0.90 hasta 1.27 mg/ml. Con 
estos valores se evidenció la eficiencia del pretratamiento en la liberación de estos nutrientes al 
medio. 
Para la selección del mejor medio de cultivo alterno a base de bagazo de caña de azúcar para la 
producción de T. koningiopsis (Th003) se tuvieron en cuenta tres criterios principalmente; uno fue la 
producción de alta concentración de conidios en el sustrato para lo cual se realizaron cinéticas de 
crecimiento del hongo midiendo la concentración de conidios/gramo, como segundo criterio buena 
actividad biológica de los conidios provenientes de la fermentación sólida y  finalmente que le medio 
requiriera de bajos costos de producción para lo cual se realizó un análisis de costos de acuerdo a las 
materias primas requeridas para cada proceso. 
 
Se realizaron cinéticas de crecimiento de T. koningiopsis (Th003) durante nueve días sobre los 
medios previamente hidrolizados y en el medio estándar (sustrato- arroz salvado), midiendo la 
concentración de conidios (conidios/g) diariamente desde el día cuarto hasta el día noveno mediante 
recuento en cámara de Neubauer.  
 
En el medio tratado con HCl 0.3N a las dos presiones, no se evidenció crecimiento del 
microorganismo en el sustrato. Este comportamiento se le podría atribuir a los compuestos tóxicos 
que se forman a raíz de la combinación entre el ácido, la presión y la temperatura (compuestos 
furfurales). Por esta razón, este medio de cultivo fue descartado y no se continuó su evaluación 
durante los nueve días de fermentación. El análisis estadístico de los datos obtenidos al noveno día 
de fermentación empleando la prueba de Tukey con un 95% permitió determinar que los controles 
(bagazo de caña sin adición de ácido y esterilizado a 15 y 24 Psi), presentaron la menor 
concentración de conidios de todos los medios evaluados con un valor máximo de 2.3x10

8 
conidios/g. 

Por otro lado, no se detectó diferencias significativas entre la concentración de conidios (1.20x10
9
 – 
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1.30x10
9
 conidios/g) obtenida en los medios de cultivo tratados con HCl 0.005N y HCl 0.05N a 15 psi 

(121°C) y a 24 psi (132°C) determinando, que en estos cuatro medios de cultivo se obtienen 
concentraciones similares de conidios aún cuando se cambian las condiciones de presiones- 
temperatura y ácido. Por otro lado, también se encontró que el medio estándar presentó los mayores 
valores de concentración en todas las fermentaciones evaluadas (2.3x10

9
 conidios/g).  

 
Se realizó un bioensayo de patogenicidad con el fin de determinar el efecto biocontrolador de T. 
koningiopsis (Th003) sobre esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum utilizando los conidios 
provenientes de las fermentaciones en el bagazo de caña hidrolizado con ácido y presión al igual que 
el medio estándar y determinando finalmente en porcentaje de parasitismo de T. koningiopsis sobre el 
hongo fitopatógeno. El menor valor se encontró en el medio tratado con HCl 0.1N (83%) tanto a 15 
como 24 psi. Se concluyó que este valor tan bajo podría estar relacionado con los compuestos 
furfurales formados en el medio, por lo que este medio de cultivó se descartó dentro del proceso de 
selección. Los conidios de los medios restantes (bagazo tratado con HCl 0.005N, HCl 0.05N tanto a 
15 como a 24 psi) presentaron valores del 93% de parasitismo con lo que se determinó que los 
conidios poseen buena actividad biocontroladora al superar el valor mínimo de aceptación de la 
técnica (80%). 
Se realizó el análisis de costos de los medios y se encontraron diferencias mínimas entre ellos por lo 
cual se decidió tomar como criterio de selección el medio de cultivo que presentó mayor producción 
de conidios numéricamente y menor costo. 
Finalmente se seleccionó el medio a base de bagazo de caña hidrolizado con 0.05N HCl a 15 psi 
(121°C) como el medio óptimo para el crecimiento de T. koningiopsis por presentar alta concentración 
de conidios, con buena actividad biológica y con bajos costos de producción. 
 
 

2- INTRODUCCIÓN 
 
La utilización de microorganismos antagonistas como T. koningiopsis  es una alternativa de control 
biológico utilizada comúnmente para combatir hongos fitopatógenos, debido a su versatilidad, 
adaptabilidad y fácil manipulación (Markovich y Kononova, 2003). Para la producción masiva de este 
microorganismo se necesitan usualmente fuentes de carbono y nitrógeno que promuevan su 
crecimiento y desarrollo. Desde los años 70´s se se han usado fuentes ricas en almidón y fibra de fácil 
consecución como el arroz y el salvado para la elaboración de medios de cultivo para el crecimiento 
de este microorganismo. Dentro de los alimentos más utilizados para este fin se encuentran el maíz,  
el azúcar y  el arroz (FAO, 2008).  
Para su producción masiva se emplean técnicas de fermentación líquida, sólida y bifásica. Es común 
el crecimiento de este hongo mediante fermentación sólida utilizando sustratos a base de productos 
alimenticios. Es así como se ha descrito la producción de Trichoderma sp. en arroz (Cheng Sun et al., 
2008), salvado de trigo (Azin et  al., 2007), maíz  (Vintila et al., 2009), Soja (Harikesh et al., 2009), 
café (Soccol et al., 2005), y harina de trigo (Kishna, 2005) entre otros. Sin embargo,  actualmente 
existe la tendencia a buscar fuentes alternas de energía y nitrógeno que no comprometan la 
utilización de sustratos que pertenezcan a la cadena de alimentos utilizada por los humanos. Como 
alternativas para el reemplazo de estos sustratos se ha propuesto la utilización de residuos agro-
industriales como soportes para el crecimiento  microbiano, planteando así la posibilidad de 
reemplazar sustratos alimenticios por recursos renovables. 
 
Esta tendencia del uso de recursos renovables para su incorporación en otros procesos como el de 
utilización como fuentes de energía, se acopla a otra iniciativa global relacionada con el manejo de los 
residuos que se generan en la industria agropecuaria, particularmente por que su mal manejo se 
asocia con problemas de índole ambiental. Los residuos agrícolas al ser mal dispuestos  generan 
diversos agentes contaminantes al suelo, aire y agua y pueden convertirse en criaderos de plagas 
que afectan cultivos o peor aún ser detonantes para el crecimiento de  microorganismos patógenos 
(García, 2007). Por consiguiente una alternativa sostenible tanto desde el punto de vista ambiental 
como económico es la reincorporación de estos desechos dentro de procesos de desarrollo industrial 
que permitan su reutilización. 
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En Colombia se producen variedad de residuos de cosecha tales como la cascarilla de arroz con un 
volumen de 1.5 millones de  toneladas al año, 2.360 toneladas anuales de cascarilla de algodón, 
10.432 toneladas de afrecho de maíz y alrededor de 28.500 toneladas de desechos sólidos de fique 
(Bolsa nacional agropecuaria, 2009). Sin embargo, uno de los de mayor producción anual 
mundialmente es el  bagazo de  caña que se encuentra cercana a los 15.4 millones de toneladas 
(CENICAÑA, 2009). Este sustrato lignocelulósico, generalmente es utilizado como fuente calorífica en 
los hornos industriales de la industria azucarera o panelera, generando gran cantidad de emisiones 
de gases invernadero como dióxido de carbono y cenizas.  
 
En el caso particular del uso de residuos agroindustriales para la producción de bioplaguicidas, es de 
suma importancia caracterizar bromatológicamente los materiales con potencial uso, y en algunos 
casos realizar un pre tratamiento o hidrólisis del soporte para facilitar la colonización del agente de 
control biológico. En este proyecto se ha propuesto el bagazo de caña de azúcar pretratado como 
sustrato alterno para la producción masiva de Trichoderma koningiopsis (Th003), por su gran 
abundancia al ser el principal subproducto generado en los ingenios azucareros del país (LAICA, 
2009). Por otro lado es importante resaltar que el bagazo de caña de azúcar es un sustrato rico en 
azúcares fermentables; por ser tejido lignocelulósico, está compuesto por celulosa, hemicelulosa, 
pectina y lignina convirtiéndolo en un gran reservorio energético y de la misma forma en un soporte 
óptimo para la producción del hongo masivamente (Barreto, 2008). 
 
 

3- JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Dentro del contexto mundial, existe la necesidad de optimizar la producción y distribución de los 
alimentos en el mundo, ya que se percibe que en un futuro cercano habrá escasez de alimentos a 
causa de problemas relacionados con el cambio climático y sobrepoblación. Esta situación afecta no 
solo a la población humana, sino que trae consigo consecuencias colaterales relacionadas con la 
consecución de materias primas para la elaboración de sustratos de crecimiento empleados en la 
bioindustria, particularmente en la producción de medios de cultivo indispensables para el crecimiento 
de microorganismos. Por consiguiente, se requiere de un arduo trabajo en la búsqueda de 
alternativas sostenibles de producción (Paz, 2008).  
 
Es así como desde sus comienzos la producción de microorganismos benéficos y/o sus metabolitos 
ha demandado el uso de materiales pertenecientes a cadenas alimentarias tales como maíz, avena,  
arroz, y soya entre otros (Biomass and agriculture : sustainability, markets and policies, 2007). Como 
alternativa a la limitación de materias primas como cereales y almidón provenientes de recursos 
alimenticios básicos, actualmente se promueve la utilización de fuentes alternas a estos productos, 
como lo son los recursos de cosecha tales como bagazo de caña, cascarilla de café, cascarilla de 
algodón, semilla de algodón y afrecho de maíz entre otros (Salazar, 2008).  
 
A nivel nacional, el Laboratorio de Control Biológico de Corpoica, ha trabajado en la producción de un 
bioplaguicida a base de T. koningiopsis (Th003), para el control de hongos fitopatógenos como 
Rhizoctonia solani en fríjol, papa y tomate (Beltrán, 2004), Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en 
tomate (Cotes et al.,2001), Sclerotinia sclerotiorum en lechuga (Cotes et al., 2006) y Alternaria dauci 
en cilantro (Villamizar et al.,2004), con niveles de control superiores al 80% en condiciones de 
invernadero y campo.  
 
Sin embargo, la producción de este microorganismo se ha venido realizando en sustratos 
comúnmente utilizados como alimento para el ser humano, como lo son el arroz y el salvado de trigo. 
Por tal razón, se hace necesario el diseño de un medio de cultivo que sea consecuente con las 
políticas ambientales de la corporación y que cumpla con la filosofía de desarrollo de bioplaguicidas, 
implementando además una política de tecnología limpia, reciclaje y reúso de los recursos en esta 
línea de investigación. Adicionalmente, se busca un beneficio en la planta productora de bioetanol 
ubicada en la estación experimental CIMPA de Corpoica en Barbosa – Santander, que suministrará 
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las muestras de bagazo de caña de azúcar para su uso como medio de cultivo alternativo y en la cual 
se produce grandes volúmenes de este material (80-100 toneladas/día) y su mala disposición puede 
generar a largo plazo diferentes agentes contaminantes. 
  
