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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue enriquecer proteicamente los residuos lignocelulésicos,
mediante T. asperellum. Se utiliz6 100g de material lignocelulésico respectivamente; se
aplico la misma concentracion, con una dosis de 9x10® esporas/ml; esta estaba compuesta de
50 ml de caldo nutritivo y a su vez se encontraba colonizado por el micelio del hongo, se
mezclé homogéneamente con los sustratos. Se incubd a 30 °C durante 24 hy se coloco
en tubos PVC. Se tomaron muestras a los 21 dias de fructificacion. En todo el transcurso del
experimento se tratd de mantener una humedad de 70% y una temperatura de 25 °C, donde,

al finalizar el mismo se llego a tener un 62,53% y 19,92 °C.

El tratamiento del bagazo de cafia(BC) fue el que mayor incremeto de proteina tuvo,
presentando direrencias altamente significativas con un valor de 0,92% a 1,69%,
incrementando un 84%, pero al comparar los contenidos de proteina el tamo de frejol (TF);
tiene un valor de 5,13%; este por naturaleza tiene un alto contenido en sus tejidos, por lo que
al final de la evaluacién fue el que mayor contenido de proteina tuvo, dado este no fue el
mejor tratamiento, presentando un 18% de incremento. En la cascarilla de café se tuvo un
aumento del 28%. Se acepta la hipétesis planteada, debido a que se obtuvo un incremento
del mas del 10%.

En la cascarilla de café (CC) sin tratar, posee un contenido de 51,36% en lignina, una vez
sometida a tratamiento se obtuvo un 30,76% dando una reduccion del 60%. En fibra cruda,
el bagazo de cafia (BC) en un inicio present6 61,72%; de la misma forma, como se tratd a

todos se consiguié un 51,74% dando una disminucion del 16%.

Palabras clave. — Materiales lignoceluldsicos, T. asperellum, Lignina, Fibra cruda, Proteina.
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ABSTRACT.

The objective of this investigation was to proteic enrich the lignocellulosic residues, by
means of T. asperellum. 100g of lignocellulosic material was used respectively; the same
concentration was applied, with a dose of 9x10® spores / ml; This was composed of 50 ml of
nutrient broth and in turn was colonized by the mycelium of the fungus, it was
homogeneously mixed with the substrates. It was incubated at 30 ° C for 24 hr and placed in
PVC tubes. Samples were taken at 21 days of fruiting. Throughout the course of the
experiment, an attempt was made to maintain a humidity of 70% and a temperature of 25
°C, where, at the end of the experiment, it reached 62.53% and 19.92 °C.

The treatment of sugarcane bagasse (BC) was the one with the highest increase in protein,
showing highly significant differences with a value of 0.92% to 1.69%, increasing by 84%,
but when comparing the protein content, the chaff bean (TF); it has a value of 5.13%; This
by nature has a high content in its tissues, so at the end of the evaluation it was the one with
the highest protein content, given that this was not the best treatment, presenting an 18%
increase. In the coffee husk there was an increase of 28%. The hypothesis is accepted, since

an increase of more than 10% was obtained.

In the untreated coffee husk (CC), it has a content of 51.36% in lignin, once subjected to
treatment it obtained 30.76% giving a reduction of 60%. In raw fiber, sugarcane bagasse
(BC) initially presented 61.72%; in the same way, as everyone was treated, 51.74% was

achieved, giving a decrease of 16%.

Keywords. - Lignocellulosic materials, T. asperellum, Lignin, Crude fiber, Protein.

XiX



CAPITULO |
INTRODUCCION

La agricultura es una actividad fundamental para el desarrollo econdmico de nuestro pais,
convirtiéndose en el principal problema de la contaminacion ambiental que se ve afectada a
nivel mundial. Ademas, las agroindustrias no llevan un buen manejo de sus residuos (Ramoén
y Ramon, 2012). Produciendo grandes volimenes, a su vez, estos mismos provocan efectos
ambientales negativos, incluso, no se degradan facilmente convirtiéndolo en un problema
residual. Inclusive, son aprovechados para mejores fines, ya que estan compuestos

principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina, entre otros (Pineda et al., 2015).

En Ecuador existe una superficie cultivada de café (Coffea arabica L.), cafia de azUcar
(Saccharum officinarum) y frejol (Phaseolus vulgaris); es de 180 331 ha., 82 749 ha. y 24
379 ha., respectivamente. Estos cultivos son cosechados durante todo el afio, donde, alcanzan
una produccion de 5 283 t de café en grano (Monteros, 2017); 5 402 376 t de cafia de azlcar
y 13 805 t de frejol. Actualmente, Ecuador no cuenta con ningun tipo de manejo apropiado,
en cuanto a la disposicion final de los residuos originados en estas producciones, de hecho,

se lo realiza frecuentemente de manera inapropiada (Pineda et al., 2015).