 

4- MARCO TEÓRICO 
 

 
4.1.  GENERALIDADES DE Trichoderma sp. 
 
Trichoderma sp. es un hongo filamentoso que se encuentra de manera natural en un número 
importante de suelos agrícolas. Es un microorganismo aeróbico que se reproduce asexualmente y 
que puede estar en suelos con pH neutro hasta ácido (Demain, 2005). Es un hongo de rápido 
crecimiento que puede degradar gran variedad de sustratos complejos como la lignina, celulosa, 
pectina y almidón (Singh et al., 2008). Existen diferentes factores que influyen sobre el crecimiento de 
este microorganismo tales como: la fototrofía, la humedad, la temperatura, el pH y las condiciones 
nutricionales (Verma y Satinder 2007). Trichoderma sp., crece en un rango de valores de pH  desde 
2.0 hasta 9.0 con un rango óptimo que se encuentra entre 4.0 y 6.0, a una temperatura óptima de 
25°C  y con un contenido de humedad  del 70 y el 80% (Wakelin et al., 1999). 
El interés científico despertado por los hongos de este género, se debe a las características 
antagónicas que presentan frente a hongos fitopatógenos como Rhizoctonia solani, Fusarium 
oxysporum, y Sclerotinia sclerotiorum entre otros. Algunos de los mecanismos de control 
referenciados para Trichoderma sp. son la competencia por nutrientes o espacio, el micoparasitismo y 
la antibiosis (Vinale et al., 2008). Estos mecanismos no son excluyentes sino que actúan 
sinérgicamente en el control de los patógenos. La importancia relativa de cada uno de ellos depende 
de la relación entre el antagonista, el patógeno y las condiciones ambientales (Grondona et al., 2008). 
 
En estudios adelantados por el Laboratorio de Control Biológico del CBB de Corpoica, se seleccionó 
la cepa de T. koningiopsis Th003, la cual ha mostrado alta eficiencia para controlar fitopatógenos del 
suelo y foliares en diferentes patosistemas. A partir de esta cepa se desarrollo un bioplaguicida, 
diseñado como un polvo mojable usando como principio activo los conidios de este hongo. La 
aplicación de este bioplaguicida ha demostrando que disminuye la incidencia de los patógenos 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Betancour, 1997) y Rhizoctonia solani (Cárdenas, 1999) entre 
un 70% y un 100% en el cultivo de tomate respectivamente. Además, el producto en polvo ha 
mostrado un control eficiente de enfermedades foliares como el moho gris (Botrytis cinerea) y el 
mildeo polvoso (Oidium sp) en un 41% y un 85%, respectivamente (Moreno, 2003). En casa de malla, 
con plántulas de papa, Beltrán (2004) determinó que las plántulas tratadas con T. koningiopsis 
(Th003) presentaron diferencias apreciables en tamaño y una protección cercana al 70% contra 
Rhizoctonia solani. Asimismo, este producto han sido evaluado contra fitopatógenos como Sclerotium 
cepivorom en cebolla de bulbo (Paris y Cotes, 2002) y Alternaria dauci en cilantro (Villamizar et al., 
2004). 
 
4.2.  EL BAGAZO DE CAÑA DE AZÚCAR 
 
La biomasa lignocelulósica es el recurso renovable más abundante en la tierra, dentro de esta 
categoría se considera que el bagazo de caña de azúcar es una de las fuentes de material 
lignocelulósico más abundante en las regiones tropicales y subtropicales; tales  como Brasil, India, 
Tailandia,  Hawai y el sur de Estados Unidos (M.Fatih Demirbas et al., 2009). 
 
El bagazo de caña de azúcar es un material lignocelulósico constituido principalmente por celulosa y 
hemicelulosa ligadas fuertemente a la lignina. Se denomina bagazo al residuo de materia después de 
extraído su jugo (Matew y Abraham, 2005).  Existen varias clases de bagazo de caña de azúcar, una 
de ellas es el residuo leñoso de la caña de azúcar que en estado fresco contienen un 40% de agua, y 
suele  utilizarse como combustible de las propias azucareras. Por otro lado, se produce la fibra de la 
caña de azúcar que además de ser un material combustible para la industria, se usa como materia 
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prima para la industria papelera y de maderas artificiales (Avella, 2007). Otra clase de bagazo es el 
meollo que contiene alto contenido de cenizas e interfiere normalmente en el proceso de producción 
de bioetanol,  ya que por su pequeño tamaño se filtra hacia la parte líquida recuperada. El bagazo de 
caña en general se obtiene como subproducto de los centros azucareros y representa entre un 25 y 
40 % del total de la masa procesada (Piña et al., 2008).  
 
El bagazo es un material heterogéneo en cuanto a su composición granulométrica y estructural, que 
presenta relativamente baja densidad y un alto contenido de humedad en las condiciones en que se 
obtiene del proceso de molienda de la caña (Hamelink, 2005). Como todos los materiales 
lignocelulósicos es rico en fibra,  conteniendo alrededor de 45% de este componente. Presenta una 
alta heterogeneidad de tamaño de partículas (35 y 50 mm),  contiene sólidos solubles (2-3%) e 
insolubles (2-3%). Químicamente el bagazo está constituido por celulosa, hemicelulosa, lignina (90%) 
y otros componentes (10%). La celulosa representa entre el 41 y el 44 %, la hemicelulosa entre el 25 
y el 27% y la lignina entre el 20 y el 22% (Merencio, 2007).  Es así como  debido a su compleja 
estructura física y química, resulta de difícil degradación por parte de microorganismos fibrolíticos. Por 
consiguiente, es necesario someterlo a tratamientos que  conduzcan a la disminución o eliminación 
de las  barreras físicas y químicas que limitan la accesibilidad de los microorganismos (Sánchez, 
2009). 
 
 
4.3. PRETRATAMIENTO DEL BAGAZO DE CAÑA ANTES DE SU USO 
 
El pretratamiento del bagazo de caña es necesario para alterar la estructura de la biomasa celulolítica 
y hacer más accesible la celulosa a la acción de los microorganismos y las enzimas celulolíticas que 
convierten los polímeros de carbohidratos en azúcares fermentables (Mosier et al., 2005). Existen 
diferentes métodos para pretratar el bagazo de caña y romper el entramado de lignina que impide el 
ataque de microorganismos sobre la celulosa. Se han utilizado principalmente las hidrólisis químicas 
(con ácidos o bases), físicas (tratamiento térmico o de vapor) y fisicoquímicas que combinan la acción 
de la hidrólisis química con el tratamiento térmico (Hernández et al., 2007). También se conocen las 
hidrólisis enzimáticas con la utilización de consorcios microbianos que degradan biológicamente el 
sustrato y por otro lado la utilización de kits comerciales hechos a base de enzimas previamente 
purificadas (Laureano-Perez et al., 2005). Aunque los tratamientos químicos y físicos ayudan en el 
rompimiento de la compleja estructura de la fibra, se ha sugerido que la combinación de ambos 
tratamientos (fisicoquímico) genera una mejor acción sobre el sustrato a degradar.  
 
En el caso de la hidrólisis fisicoquímica utilizada en este estudio se buscó inicialmente por la acción 
del ácido,  la solubilización de la hemicelulosa especialmente a xilano y a glucomanano (Fengel y 
Wegener, 1984; Kianoush y Zoghi, 2001; Ramos, 2003) para posteriormente por los cambios de 
presión y temperatura dentro de las estructuras internas del material,  provocar el rompimiento de  las 
fibras generando mayor área superficial para la eventual hidrólisis de la celulosa y permitir una mejor 
invasión por parte de los microorganismos que lo colonizan (Overend y Chornet, 1987). 
 
4.4. PRODUCCIÓN MEDIANTE FERMENTACIÓN SÓLIDA (SSF) DE Trichoderma koningiopsis 
(Th003) 
 
Para la producción masiva de este hongo como bioplaguicida es necesario un medio químicamente 
definido con el fin de determinar las condiciones óptimas de cultivo que permitan una rápida 
producción con altos niveles de conidios activos y con una alta actividad biocontroladora.  

La fermentación en estado sólido (SSF) se define como el cultivo de microorganismos sobre un 
soporte sólido humedecido, un vehículo inerte o  sobre sustratos insolubles que además pueden ser 
usados como fuente de carbono y de energía (Pandey et al., 2008). La fermentación sólida tiene lugar 
en ausencia o con muy baja cantidad de agua libre (Holker et al., 2005). En general los sustratos 
utilizados para la fermentación sólida pueden ser productos de la agricultura o bioproductos de la 
agro-industria como el bagazo de caña de azúcar. Esta estructura macromolecular puede 
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simplemente servir como matriz en la cual las fuentes de carbono y energía son absorbidas, o 
representar el sustrato y proveer al mismo tiempo estas fuentes de energía. La escogencia del 
sustrato depende de muchos factores incluyendo la disponibilidad local del mismo y su costo 
(Demain, 2005). 

El cultivo de microorganismos sobre diferentes sustratos o soportes sólidos depende de diferentes 
parámetros y factores ambientales como son: el tipo de microorganismo, la cantidad de inóculo, la 
humedad, la actividad de agua, la aireación, la transferencia de oxígeno, la regulación de la 
temperatura y el pH (Roussos y Perraud, 2005). El papel del agua en la fermentación sólida es 
múltiple, este componente es dominante en la composición de la biomasa, y sirve de vehículo para 
las enzimas y los nutrientes, además de facilitar los intercambios gaseosos (Verma, 2007). Una 
humedad elevada en el sustrato causa una disminución de la porosidad del sustrato, una baja 
difusión de oxígeno y una alta contaminación. Al contrario, una baja humedad conduce a un 
crecimiento limitado y disminuye la disponibilidad del sustrato (Jian et al. ,2006). 

Uno de los parámetros que caracteriza la eficiencia de la fermentación es la productividad expresada 
en conidios/kg/h. Aunque, muchos de los trabajos relacionados con la producción masiva de 
Trichoderma sp. (a nivel de laboratorio y de planta piloto) se han realizado en fermentaciones en 
medio líquido, la producción de este microorganismo mediante fermentación en estado sólido ha 
mostrado altos valores de productividad, como los descritos por Zhihui et al., (2007) en un trabajo 
sobre la producción de Trichoderma viridae en medio sólido utilizando residuos de la industria del vino 
donde se encontraron rendimientos de 6.6x10

9
 conidios/g. Así mismo, en trabajos sobre la  

producción masiva de Trichoderma harzianum en medio sólido realizados por Thangavelu (2004), 
Ramos y Navarro (2008) y Anand Singh (2007) se obtuvo rendimientos de 5.0x10

9
, 2.5x10

9
 y 8.6x10

9 

conidios/g respectivamente. Adicionalmente, se ha realizado la producción de Trichoderma sp. 
utilizando cascarilla de algodón y cascarilla de arroz como soportes de crecimiento alcanzando 
concentraciones de 2.5x10

9
 y 2.3x10

9
 conidios/g respectivamente (Panazo, 2007). 

 
El Laboratorio de control biológico del CBB de Corpoica ha realizado trabajos de producción masiva 
de T. koningiopsis (Th003) en fermentación sólida a nivel planta piloto, utilizando como soporte de 
crecimiento una mezcla de cereales. La producción de este hongo ha sido evaluada tanto en 
fermentación bifásica (liquida – sólida) como en fermentación sólida, encontrándose valores de  
producción de 1.29x10

9
 y 1.04x10

10
 conidios/kg/h respectivamente (Gómez et al., 2009). Actualmente 

la producción del hongo se realiza mediante fermentación sólida durante un tiempo de siete días, 
alcanzando una concentración de 2.0x10

9
 conidios/g. 

 
 

5. OBJETIVOS 
 
5.1.  Objetivo general 
 
Producir Trichoderma koningiopsis (Th003) en fermentación sólida utilizando como sustrato bagazo 
de caña de azúcar previamente hidrolizado. 
 
5.2. Objetivos específicos 
 

 Evaluar diferentes sistemas de hidrólisis fisicoquímica sobre el bagazo de caña de azúcar 
como pre tratamiento para favorecer la colonización de Trichoderma koningiopsis (Th003) en 
fermentación sólida. 
 

 Seleccionar un medio de cultivo alternativo para la producción de Trichoderma koningiopsis  
(Th003) utilizando bagazo de caña de azúcar, que produzca una alta concentración de 
conidios, con una buena actividad biológica y con  bajos costos de producción. 
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6. METODOLOGÍA 
 
Este trabajo se llevó a cabo en las instalaciones de la planta piloto de bioplaguicidas del CBB de 
Corpoica, ubicada en el Km. 14 vía- Mosquera. 
 
6.1. Microorganismo 
 
Para este trabajo se empleó el hongo Trichoderma koningiopsis cepa Th003, suministrado por el 
banco de germoplasma de microorganismos del Laboratorio de Control Biológico de Corpoica. La 
cepa se encuentra criopreservada a -70°C en crioviales con glicerol al 10% (p/v) y 0.1% de peptona 
(p/v). Para la preparación del inóculo la cepa se repicó en agar PDA (Agar papa dextrosa) (Anexo 3) 
por la técnica de punción central, y se incubó a 25ºC por ocho días, tiempo al cual se utilizó para la 
preparación de la suspensión de conidios. 
 
6.2. Matriz de crecimiento 
 
El bagazo de caña fibroso utilizado fue suministrado por la estación experimental CIMPA de Corpoica  
ubicada en Barbosa- Santander, donde se encuentra situada la planta de bioetanol. El material 
vegetal recibido, se secó en estufa a 80°C por dos días. Posteriormente, se molió con un molino 
eléctrico Tomas Wiley Mil hasta alcanzar un tamaño de partícula de 1000 micras y se almacenó en 
bolsas de plástico herméticas para su posterior utilización.  
 
 
6.3. EVALUACIÓN DE LOS SISTEMAS DE HIDRÓLISIS SOBRE BAGAZO DE CAÑA 
 
6.3.1. Hidrólisis fisicoquímicas del bagazo de caña 
 
Para la realización de las hidrólisis fisicoquímicas, se colocaron 10 g  de bagazo de caña molido en 
bandejas de aluminio pequeñas (10 x 3.5 x 2 cm) y se mezclaron con 50 ml de ácido clorhídrico (HCl) 
a una concentración de 0.005N (relación 5:1 ácido/bagazo). La mezcla de reacción permaneció por  
20 minutos a temperatura ambiente (18°C+/- 2°C). Después del tiempo de contacto entre la biomasa y 
el ácido, las bandejas fueron cubiertas con papel aluminio. Esta misma metodología se siguió para la 
evaluación de HCl al 0.05N, 0.1N y 0.3N. Para cada concentración de ácido se prepararon seis 
bandejas, tres de ellas se llevaron a esterilización a 15 psi (121°C) y las tres restantes a 24 psi 
(132°C) en un autoclave marca Gemmy por 20 minutos. Como tratamientos testigos se prepararon 
bandejas de bagazo humedecido con agua en la misma relación descrita anteriormente y se 
esterilizaron tanto a 15 como a 24 psi. En total se evaluaron 10 tratamientos con tres repeticiones por 
cada uno, para un total de 30 bandejas.  
 
6.3.2. Determinación de azúcares reductores 
 

Como parámetro de eficiencia de cada uno de los sistemas de hidrólisis evaluados para favorecer la 

colonización de T. koningiopsis (Th003) en el medio de cultivo, se cuantificó la concentración de 
azúcares reductores (mg/ml) por la técnica de DNS (Ácido 3-5 dinitrosalicílico) (Miller, 1959). La 
cuantificación de los azúcares se determinó a partir de una curva de calibración elaborada con 
glucosa grado analítico a diferentes concentraciones (0-1.4 mg/ml) para obtener una ecuación de la 

recta en la cual se reemplazaron los valores experimentales obtenidos (Anexos 1 y 2). 
 
Una vez finalizadas cada una de las hidrólisis, el sustrato de cada bandeja se filtró al vacío para 
extraer la suspensión líquida que contenía los azúcares, obteniendo tres suspensiones líquidas por 
cada tratamiento de hidrólisis.  
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Posteriormente, a cada suspensión se le midió el pH utilizando un potenciómetro marca Hanna 
instruments, y seguidamente fue neutralizado con NaOH (98% p/v). A los extractos neutralizados se 
les determinó la concentración de azúcares reductores por la técnica de DNS. Cada muestra se leyó 
por  triplicado a una absorbancia de 540 nm (nueve valores por cada tratamiento). Los datos de 
absorbancia obtenidos se reemplazaron en la ecuación patrón cuantificando finalmente los valores de 
glucosa (mg/ml) presentes en cada tratamiento. Finalmente, a cada concentración de azúcares 
obtenida, se le restó el valor inicial de azúcares provenientes del bagazo de caña sin adición de ácido 
y sin presión (0.46 mg/ml), que se cuantificaron también por la técnica de DNS. Lo anterior con el fin 
de garantizar que los valores de azúcares mg/ml expresados eran sólo los producidos por acción de 
los tratamientos de hidrólisis y no en combinación con los presentes inicialmente en el bagazo de 
caña. 
 
6.3.3. Análisis estadístico 
 
Los nueve datos por tratamiento obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza  ANOVA   y a 
la prueba de comparación de medias de Tukey a un nivel de confianza del 95% con ayuda del 
programa statistix versión 3.0,  para determinar si existían diferencias significativas entre los azúcares 
obtenidos en  los medios control y los obtenidos en los medios hidrolizados. 
Adicionalmente, se realizó una ANOVA de dos vías con ayuda del programa Minitab 5.0 para evaluar 
la interacción de los factores evaluados (presión- temperatura y concentración de ácido) con la 
variable respuesta central que en este caso fue la concentración de azúcares (mg/ml) y así mismo el 
efecto individual de cada una de ellas sobre dicha variable. 
 
 
6.4. SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO ALTERNO A BASE DE BAGAZO DE CAÑA DE 
AZÚCAR 
 
Para la selección del mejor medio de cultivo alterno a base de bagazo de caña de azúcar para la 
producción de T. koningiopsis (Th003) se tuvieron en cuenta tres criterios principalmente:  

 Producción de alta concentración de conidios en el sustrato para lo cual se realizaron 
cinéticas de crecimiento del hongo sobre los medios hidrolizados. 

 Buena actividad biológica de los conidios provenientes de la fermentación sólida en el bagazo 
de caña previamente hidrolizado realizando un bioensayo de patogenicidad. 

 Bajos costos de producción para lo cual se realizó un análisis de costos de acuerdo a las 
materias primas requeridas para cada proceso. 

 
6.4.1. Cinéticas de crecimiento de Trichoderma koningiopsis (Th003) 
 
Para la realización de las cinéticas de crecimiento de T. koningiopsis (Th003),  se colocaron 30 g de 
bagazo de caña molido en bandejas medianas de aluminio (15 cm x 9 cm x 4 cm) y se sometieron a 
los procesos de hidrólisis fisicoquímicas anteriormente descritos (HCl 0.005N, HCl 0.05N, HCl 0.1N y 
HCl 0.3N a 15 psi (121°C) y 24 psi (132°C). Como controles se prepararon las bandejas con la 
mezcla de bagazo y agua sin adición de ácido y fueron esterilizadas tanto a 15 como a 24 psi. 
Adicionalmente, se prepararon bandejas con el sustrato estándar comúnmente utilizado en la planta 
de Bioplaguicidas de Corpoica para el crecimiento de T. koningiopsis (Th003) (23 g de arroz, 18 g de 
salvado y 120 ml de agua). Se obtuvieron en total 11 tratamientos con tres repeticiones por cada uno, 
para un total de 33 bandejas. 
 
Después de la esterilización de las bandejas, de cada una se tomó una muestra de 2 g para la 
medición de pH con un potenciómetro marca Hanna instruments y la medición de humedad (%.) con 
una balanza de humedad marca Kern. Cada determinación se realizó por triplicado incluyendo el 
sustrato estándar. 
 
Antes de la inoculación, los medios fueron suplementados con extracto de levadura 0.2% p/v 
adicionando 18 ml de la suspensión en cada bandeja y homogeneizando el sustrato con ayuda de 
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una espátula de acero inoxidable estéril, a excepción del medio estándar. Posteriormente, todas las 
bandejas fueron inoculadas con 9 ml de una suspensión de T. koningiopsis (Th003) a una 
concentración de 2.0x10

7
 conidios/ml. Las bandejas inoculadas se cubrieron con papel vinipel y se  

incubaron por nueve días a una temperatura de 23°C +/- 2°C. Se tomaron muestras de un gramo por 
triplicado de cada bandeja desde el día cuarto hasta el día noveno para la determinación de la 
concentración (conidios/g) mediante recuento en cámara de Neubauer. 
 
Terminadas las cinéticas de crecimiento, se realizó la separación de los conidios del sustrato en  cada 
uno de los tratamientos incluyendo los controles y el medio estándar. Para esto se adicionó a cada 
bandeja 200 ml de Tween 80 (0.1%). El sustrato se filtró con ayuda de una gasa recuperando la 
suspensión líquida de conidios que fue ajustada a una concentración de 2.0x10

7
 conidios/ml y con la 

cual se realizó el bioensayo de patogenicidad. 
 