La biotecnologia es una buena alternativa para aprovechar y dar uso a los residuos
lignocelulésicos; mediante la transformacion de estos, donde, a través de hongos
filamentosos se dara un valor nutritivo agregado, incluso, aumentard el contenido de
proteinas, vitaminas y la digestibilidad del mismo que servira de alimento para animales
(pienso) dependiendo de los resultados obtenidos (Gomez et al., 2013). La fermentacion en
estado solido (FES) es un factor importante, no sélo para crear residuos enriquecidos en
proteina y utilizar como alimento animal, sino también para lograr otros aditivos de alto
valor agregado, como los probidticos o los crudos de enzimas ricos en celulasas, proteasas,

pectinasas y lipasas (Dustet et al., 2002).

Debido a este proceso, la fermentacion en estado so6lido es una opcion para generar
alimentacion de animales rumiantes, en donde, la acumulacion de residuos agroindustriales
se pueden trasformar en alimento con alto valor energético, como proteico nutritivo, que
pueden lograr suplantar totalmente la alimentacién que proporciona los balanceados,

aumentando los costos productivos, originando un aprovechamiento menos productivo en el
1



area pecuaria, es decir, la fermentacién en estado solido es una opcién econdémicamente
viable, asi como en lo ambiental sea sostenible, en vista del manejo de los residuos (Pachon,
et al., 2005).

Por esta razon es recomendable realizar mas investigaciones en esta tecnologia ya que a
simple vista no pueden presentar caracteristicas deseables para el ser humano, si se aplica la
tecnologia adecuada, estos residuos pueden ser beneficiosos, es mas, logran crear productos
de alto valor agregado. Por tal motivo, esta investigacion tiene el proposito de enriquecer
proteicamente los residuos lignocelulésicos como el bagazo de cafia, tamo de frejol y
cascarilla de café, en donde se empleara el hongo filamentoso (T. asperellum) con la
finalidad de dar nuevas alternativas de uso segun los resultados que se obtenga al finalizar

la investigacion.

A escala comercial, este proceso de reutilizacion de residuos lignocelulosicos, se transforma
en una buena alternativa econémicamente viable y compatible ambientalmente en lo que
respecta a ecoldgica, por lo que es rentable para varias empresas agroindustriales (Bardales
etal., 2017).

El estudio “T. asperellum en el enriquecimiento proteico en los residuos lignocelulésicos”
se lo hizo en los laboratorios de la PUCE-SI, canton Ibarra, provincia Imbabura, cabe sefialar,
el manejo de la investigacion se lo realizé en condiciones controladas (fase de laboratorio)
y ambientales (fase de invernadero hidroponico), la meta planteada fue aumentar la proteina
microbiana en los tres residuos mediante el hongo, tanto asi, que se les da un valor agregado
a estos. El documento esta formado por ocho capitulos: Introduccion, Objetivos, Estado del
Arte, Materiales-Métodos, Resultados-Discusion, Conclusiones, Recomendaciones y
Bibliografia-Anexos.

En el primer capitulo contiene la Introduccion, donde se detalla la justificacion de la
investigacion, también se logra describir el principal problema que embarca a los residuos
lignoceluldsicos y cédmo podemos aprovecharlos de la mejor manera. Ademas, se describe

como esta dispuesta la investigacién y como se la va a realizar.

En el segundo capitulo se encuentran los objetivos, la hipotesis y las variables dependientes

e independientes planteadas para el desarrollo del mismo.



En el tercer capitulo se realizé una recopilacion de informacion bibliografica sobre el tema
a estudiar; caracterizacion del material lignocelul6sico; tamo de frejol (TF), cascarilla de
café (CC) y bagazo de cafia (BC); FES (Fermentacién en estado solido), ventajas y
desventajas, influencia de factores ambientales, ademas, se revisdé a fondo las teorias y
condiciones de crecimiento de la especie T. asperellum y de esta manera sustentar esta

investigacion.

En el cuarto capitulo se detallan los materiales y métodos que se usé para cumplir con los
objetivos propuestos; procesos, técnicas, equipos entre otros que llevan a la obtencién de

datos.

En el capitulo quinto se describe los resultados y su discusion en cuanto a; analisis
bromatolégico del material lignocelulésico (pH, materia seca, humedad, cenizas entre otros);
analisis de incremento y disminucion de proteina, lignina, fibra cruda en los sustratos;
comparacion entre tratamientos méas T. asperellum, crecimiento del hongo y andlisis de

temperatura.