6.4.1.1. Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos de concentración de conidios (nueve datos por tratamiento por día) fueron 
sometidos a un análisis de varianza  ANOVA  y a la prueba de Tukey a un nivel de confianza del 95% 
con ayuda del programa Statistix versión 3.0, para determinar si existían diferencias significativas 
entre las concentraciones de conidios obtenidas utilizando los  medios de cultivo a base de bagazo de 
caña con la obtenida en el medio estándar. 
Adicionalmente, se realizó una ANOVA de dos vías con ayuda del programa Minitab 5.0 para evaluar 
la interacción de los factores evaluados (presión- temperatura y concentración de ácido) con la 
variable respuesta central que en este caso fue la concentración de conidios (conidios/g) y así mismo 
el efecto individual de cada una de ellas sobre dicha variable. 
Finalmente como criterio de confirmación se evaluó el área debajo de la curva para cada una de las 
fermentaciones evaluadas durante los nueve días, asumiendo que a mayor área mejor  rendimiento 
del proceso. 
 
6.4.2. Evaluación de patogenicidad de Trichoderma koningiopsis (Th003) sobre esclerocios de 
Sclerotinia sclerotiorum (Sc001). 
 
Con el fin de determinar el efecto biocontrolador de los conidios provenientes de las fermentaciones 
evaluadas, se realizó una prueba de patogenicidad para estimar la habilidad de T. koningiopsis 
(Th003) para controlar el crecimiento y proliferación de los esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum 
cepa Sc001, aislada de cultivos de lechuga (Martinez, 2007). Esta prueba se realizó para todas las 
fermentaciones a excepción de la realizada sobre bagazo hidrolizado con 0.3N de  HCl donde no se 
evidenció crecimiento del microorganismo en el medio. Para este bioensayo se utilizó un diseño 
experimental completamente al azar, con 10  tratamientos y tres repeticiones  por tratamiento 
(unidades experimentales). 
 
Inicialmente, se realizó la prueba de germinación a los esclerocios del hongo fitopatógeno 
colocándolos en agar agua (Anexo 3) e incubándolos por un tiempo ocho días a 22°C +/- 2°C. Lo 
anterior con fin de observar si se encontraban viables desde el inicio al germinar normalmente en el 
medio. 
 
En cajas de petri grandes que contenían 10 g de suelo tamizado (0,45 µm) previamente esterilizado 
en autoclave (Gemmy) a 121°C, 15 psi por 20 minutos, se colocaron en condiciones de esterilidad, 10 
esclerocios viables por caja. En todos los casos, los esclerocios fueron colocados aleatoriamente 
sobre las cajas y el suelo se humedeció con agua estéril hasta alcanzar una humedad del 70% 
(capacidad de campo).  El bioensayo contó con un diseño completamente al azar y por cada 
tratamiento se prepararon tres cajas incluyendo los controles (medio bagazo con agua sin adición de 
ácido y esterilizado a 15 y a 24 psi) y el medio estándar obteniendo un total de 30 cajas (unidades 
experimentales). 
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Finalmente, se adicionó tres ml de la suspensión de conidios provenientes de las fermentaciones 
evaluadas a una concentración de 2.0x10

7 
conidios/g. A continuación las cajas se incubaron por ocho 

días a 22°C+/- 2°C.  
 
Finalizado el tiempo de incubación, se extrajeron los esclerocios del suelo y se colocaron en agar 
agua distribuyéndolos distanciados uno del otro. Las cajas se incubaron nuevamente a 22°C +/- 2°C  
por ocho días. Pasado este tiempo, se contaron las estructuras que presentaron colonización de T. 
koningiopsis (Th003). Los resultados de parasitismo fueron determinados utilizando la siguiente 
fórmula:  
 

% Parasitismo del antagonista sobre el fitopatógeno =. Esclerocios parasitados x 100 / Esclerocios 
totales  

 
 
Se cuentan como esclerocios parasitados aquellos que presenten macroscópicamente la 
esporulación  típica de T. koningiopsis (Th003).  
 
6.4.2.1 Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza ANOVA y a la prueba de 
comparación de medias de Tukey con un nivel de confianza del 95%, con el fin de determinar si 
existían diferencias significativas entre los porcentajes de colonización obtenidos con los conidios 
provenientes de fermentación en bagazo de caña y los obtenidos en el medio estándar. 
 
 
6.4.3 Análisis de costos de los medios de cultivo evaluados 
 
Se realizó una matriz de costos para cada uno de los medios de cultivo evaluados a base de bagazo 
de caña, tomando como referencia el modelo utilizado por la unidad de valorización del CBB de 
Corpoica para la producción de bioplaguicidas.  Para lo anterior, se tuvieron en cuenta los costos fijos 
y los costos variables haciendo especial énfasis en los costos de materia prima. Finalmente se hizo 
una comparación de los valores obtenidos para el proceso de fermentación sólida con bagazo de 
caña, con los valores requeridos para la producción en el sustrato estándar (arroz, salvado, agua). 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. COMPOSICIÓN BROMATOLÓGICA DEL BAGAZO DE CAÑA DE AZÚCAR 
 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron muestras de bagazo de caña de azúcar leñoso 
proveniente de la planta de bioetanol ubicada en la estación experimental de Corpoica CIMPA en 
Barbosa Santander. Este material fue analizado bromatológicamente por el Laboratorio de Nutrición 
Animal del CBB. 

El análisis bromatológico permitió evidenciar la elevada composición de azúcares complejos en su 
estructura como la hemicelulosa, la lignina y la celulosa (Tabla 1). 
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Tabla 1.  Análisis bromatológico del bagazo de caña de azúcar proveniente de la estación 
experimental CIMPA (Barbosa – Santander). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2. HIDRÓLISIS FISICOQUÍMICAS DEL BAGAZO DE CAÑA DE AZÚCAR  

Finalizados los tratamientos de hidrólisis del bagazo de caña de azúcar, se recuperó la suspensión 
líquida y se determinó en ella la concentración (mg/ml) de azúcares por la técnica de DNS (Miller, 
1959) (Anexo 1). Los valores experimentales obtenidos en las hidrólisis realizadas a 15 Psi (121°C) y 
a 24 Psi (132°C) (Tabla 2) permitieron comprobar el efecto conjunto del HCl y de la presión sobre la 
liberación de azúcares, ya que en estos tratamientos se encontraron concentraciones desde 26.18 
hasta 64.10 mg/ml, mientras que el bagazo tratado únicamente con presión- temperatura se 
encontraron concentraciones de 0.90 hasta 1.27 mg/ml. De igual forma al realizar el análisis 
estadístico ANOVA y la prueba de Tukey con un 95% de confianza para todos los tratamientos, se 
determinó que existieron diferencias significativas en la variable respuesta para cada una de las 
concentraciones de ácido utilizadas (P< 0.05), incrementando notoriamente la concentración de 
azúcares a medida que la concentración de ácido aumentó. Con lo anterior se puede inferir que el 
aumento en la concentración de ácido provocó una mayor solubilización de la hemicelulosa y de la 
lignina produciendo así mayores concentraciones de azúcares fermentables. 

Resultados similares describieron Hernandez et al., (2007) quienes realizaron un estudio de 
comparación de hidrólisis en bagazo de caña para la producción de bioetanol y utilizaron 
concentraciones de ácido clorhídrico de 1.2 %v/v y 3.6 %v/v y encontraron valores de azúcares 
reductores de 24.82 y 35.43 g/L, respectivamente.  

Tabla 2. Promedio de azúcares reductores obtenidos (mg/ml) después de las hidrólisis fisicoquímicas 
del bagazo de caña de azúcar. 

ANÁLISIS EVALUADO 
COMPOSICIÓN  - EN MATERIA 

SECA ENCONTRADA (%) 

Hemicelulosa, lignina, celulosa, 
proteínas y sílice. 

84.42 

Lignina  16.37 

Celulosa 38.71 

Fibra 42 

Humedad 38 

MEDIO DE CULTIVO 
ABSORBANCIA 

(540 nm) 
CONCENTRACIÓN 

(mg/ml) 

   

Bagazo de caña + agua a 15 
Psi (121°C)  

0.402 0.90 

Bagazo de caña + 0.005N HCl 
a 15 Psi (121°C) 

0.185 26.18 

Bagazo de caña + 0.05N HCl a 
15 Psi (121°C) 

0.215 30.08 

Bagazo de caña + 0.1 N HCl a 0.281 40.09 
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Al realizar el análisis ANOVA y la prueba de Tukey al 95% se determinó que existen diferencias 
significativas entre los 10 tratamientos de hidrólisis evaluados (P<0.05). Adicionalmente, se determinó 
que el tratamiento hidrolizado con HCl 0.3N a 24 psi presentó la mayor concentración de azúcares 
reductores (64.10 mg/ml). 

El medio de cultivo tratado con HCl 0.1N a 24 Psi presentó menores valores de concentración que el 
pretratado con HCl 0.3N a 24 Psi, pero fue significativamente mayor a todos los tratamientos 
evaluados presentando una concentración de 55.07 mg/ml de azúcares reductores, con lo que se 
puede determinar que este tratamiento también presenta buena eficiencia en comparación con los 
ocho restantes. El análisis de Tukey no detectó diferencias estadísticamente significativas entre los 
medios de cultivo tratados con HCl 0.3N a 15 psi y el tratado con HCl 0.05N a 24 psi, sin embargo 
este primero presentó valores numericamente superiores (46.30 mg/ml) a los obtenidos en el 
tratamiento de 0.05 N de HCl a 24 psi (45.02mg/ml). Esto mismo ocurrió con los medios evaluados 
con HCl 0.05N a 15 Psi y HCl 0.005N a 24 Psi, donde se encontraron valores de azúcares de 30.8 y 
30.70 (mg/ml) respectivamente y donde el análisis estadistico tampoco detectó diferencias 
significativas entre los dos tratamientos. Para estos casos se puede determinar que se alcanzaron 
concentraciones de azúcares similares en tratamientos donde independientemente de la 
concentración de ácido siempre se obtuvieron mayores resultados a una presión más alta. Se 
determinó además, que para alcanzar altos valores de azúcares no es necesario utilizar 
concentraciones de ácido tan altas sino que se podría emplear una menor concentración de ácido y 
aumentar la condición de presión - temperatura. 

Estos datos  permitieron ver la influencia directa del aumento en la condición de presión- temperatura, 
sobre la liberación de azúcares en el medio. Galbe (2007) afirmó que en los métodos fisicoquímicos 
para el pretratamiento de la biomasa lignocelulósica, el material al ser sometido a altas temperaturas 
entre los 160°C y los 240°C y altas presiones entre las 10 y 34 bar permiten que la hemicelulosa sea 
solubilizada en mayor medida encontrando una fase líquida donde se encuentran azúcares 
oligoméricos y monoméricos, haciendo del método un sistema realmente eficiente. Es posible que 
dichos resultados se hayan obtenido debido a que a mayor presión mayor temperatura obtenida en el 
sistema y por lo tanto mayor solublización de los componentes del sustrato. Por otro lado es 
importante resaltar que  la combinación de estos dos factores (presión-temperatura y ácido) promovió 
una interacción entre las dos variables, que incrementó  la superficie de contacto y los ácidos 
pudieron penetrar más facilmente al soporte. 

Además de los controles (bagazo tratado sin ácido y esterilizado a las condiciones de presión) el 
medio de cultivo tratado con HCl 0.005N a 15 Psi fue el que menor concentración de azúcares 
reductores presentó con un valor promedio de 26.18 mg/ml, presentando diferencias significativas con 
todos los tratamientos evaluados. En general se determinó que todos los tratamientos presentaron 
liberación de azúcares después de los procesos de hidrólisis y que es indispensable la adición de 
ácido para liberar azúcares reductores al medio. Tengborg (2001) realizó estudios de pretratamiento 

15 Psi (121°C) 

Bagazo de caña + 0.3N HCl a 
15 Psi  (121°C) 

0.316 46.30 

Bagazo de caña + agua a 24 
Psi (132°C)  

0.523 1.27 

Bagazo de caña + 0.005N HCl 
a 24 Psi (132°C) 

0.214 30.70 

Bagazo de caña + 0.05N HCl a 
24 Psi (132°C) 

0.309 45.02 

Bagazo de caña + 0.1 N HCl a 
24 Psi (132°C) 

0.377 55.07 

Bagazo de caña + 0.3N HCl a 
24 Psi (132°C) 

0.431 64.10 
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de diferentes sustratos lignocelulósicos utilizando ácido clorhídrico como catalizador en combinación 
con vapor, obteniendo rendimientos de 91.4 % y 82.8% de glucosa y xilosa, respectivamente. Esto 
permite reafirmar que los tratamientos fisicoquímicos permiten altos  niveles de liberación de azúcares 
en sustratos lignocelulósicos. 

 

Figura 1. Concentración de azúcares (mg/ml) reductores promedio obtenidos después de cada 
tratamiento de hidrólisis fisicoquímica. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias 

significativas según la prueba de Tukey (95%).BC: Bagazo de caña de azúcar. 

 
 

Como análisis adicional y con el fin de evidenciar detalladamente el efecto individual de los factores 
evaluados (presión - temperatura y ácido) sobre la variable respuesta, se usó la prueba de ANOVA de 
dos vías (Anexo 4) a los datos obtenidos de concentración de azúcares. Para el caso de la 
concentración de ácido se observó una tendencia ascendente alrededor de la  línea de significancia 
central o rango promedio de concentración de azúcares. Al observar esta tendencia se pudo 
confirmar que ésta variable fue directamente proporcional a la variable respuesta y que el efecto de la 
concentración de ácido es un parámetro influyente sobre la remoción de la estructura cristalina de la 
hemicelulosa y la lignina. Para el caso de las dos presiones, se observaron distancias drásticas de los 
dos valores por encima y por debajo de la media central con lo que también se determina que el 
aumento de presión incrementa notoriamente la liberación de azúcares al medio. 
 
7.3. SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO ALTERNO A BASE DE BAGAZO DE CAÑA DE 
AZÚCAR 
 
7.3.1 CINÉTICAS DE CRECIMIENTO DE T. koningiopsis (Th003)  
 
Para la selección del medio de cultivo alterno a base de bagazo de caña previamente hidrolizado se 
prepararon los medios siguiendo las metodologías anteriormente descritas. 
  
Debido a que después de los procesos de hidrólisis el sustrato puede sufrir determinados cambios 
tanto físicos como químicos se realizó la medición de pH y humedad en cada uno de los medios 
evaluados así como en los controles (bagazo de caña sin adición de ácido y esterilizado a las dos 
condiciones de presión-temperatura) y en el medio estándar (arroz, salvado y agua), lo anterior con el 
fin de garantizar las condiciones óptimas de crecimiento del microorganismo antes de la inoculación 
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del mismo. En la Tabla 3 se puede observar que los medios presentaron en general valores de 
humedad entre el 70 y el 77% estos valores son favorables para el crecimiento de T. koningiopsis 
(Th003) en fermentación sólida. En cuanto a los valores de pH en todos los medios menos en los 
controles y el estándar, se presentaron valores de pH entre 4,1 y 4,9 debido a la adición de ácido 
clorhídrico al sustrato. Estos valores son aceptables para el crecimiento de T. koningiopsis ya que se 
ha descrito que su rango óptimo de crecimiento se encuentra entre 4.0 y 6.0 (Wakelin et al., 1999). 

 
Tabla 3. Valores promedio de pH y humedad después de la esterilización en cada uno de los medios 

de cultivo. 
 

MEDIO DE CULTIVO pH HUMEDAD (%) 

Bagazo de caña + 15 Psi 
(121°C) con agua 

7.00 75.20 

Bagazo de caña + 0.005N HCl 
a 15 Psi (121°C) 

4,91 69.50 

Bagazo de caña + 0.05N HCl a 
15 Psi (121°C) 

4.51 76.46 

Bagazo de caña + 0.1 N HCl a 
15 Psi (121°C) 

4,24 75.42 

Bagazo de caña + 0.3N HCl a 
15 Psi  (121°C) 

4.12 75.49 

Bagazo de caña + 24 Psi 
(132°C) con agua 

7.00 75.80 

Bagazo de caña + 0.005N HCl 
a 24 Psi (132°C) 

4.86 75.27 

Bagazo de caña + 0.05N HCl a 
24 Psi (132°C) 

4.42 74.22 

Bagazo de caña + 0.1 N HCl a 
24 Psi (132°C) 

4.25 
 
 

75.32 

 
Bagazo de caña + 0.3N HCl a 

24 Psi (132°C) 

 
4.13 

 
74.96 

Medio estándar (Arroz salvado 
y agua) 

7.04 75.20 

 
 
En las fermentaciones realizadas el crecimiento de T. koningiopsis (Th003) se evaluó mediante el 
recuento diario de conidios en cámara de Neubauer. En el medio tratado con HCl 0.3N a las dos 
presiones (15 psi (121°C) y 24 psi (132°C)) no se evidenció crecimiento del microorganismo en el 
sustrato a pesar de ser el que mayor concentración de azúcares reductores produjo. Este 
comportamiento se le podría atribuir a los compuestos tóxicos que se forman a raíz de la combinación 
entre el ácido, la presión y la temperatura. De acuerdo con Napoles et. al, (2006); Rodríguez et al., 
(2001) el hidrolizado hemicelulósico obtenido mediante la hidrólisis ácida del bagazo de caña de 
azúcar además de encontrarse enriquecido por xilosa, glucosa y arabinosa, contiene otros 
componentes como furfural e hidroximetilfurfural (0.6 -1.6 g/L), ácido acético (3.0-3.5 g/L), cenizas 
(0.3- 0.41%), metales pesados y compuestos fenólicos de bajo peso molecular, estos últimos 
producto de la degradación de la lignina soluble. Estos compuestos tóxicos pudieron haberse formado 
en este sistema de hidrólisis y probablemente se quedaron retenidos en el sustrato sobre el cual se 
inoculó el microorganismo, inhibiendo su crecimiento por completo. Por esta razón, éste medio de 
cultivo  fue descartado y no se continuó su evaluación durante los nueve días de fermentación. 
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En cuanto a los otros medios de cultivo evaluados, en la tabla 4 se observa la concentración 
promedio de conidios  obtenida en el día noveno de fermentación. La concentración de conidios 
estuvo en el orden de 10

8
 y 10

9
 conidios/g y en todos los medios se evidenció esporulación de T.  

koningiopsis (Th003) al cuarto día después de inocular las bandejas (figura 2). 
 
 
 
Tabla 4.  Producción de conidios al noveno día de fermentación en los medios de cultivo evaluados. 
 

MEDIO DE CULTIVO 
PROMEDIO 
RECUENTO 
(Conidios/g) 

LOG 10 

 Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.005N a 15 psi 

1.22x10
9
 9.08 

Bagazo de caña tratado 
con HCl  0.05N a 15 psi 

1.30x10
9
 9.10 

Bagazo de caña tratado 
con HCl  0.1N a 15 psi 

7.00 x10
8
 8.87 

Bagazo de caña tratado 
con agua a 15 psi 

2.2 x10
8
 8.34 

Bagazo de caña tratado 
con HCl  0.005N a 24 psi 

1.17 x10
9
 9.07 

Bagazo de caña tratado 
con HCl  0.05N a 24 psi 

1.20x10
9
 9.09 

Bagazo de caña tratado 
con HCl  0.1N a 24 psi 

7.80X10
8
 8.93 

Bagazo de caña tratado 
con agua  a 24 psi 

2.30X10
8
 8.35 

Medio estándar (arroz 
salvado y agua) 

2.30 X10
9
 9.35 

 

6,00

6,50

7,00

7,50

8,00

8,50

9,00

9,50

10,00

4 5 6 7 8 9C
O

N
C

E
N

T
R

A
C

IÓ
N

 D
E

 C
O

N
ID

IO
S

/g
  
(L

o
g

 1
0
)

TIEMPO (DÍAS)

BC+HCl  0,005N 15 PSI

BC+HCl 0,005N 24 psi

BC+ HCl 0,05N 15 psi

BC+HCl 0,05N 24 psi

BC+ HCl 0,1N 15 psi

BC+HCl  0,1 N 24 psi

BC +   agua 15 psi (Control)

BC + agua 24 psi (Control)

Medio estándar

 
 

Figura 2.  Cinética de crecimiento de T. koningiopsis Th003 durante nueve días 
de fermentación. BC: Bagazo de caña de azúcar. 
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El análisis estadístico de los datos obtenidos al noveno día de fermentación empleando la prueba de 
Tukey con un 95%, permitió determinar que los controles (Bagazo de caña sin adición de ácido y 
esterilizado a 15 y 24 Psi)  presentaron la menor concentración de conidios de todos los medios 
evaluados con un valor máximo de 2.3x10

8 
coinidios/g. Estos tratamientos no presentaron diferencias 

significativas entre sí, pero si presentaron diferencias significativas con el resto de tratamientos 
evaluados donde se encontraron concentraciones superiores a 1.0x10

9 
conidios/g. 

  
Con lo anterior, se confirma que es necesario el tratamiento previo del sustrato (combinación de 
presión- temperatura y ácido) para favorecer el crecimiento del hongo en el medio al dejar disponibles 
los nutrientes y además disminuir la fibrosidad del bagazo. En figura 4 se puede observar que el 
crecimiento del hongo en el bagazo tratado a 15 psi sin adición de ácido no fue homogéneo como en 
los medios hidrolizados con ácido sino que dejó varios espacios sin colonizar. Resultados parecidos 
donde se denota la importancia del pre tratamiento en el residuo lignocelulósico, obtuvo Carrizales 
(2007) cuando evaluó los efectos de los tratamientos ácidos y acuoso sobre la producción de lisina y 
tirosina en bagacillo de caña de azúcar, mediante fermentación sólida de Trichoderma reesei y 
Chaetomiun cellulolyticum. En este estudio se determinó que el pre tratamiento permitió incrementar 
la producción proteica, obteniéndose los mejores resultados utilizando el pre tratamiento ácido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Concentraciones de conidios (Log10) alcanzadas al noveno día de fermentación 

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas según la prueba de Tukey 
(95%).BC: Bagazo de caña de azúcar. 

 
Por otro lado, el análisis estadístico no detectó diferencias significativas entre la concentración de 
conidios obtenida en los medios de cultivo tratados con HCl 0.005N y HCl 0.05N a 15 psi (121°C) y a 
24 psi (132°C) por lo que los valores se comportan homogéneamente, sin embargo el medio de 
cultivo tratado con HCl 0.005N a 15 psi (121°C) presentó una concentración promedio de 1.30x10

9 

conidios/g siendo este valor numéricamente superior a los obtenidos por los tres tratamientos 
restantes. Con lo anterior se sugiere, que en estos cuatro medios de cultivo se obtienen 
concentraciones similares de conidios  aún cuando se cambian las condiciones de presión- 
temperatura y ácido. 
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El análisis estadístico no detectó diferencias significativas entre las concentraciones de conidios 
alcanzadas en los medios hidrolizados con HCl 0.1N a 15 psi y de HCl 0.1N a 24 psi, sin embargo, 
estas fermentaciones fueron las que menor concentración de conidios mostraron con valores de 
7.0x10

8
 y 7.7x10

8
 conidios/g respectivamente. Estos resultados podrían deberse a la producción de 

compuestos tóxicos que inhiben el crecimiento del hongo en el medio (Napoles et al., 2006), como en 
el caso de los medios hidrolizados con HCl 0.3N donde no hubo crecimiento del microorganismo en el 
medio. Sin embargo, estos medios no fueron descartados a pesar de su baja producción de conidios, 
hasta realizar las pruebas de patogenicidad.  
 
Por otro lado el análisis estadístico también mostró que el medio estándar presentó valores de 
concentración significativamente mayores a todos las fermentaciones evaluadas (2.3x10

9
 conidios/g). 

Se debe tener en cuenta que este sustrato está hecho a base de arroz y salvado y por su 
composición nutricional el hongo es capaz de colonizarlo hasta la parte más interna de la bandeja, 
mientras en el bagazo de caña sólo se vio colonización superficial. 
 
Lo anterior puede ser debido a que el almidón presente en el arroz es más fácil de degradar que la 
hemicelulosa o lignina restante que quedó en el bagazo y que tal vez no se hidrolizó por completo. 
Esto se vió reflejado en la concentración de conidios marcando una gran diferencia entre los dos 
sustratos. Resultados parecidos a los obtenidos en este estudio se obtuvieron por Pérez y 
colaboradores (2000) para la producción masiva de Trichoderma harzianum utilizando arroz como 
sustrato en las cuales la concentración máxima obtenida después de la fermentación en estado sólido 
fue de 2.0x10

9
 conidios/g. 

 Sin embargo, cabe resaltar que a pesar de que en general en el bagazo de caña se obtuvieron 
concentraciones menores que en el sustrato estándar estos resultados siguen siendo promisorios 
pues el hongo creció homogéneamente y esporuló más rápido que en el medio estándar. En el 
bagazo de caña se evidenció visualmente la esporulación del hongo al cuarto día de fermentación 
mientras en el sustrato estándar solo se vio crecimiento micelial (Figuras 4 y 5). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 

 

 

 

Como análisis adicional y con el fin de evidenciar más detalladamente el efecto individual de los 
factores evaluados (presión - temperatura y ácido) sobre la variable respuesta que para este caso es 

A 
B 

B A B 

b 

Figura 4. A) Crecimiento de T. koningiopsis  

(Th003)  sobre medio control (bagazo de caña 

sin adición de ácido y esterilizado a 15 psi). B) 

Crecimiento de T. koningiopsis  (Th003) en 

bagazo de caña hidrolizado con HCl 0.05N a 15 

psi. 

Figura 5. A) Crecimiento de T. koningiopsis 

(Th003) en sustrato arroz- salvado al cuarto 

día de fermentación. B) Crecimiento de T. 

koningiopsis (Th003) en bagazo de caña 

hidrolizado con HCl 0.05N a 24 psi al cuarto 

día de fermentación. 
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concentración de conidios, se usó la prueba de ANOVA de dos vías (Anexo 4). Para el caso de factor 
concentración de ácido, a medida que aumentó su concentración  los puntos se mostraron por debajo 
de la media global, con lo que se confirmó el efecto negativo de esta variable sobre el desarrollo del 
microorganismo en el medio. Para el caso del factor  presión- temperatura, los dos puntos que 
representan las dos presiones se mostraron dentro de la línea de significancia, lo que indica que no 
es un factor influyente sobre la variable respuesta, es decir se puede utilizar cualquier presión y se 
obtendrán concentraciones de conidios similares. 

 
Tabla 5. Valores de áreas debajo de la curva obtenidas para cada una de las cinéticas de  T. 

koningiopsis (Th003) evaluadas durante los nueve días de fermentación. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Finalmente con los resultados gráficos en barras de las cinéticas de cada una de las fermentaciones 
evaluadas (Anexo 5) se realizó el cálculo del área debajo de la curva (Tabla 5) como un estimado de 
eficiencia de los tratamientos. Se asume que entre mayor sea el área mayor amplitud en los valores 
dependientes, es decir mayor eficiencia en términos de concentración de conidios. 
 
Estos resultados concuerdan con los resultados  mencionados  anteriormente donde se determinó 
que el medio de cultivo más eficiente es el medio estándar, y además que los medios menos 
eficientes fueron los tratados con HCl 0.1N a 15 y 24 psi. Además,  estos datos  permitieron confirmar 
que no existen diferencias drásticas en cuanto a la eficiencia encontrada en los medios de cultivo 
tratados con HCl 0.005N y 0.05N a 15 y a 24 psi. 
 
7.3.2. Prueba de patogenicidad de T. koningiopsis (Th003) sobre esclerocios de Sclerotinia 
sclerotiorum Sc001. 

Inicialmente, al realizar la prueba de germinación de los esclerocios del hongo fitopatógeno 
Sclerotinia sclerotiorum se observó porcentajes de germinación superiores al 95%  a los cuatro días 

MEDIO DE CULTIVO 
Área debajo de la curva (Log10 

concentración/t) 

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.005N a 15 psi  

76.12  

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.05N a 15 psi 

 76.23  

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.1N a 15 psi 

71.66 

Bagazo de caña tratado 
con agua a 15 psi 

(control) 
70.52 

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.005N 24 psi 

75.67 

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.05N 24 psi 

75.87 

Bagazo de caña tratado 
con HCl 0.1N 24 psi 

73.62 

Bagazo de caña tratado 
con agua a  24 psi 

(Control) 
71.52 

Medio estándar (arroz, 
salvado y agua) 

77.61 
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de incubación en agar agua (Anexo 6). Adicionalmente, los esclerocios presentaron la morfología 
macroscópica y microscópica característica de la cepa.  

Después  de cuatro días de la inoculación de los esclerocios con las suspensiones de conidios de T. 
koningiopsis (Th003) provenientes de las fermentaciones evaluadas se evidenció visualmente cómo 
los esclerocios empezaron a ser colonizados por T. koningiopis con lo cual se empezó a asumir que 
el hongo si estaba ejerciendo control sobre dichas estructuras (Anexo 6). Carsolio (2007) afirmó que 
las especies de Trichoderma sp. durante el proceso de micoparasitismo crecen quimiotrópicamente 
hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las 
penetran en ocasiones. La degradación de las paredes celulares del hospedero se observa en los 
estados tardíos del proceso parasítico que conlleva al debilitamiento del fitopatógeno. Es por esto tal 
vez que aún realizando un lavado de los esclerocios después de la colonización externa, volvieron a 
germinar en agar agua ocho días después de la incubación, evidenciando claramente la colonización 
interna del patógeno sobre la estructura (Anexo 6). 

Al realizar la comparación de medias de Tukey al 95% (Figura 7) para los porcentajes de parasitismo, 
el análisis estadístico no detectó diferencias significativas entre los porcentajes de parasitismo de los 
conidios obtenidos en ninguna de las fermentaciones evaluadas, a excepción de los conidios 
provenientes de la fermentación con bagazo hidrolizado a HCl 0.1N a 15 y a 24 Psi. Estos 
tratamientos tuvieron porcentajes de parasitismo significativamente inferiores a todos los demás, con 
valores de 66 y 53% respectivamente. Estos resultados permitieron confirmar el efecto tóxico que 
ejercen los compuestos que posiblemente se formaron a raíz de la hidrólisis del  bagazo sobre el 
desarrollo del hongo, al inhibir su crecimiento y no permitir que cumpliera su función biocontroladora 
de manera más eficiente. Cabe recordar que estos dos medios fueron los que menor concentración 
de conidios produjeron,  posiblemente por la presencia en el medio de compuestos antimicrobianos.  

 

Figura 7. Porcentaje promedio de parasitismo de los conidios provenientes de todas las 
fermentaciones evaluadas. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas 

(p<0.05) según la prueba de Tukey al 95%. BC: Bagazo de caña de azúcar. 
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Bajo este criterio estos dos medios fueron descartados dentro del proceso de selección del medio de 
cultivo alterno, pues el medio seleccionado debe tener dentro de sus características, la capacidad de 
producir una alta concentración de conidios con buena actividad biocontroladora. Para efectos de 
este trabajo se debe tener en cuenta que la búsqueda del medio de cultivo alterno va encaminada a 
la producción del hongo en este sustrato para obtener el  principio activo del bioplaguicida, es decir 
que es de vital importancia garantizar que el hongo tenga una alta capacidad biocontroladora durante 
todo el proceso de producción. 

Los mejores porcentajes de parasitismo, se encontraron en los conidios provenientes de las 
fermentaciones con bagazo hidrolizado con HCl 0.005N y HCl 0.05N a 24 psi (132°C) donde se 
obtuvieron valores de 93% de parasitismo siendo este porcentaje igual al encontrado en el medio 
estándar utilizado actualmente en la planta de bioplaguicidas de Corpoica. Resultados similares a los 
obtenidos en este estudio obtuvieron Inbar y Menendes (2007) cuando evaluaron in vitro el  efecto 
biocontrolador de Trichoderma harzianum sobre Sclerotinia slerotiorum aislada de cultivos de 
lechuga, donde  se encontraron una inhibición de la pre y pos emergencia del patógeno con valores 
del 92%. 

Cundom et al., (2003) afirman que las pruebas in vitro para determinar la capacidad antagónica de un 
microorganismo con respecto a otro, no representan necesariamente el grado de antagonismo y de 
control biológico en condiciones naturales, pero reflejan la capacidad y variabilidad genética del 
antagonista, y la del fitopatógeno para resistir el antagonismo. Es así como, el Laboratorio de Control 
Biológico del CBB de Corpoica  cuenta con un Laboratorio de Biotécnica que realiza pruebas in vitro  
para realizar los controles de calidad pertinentes al biolaguicida después de su formulación.  
Uno de estos análisis es la prueba in vitro de patogenicidad de T. koningiopsis (Th003) sobre 
esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum Sc001 realizada en este estudio. Dicha prueba es necesaria 
en condiciones de laboratorio para evaluar y  garantizar la efectividad del producto teniendo como 
factor de aceptación, mínimo un 80% de patogenicidad. Teniendo en cuenta esta referencia, se 
puede afirmar que los conidios provenientes de las fermentaciones en bagazo de caña hidrolizado 
presentaron buena actividad biológica pues se encontraron valores de parasitismo hasta de 93%. 

Teniendo en cuenta  que los medios de cultivo hidrolizados con HCl 0.1 N 15 psi y 0.1N de HCl a 24 
psi  fueron descartados por que presentaron bajas concentraciones de conidios y  porcentajes de 
parasitismo menores al 60%, se procedió a realizar el análisis de costos de los cuatro medios 
restantes (Bagazo de caña hidrolizado con HCl  0.005N y HCl 0.05N a 15 y 24 Psi) para la selección 
final del medio de cultivo. 

 
7.3.3 Análisis de costos de los medios seleccionados 
 
Para este propósito se utilizó la matriz de costos que ya se tiene estandarizada en Corpoica para la  
producción de bioplaguicidas). Adicionalmente se tuvieron en cuenta los costos adicionales de adición 
de ácido, extracto de levadura, molido y secado del bagazo de caña. En la producción de los cuatro 
medios de cultivo que utilizan bagazo de caña se observó un 73.3% de ahorro en el ítem de materia 
prima en comparación con el medio estándar utilizado actualmente en la planta de bioplaguicidas 
(Anexo 7). 
Es así como para la producción de 100 kg de medio de cultivo utilizando el medio estándar se 
requieren $ 291.354,65 mientras que para los medios con bagazo de caña se requieren entre $ 
76.834,63 y $ 83.834,63. Los conceptos como insumos, arriendo de instalaciones se mantuvieron 
constantes para los  todos los procesos.  
Finalmente los costos de producción de 100 kg de  cada uno de los cuatro medios de cultivo con 
bagazo de caña de azúcar mostraron diferencias mínimas entre sí con valores entre $ 5.875.886 y $ 
5.894.886 mensules. Por lo anterior, se decidió escoger como medio óptimo para el crecimiento de T. 
koningiopsis el medio con menor costo y con mayor producción numérica de conidios/g  siendo el 
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medio hidrolizado a 0.05N a 15 psi (121°C) el que cumplió con todos los parámetros tenidos en 
cuenta.  
 
 

 
8. CONCLUSIONES 

 
 

 Se seleccionó el medio de cultivo a base de bagazo de caña de azúcar hidrolizado a una 
concentración de 0.05N de HCl  y  a 15  Psi (121°C) de presión como el medio más adecuado 
para la producción de T. koningiopsis en fermentación sólida, debido a su alta concentración 
de conidios, con buena actividad biológica y  por presentar costos inferiores al medio 
estándar de producción. 

 

 Los tratamientos de hidrólisis fisicoquímica favorecieron la colonización de T. koningiopsis 
sobre el sustrato al ser bastante eficientes en la liberación de azúcares reductores 
fermentables por el microorganismo. 

 

 No es conveniente realizar sistemas de hidrólisis fisicoquímicas con concentraciones de ácido 
muy altas pues se producen compuestos tóxicos que desfavorecen el crecimiento del hongo 
en el medio y a la vez disminuyen notablemente su capacidad biocontroladora. 

 

 Se logró determinar que la utilización de bagazo de caña como soporte de crecimiento de T. 
koningiopsis (Th003) podría disminuir notablemente los costos de materia prima requeridos 
para el proceso de producción del bioplaguicida en alrededor de . 
 

9. RECOMENDACIONES 

 

 Evaluar el medio seleccionado a base de bagazo de caña de azúcar a nivel planta piloto y 

determinar si es posible escalar el proceso. 

 

 Realizar pruebas de patogenicidad en campo, de los conidios provenientes de la fermentación 

en el medio de cultivo seleccionado a base de bagazo de caña de azúcar. 

 

 Garantizar por medio de un análisis bromatológico más detallado la ausencia de compuestos 

antimicrobianos formados en el medio por acción del tratamiento de hidrólisis y así evitar la 

inhibición del crecimiento del microorganismo. 

 

 Evaluar la eficiencia del proceso de separación con este sustrato en términos de recuperación 

de conidios.  
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    11.  ANEXOS 

 

ANEXO 1 

PROTOCOLO TÉCNICA DE  DETERMINACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES ÁCIDO 

DINITROSALICILICO (DNS) 

1. Reactivos 

 Solución DNS (A) 

1.6 g de Hidróxido de Sodio 

30 g de tartrato de sodio y potasio 

11 g de ácido dinitrosalicilico (DNS) 

Aforar a 100 ml con agua destilada 

 

Preparación: Colocar el Hidróxido de sodio en 100 ml de agua destilada y calentar hasta que se 

disuelva completamente. Adicionar lentamente el tartrato de sodio y de potasio y homogeneizar. 

Finalmente colocar la solución preparada en un frasco ámbar hermético y adicionar el reactivo DNS 

lentamente. Dejar en agitación continua por un periodo de 12 horas. 

 

 Solución Stock de glucosa (B) 

Pesar 200 mg de glucosa grado analítico y disolverlos en 50 ml de agua destilada (4mg/ml) 

almacenar a -20
° 
C. 

 

2- Curva estándar 

 

Para la realización de la curva estándar es necesario colocar en 6 tubos de ensayo las cantidades 

que aparecen en la siguiente tabla y seguir el procedimiento que aparece en el numeral 3. 

 

 

 BLANCO 1 2 3 4 5 6 

Solución B 

(µl) 
-------- 25 50 75 100 125 150 

Agua 

destilada (µl) 
500 475 450 425 400 375 350 

Volumen final 

(µl) 
500 500 500 500 500 500 500 

Concentración 

(mg/ml) 
--------- 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

 

 

3-Procedimiento 

 Adicionar a cada tubo 500 µl de reactivo DNS (solución A) 

 Colocar los tubos en ebullición durante 5 minutos. 

 Transferir a un vaso de precipitado con agua – hielo. 

 Adicionar 5 ml de agua destilada a cada tubo. 
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 Agitar y dejar en reposo durante 15 minutos. 

 Leer a 540 nm la absorbancia de la muestra. 

4- Preparación del blanco 

 Tomar 500 µl de agua destilada. 

 Adicionar 500 µl de reactivo DNS (solución A) 

 Seguir el procedimiento que se describe en el numeral 3 

 

 

ANEXO 2 

 

ELABORACIÓN DE LA CURVA PATRÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE AZÚCARES 

REDUCTORES POR LA TÉCNICA DE ÁCIDO DINITROSALICÍLICO  (DNS) 

 

La curva patrón de azúcares reductores se realizó según el protocolo descrito por Miller (1959) 

(Anexo1). Como sustancia de referencia se empleó glucosa grado analítico. Se prepararon siete 

soluciones de glucosa de concentraciones conocidas con un volumen final de 500 µl. Se prepararon 

concentraciones de 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.2 mg/ml y 1.4 mg/ml. A 

los 500 µl de cada concentración se le adicionaron 500 µl de reactivo DNS (ácido 3,5- dinitrosalicílico) 

se llevaron los tubos a ebullición y la reacción se detuvo  al sumergir los tubos en hielo. A cada tubo 

se le adicionó 5 ml de agua destilada y se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm, 

ajustando el cero de absorbancia con el blanco de la prueba.  

 

 

 

 

REPLICA 

ABSORBANCIA 540 nm 

0 0.2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1 mg/ml 1.2 mg/ml 1.4 mg/ml 

1 0,016 0,136 0,273 0,404 0,536 0,674 0,789 0,918 

2 0,017 0,135 0,272 0,405 0,537 0,675 0,789 0,918 

3 0,018 0,136 0,272 0,403 0,538 0,673 0,789 0,917 

4 0,017 0,132 0,271 0,404 0,536 0,672 0,789 0,916 

5 0,014 0,136 0,271 0,404 0,536 0,674 0,785 0,918 

6 0,016 0,138 0,271 0,403 0,534 0,674 0,786 0,918 

Promedio 0,016 0,136 0,272 0,404 0,536 0,674 0,788 0,918 
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Ecuación patrón de azúcares reductores: 

Y= 0.65x + 0.013 

R
2 
= 0.9997 

Donde Y representa la absorbancia obtenida a 540 nm , x la concentración de azúcares reductores 
(mg/ml), b el punto de corte con el eje x y a la pendiente. 
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ANEXO 3 

 
MEDIOS DE CULTIVO 

 
Para preparar Un (1) litro 
 
PDA (Papa dextrosa agar):   
 

 Papa: 200 g. 

 Agar: 18 g. 

 Sacarosa: 2 g.  
 

 
AGAR  AGUA 
 

 Agar 18 g. 

 Agua: 1000 ml. 
 
 
ANEXO 4 

 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

 
ANEXO 4 a- TRATAMIENTOS DE HIDRÓLISIS FISICOQUÍMICAS 
 
 
Análisis de varianza ANOVA  
 
SOURCE    DF       SS         MS               F             P 
-------  ----               ---------    ---------        ------       ------ 
BETWEEN    9     35529.5    3947.73   5316.07   0.0000 
WITHIN    80        59.4081    0.74260 
TOTAL     89        35588.9 
 
 
                       SAMPLE     GROUP 
VARIABLE       MEAN     SIZE     STD DEV 
---------              ----------     ------        ---------- 
    T1                0.8978        9          0.0239 
   T10               64.056        9          0.5769 
   T2                 26.178        9          0.5044 
   T3                 30.856        9          1.5891 
   T4                 40.944        9          0.9422 
   T5                 46.278        9          0.5357 
   T6                 1.2678        9          0.0130 
   T7                 30.678        9          0.3232 
   T8                 45.211        9          1.6174 
   T9                 55.700        9          0.6461 
   TOTAL         34.207       90          0.8617 
 
CASES INCLUDED 90    MISSING CASES 0 
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Comparación de medias de Tukey  (95%) 
 
                       HOMOGENEOUS 
VARIABLE       MEAN    GROUPS 
---------               ----------  ----------- 
T10                   64.056    I 
T9                     55. 700    ..I 
T5                     46.278   .... I 
T8                     45.211   .... I 
T4                     40.944   ...... I 
T3                     30.856   ........ I 
T7                     30.678   ........ I 
T2                     26.178   .......... I 
T6                     1.2678   ............ I 
T1                     0.8978   ............ I 
 
THERE ARE 7 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE 
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER. 
 
CRITICAL Q VALUE   4.601   REJECTION LEVEL    0.050 
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON      1.3216 
STANDARD ERROR FOR COMPARISON      0.4062 
 
Análisis ANOVA de dos vías para los tratamientos de hidrólisis fisicoquímicas 
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Alpha = 0,05

Interaction Effects

Two-Way Normal ANOVA  AZÚCARES REDUCTORES (mg/ml)

Main Effects for ÁCIDO Main Effects for PRESIÓN

 
 

PRESIÓN 1: 15 Psi         PRESIÓN 2: 24 Psi 
ÁCIDO 1: 0  ÁCIDO 2: HCl 0.005N  ÁCIDO3: HCl 0.05N  ÁCIDO 4: HCl 0.1N  ÁCIDO 5: 0.3N 
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ANEXO 4 b - Cinéticas de crecimiento de Trichoderma koningiopsis (Th003) 
 
Análisis de varianza ANOVA 
 
SOURCE    DF       SS               MS              F           P 
    -------        ----     ---------       ---------         ------       ------ 
BETWEEN    8       8.49296    1.06162     496.20      0.0000 
WITHIN         72     0.15404    0.00214 
TOTAL          80     8.64700 
 
 
                       SAMPLE     GROUP 
VARIABLE       MEAN     SIZE     STD DEV 
 ---------              ----------     ------        ---------- 
T1                       8.3378      9          0.0254 
T2                       9.0811      9          0.0732 
T3                       9.1044      9          0.0639 
T4                       8.8411      9          0.0382 
T5                       8.3600      9          0.0332 
T6                       9.0644      9          0.0585 
T7                       9.0711      9          0.0420 
T8                       8.8911      9          0.0302 
T9                       9.3489      9          0.0226 
TOTAL                8.9000     81        0.0463 
 
CASES INCLUDED 81    MISSING CASES 0 
 
Comparación de medias de Tukey (95%) 
 
 
                       HOMOGENEOUS 
VARIABLE       MEAN    GROUPS 
---------                ----------  ----------- 
T9                     9.3489    I 
T3                     9.1044   .. I 
T2                     9.0811   .. I 
T7                     9.0711   .. I 
T6                     9.0644   .. I 
T8                     8.8911   .... I 
T4                     8.8411   .... I 
T5                     8.3600   ...... I 
T1                     8.3378   ...... I 
 
THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE 
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER. 
 
CRITICAL Q VALUE   4.521           REJECTION LEVEL    0.050 
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON      0.0697 
STANDARD ERROR FOR COMPARISON      0.0218 
 
 
 



40 

 

 
Análisis ANOVA de dos vías para las cinéticas de crecimiento de T. koningiopsis (Th003)  
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ANOVA DOS VIAS CINÉTICAS DE CRECIMIENTO 
Alpha = 0,05

Interaction Effects

Main Effects for presiónMain Effects for ácido

 
 

PRESIÓN 1: 15 Psi         PRESIÓN 2: 24 Psi 
ÁCIDO 1: 0  ÁCIDO 2: HCl 0.005N  ÁCIDO 3: HCl 0.05N  ÁCIDO 4: HCl 0.1N   

 
 

Anexo 4 c- Prueba de patogenicidad de T. koningiopsis (Th003) sobre esclerocios de 
Sclerotinia sclerotiorum Sc001. 

Análisis de varianza ANOVA 

SOURCE    DF       SS            MS               F            P 
      -------      ----      ---------  ---------          ------      ------ 
BETWEEN    8     4829.63    603.704    2.91      0.0285 
WITHIN         18    3733.33    207.407 
TOTAL          26     8562.96 
 
                       SAMPLE     GROUP 
VARIABLE       MEAN     SIZE     STD DEV 
  ---------           ----------      ------          ---------- 
TA                    80.000      3          20.000 
TB                    93.333      3          11.547 
TC                    86.667      3          23.094 
TD                    93.333      3          11.547 
TE                    66.667      3          11.547 
TF                    53.333      3          11.547 
TG                    86.667      3          11.547 
TH                    93.333      3          11.547 
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TI                     93.333       3          11.547 
TOTAL             82.963     27         14.402 
  
CASES INCLUDED 27    MISSING CASES 0 

 

Comparación de medias de Tukey (95%) 

 

                       HOMOGENEOUS 
VARIABLE       MEAN    GROUPS 
---------  ----------  ----------- 
TB            93.333    I 
TD            93.333    I 
TH            93.333    I 
TI              93.333    I 
TC            86.667    I I 
TG            86.667    I I 
TA            80.000    I I 
TE            66.667   .. I I 
TF            53.333   .... I 
 

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE 
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER. 
 
CRITICAL T VALUE   2.101   REJECTION LEVEL    0.050 
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON      24.705 
STANDARD ERROR FOR COMPARISON      11.759 
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ANEXO 5 

COMPORTAMIENTO CINÉTICO DE T. koningiopsis (Th003) EN LOS MEDIOS DE CULTIVO 
EVALUADOS A LO LARGO DE NUEVE DÍAS DE FERMENTACIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bagazo de caña sin adición de ácido y 

esterilizado a 24 Psi (132°C) 

Bagazo de caña tratado con HCl 0.005 N a 24 Psi 

(132°C) 

Bagazo de caña tratado con HCl a 0.05N 15 Psi 

(121°C) 

Bagazo de caña tratado con HCl a 0.05N 24 Psi 

(132°C) 

Bagazo de caña sin adición de ácido y 

esterilizado a 15 Psi (121°C) 

Bagazo de caña tratado con HCl a 0.005N 15 Psi 

(121°C) 
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Bagazo de caña tratado con HCl a 0.1N 15 Psi 

(121°C) 

Bagazo de caña tratado con HCl a 0.1N 24 Psi 

(132°C) 

Medio estándar (Arroz salvado y agua)  
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ANEXO 6 

FOTOS PATOGENICIDAD DE T. koningiopsis (Th003) SOBRE ESCLEROCIOS DE Sclerotinia 
sclerotiorum (Sc001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Germinación de esclerocios de Sclerotinia 

sclerotiorum (Sc001) en agar agua después 

de cuatro días de incubación. 

Colonización de T. koningiopsis sobre 

esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum 

después de cuatro días de interacción. 

Colonización  de T. koningiopsis sobre esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum 

después del lavado de las estructuras. 



45 

 

ANEXO 7 

ANÁLISIS DE COSTOS DE LOS MEDIOS SELECCIONADOS A BASE DE BAGAZO DE CAÑA DE 
AZÚCAR EN COMPARACIÓN CON EL MEDIO ESTÁNDAR 

 

PRODUCCIÓN POR MES SSF DE T. koningiopsis en arroz-
salvado (100Kg) 

  

CONCEPTO COSTO POR MES PARTICIPACIÓN 

Mano de Obra fija 944.000,0 12,5% 

Implementos fijos 82.541,917 1,1% 

Arriendo instalaciones 654.000,0 8,6% 

Materias primas 291.354,65 3,8% 

Insumos 888.808 11,7% 

Servicios 500.000, 6,6% 

Equipos-mantenimiento 742.021,73 18,2% 

Mano de obra variable 1.987.680 37,4% 

COSTOS TOTALES MES 
6.090.406,30 

100,0% 

 

 

PRODUCCIÓN EN SSF DE T. koningiopsis CON BAGAZO 
DE CAÑA  TRATATADO CON HCl 0.005N a 15 Psi (100Kg) 

  

CONCEPTO COSTO POR MES PARTICIPACIÓN 

Mano de Obra fija 944.000,0 12,5% 

Implementos fijos 82541,917 1,1% 

Arriendo instalaciones 654.000,0 8,6% 

Materias primas 76.834,63 2,0% 

Insumos 888.808 11,7% 

Servicios 500.000, 6,6% 

Equipos-mantenimiento 742.021,73 19,1% 

Mano de obra variable 1.987.680,00 51,2% 

TOTAL COSTO POR MES DE SFF 
5.875.886,28 

100,0% 

TOTAL COSTO POR MES PRODUCCIÓN 6.090.406,30 
 

COSTOS FIJOS 1.680.541,92 
 

COSTOS VARIABLES 4.409.864,38 
 

TOTAL COSTO POR MES PRODUCCIÓN 5.875.886,28 
 

COSTOS FIJOS 1.680.541,92 
 

COSTOS VARIABLES 4.195.344,36 
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PRODUCCIÓN EN SSF DE T. koningiopsis CON BAGAZO 
DE CAÑA TRATADO CON HCl 0.005N a 24 Psi (100Kg) 

  

CONCEPTO COSTO POR MES PARTICIPACIÓN 

Mano de Obra fija 944000,0 12,5% 

Implementos fijos 82541,917 1,1% 

Arriendo instalaciones 654.000,0 8,6% 

Materias primas 76.834,63 2,0% 

Insumos 888.808 11,7% 

Servicios 500.000, 6,6% 

Equipos-mantenimiento 750.021,73 22% 

Mano de obra variable 1.987.680,00 51,2% 

TOTAL COSTO POR MES DE SFF 
5.885.886,28 

100,0% 

 

PRODUCCIÓN EN SSF DE T. koningiopsis CON BAGAZO 
DE CAÑA TRATADO CON HCl 0.05N a 15 Psi (100Kg) 

  

CONCEPTO COSTO POR MES PARTICIPACIÓN 

Mano de Obra fija 944000,0 12,5% 

Implementos fijos 82541,917 1,1% 

Arriendo instalaciones 654.000,0 8,6% 

Materias primas 83.834,63 2,0% 

Insumos 888.808 11,7% 

Servicios 500.000, 6,6% 

Equipos-mantenimiento 742.021,73 19,1% 

Mano de obra variable 1.987.680,00 51,2% 

TOTAL COSTO POR MES DE SFF 
5.882.886,28 

100,0% 

 

 

 

 

TOTAL COSTO POR MES PRODUCCIÓN 5.885.886,28 
 

COSTOS FIJOS 1.680.541,92 
 

COSTOS VARIABLES 4.205.344,36 
 

TOTAL COSTO POR MES PRODUCCIÓN 5.882.886,28 
 

COSTOS FIJOS 1.680.541,92 
 

COSTOS VARIABLES 4.202.344,36 
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PRODUCCIÓN EN SSF DE T. koningiopsis  CON 
BAGAZO DE CAÑA TRATADO CON HCl  0.05N a 24 Psi 

(100Kg) 
  

CONCEPTO COSTO POR MES PARTICIPACIÓN 

Mano de Obra fija 944000,0 12,5% 

Implementos fijos 82541,917 1,1% 

Arriendo instalaciones 654.000,0 8,6% 

Materias primas 83.834,63 2,0% 

Insumos 888.808 11,7% 

Servicios 500.000, 6,6% 

Equipos-mantenimiento 750.021,73 22% 

Mano de obra variable 1.987.680,00 51,2% 

TOTAL COSTO POR MES DE SFF 
5.894.886,28 

100,0% 

TOTAL COSTO POR MES PRODUCCIÓN 5.894.886,28 
 

COSTOS FIJOS 1.680.541,92 
 

COSTOS VARIABLES 4.214.344,36 
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