En el sexto, séptimo capitulo se da a conocer las conclusiones y recomendaciones que se
llevo a cabo en el presente estudio. En el capitulo dltimo que corresponde al octavo se

encuentra contenido por las referencias bibliogréaficas y los anexos.



CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
e Enriquecer proteicamente tres residuos lignoceluldsicos, mediante el hongo

filamentoso T. asperellum.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar la caracterizacion fisico — quimica los residuos lignocelulésicos: bagazo de

cafa, tamo de frejol y cascarilla de café.

e Evaluar el enriquecimiento proteico de bagazo de cafia, tamo de frejol y la cascarilla

de café tratados con el hongo T. asperellum.
e Socializar los resultados de la investigacion a los actores involucrados.

2.3 Hipotesis
El enriquecimiento proteico de los residuos lignocelulésicos con el hongo filamentoso T.

asperellum, incrementa al menos el 10% del contenido de proteina.



CAPITULO I11
ESTADO DEL ARTE

3.1 Material Lignoceluldsico

Se lo conoce como biomasa estd compuesta por lignina, hemicelulosa y celulosa. Este
material pertenece al 50% de la biomasa del planeta. En la figura 1, se puede observar la
estructura de la pared celular de las plantas tanto a nivel macro y microscopico, es mas, se
logra visualizar los polimeros de la celulosa rodeada de hemicelulosa y lignina. Es por ello,
que esta estructura tiene una alta resistencia mecanica, permitiéndole a las plantas y arboles

mantenerse de pie (Harris, 2012).
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Figura 1. Estructura del material lignoceluldsico.
Fuente: Harris (2012).

3.1.1 Biomasa

Segun el Manual de energia renovable (como se citd en Cortes, 2011), menciona el término
biomasa que abarca a toda la materia organica que proviene de arboles, plantas y desechos
de animales que pueden lograr convertirse en energia; u originarios de la agricultura
(residuos de maiz, café, arroz, macadamia), de aserradero (podas, ramas, aserrin, cortezas)

y residuos urbanos (Aguas negras, basura orgénica y otros).

Esta biomasa la podemos utilizar para la produccién de energia ya que cubre un amplio rango

de materiales y fuentes; como los residuos de la industria forestal y la agricultura, entre estos



tenemos: desechos urbanos y plantaciones energeéticas, se usan generalmente, para procesos
moderados de conversion que implican la generacion de energia, orientados hacia la

sustitucion de combustible fosiles (Cortes, 2011).
3.1.2 Biomasa lignocelulésica

Anwar et al (como se citd en Lopez, 2016), menciona que la biomasa o los materiales
lignocelul6sicos son materia prima, ademas, es la mas convincente como fuente natural
renovable para produccién de energia. Una parte de estos materiales son considerados como
resultado de un subproducto residual de practicas agricolas y de agroindustrias.
Lastimosamente la gran mayoria de la biomasa lignocelulésica es dejada para su
descomposicion o incinerada. El material lignoceluldsico esta constituido por varios tejidos
de los vegetales cuyas células presentan una pared celular formada por un entramado de
microfibras de celulosa formando capas recubiertas y sobre las que se deposita la lignina, se

puede observar en la siguiente Figura 2 (Montoya, 2016).
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Figura 2. Composicion tipica de un material lignocelulésico.
Fuente: Cortes (2014).
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3.1.3 Caracteristicas de los materiales lignocelulésicos

Cortinez (2010), sefiala las fuentes de materiales lignocelulésicos son diversos y estan

conformados por:

Madera: Bosques virgenes, plantaciones, residuos primarios de bosques, residuos de

procesamiento secundarios.

Residuos agricolas: De cereales (trigo, arroz, cebada), bagazo (cafia de azlcar, sorgo

dulce), rastrojos o ameros (maiz), nabo forrajero.



Residuos municipales: Residuos de papel
3.1.4 Componentes estructurales del material lignoceluldsico

Principalmente, estdn compuestos por tres tipos de polimeros: celulosa, hemicelulosa y
lignina, cubiertos de una compleja estructura. Ademas, existe una gran variedad de este tipo

de materiales por lo que son abundantes en la naturaleza (Cortes, 2014).

« Celulosa

Pettersen (como se citd en Cortes, 2014), menciona que la celulosa estd compuesta por
subunidades de D-glucosa unidas por un enlace glucosidico B 1-4. En la planta, la celulosa
se compone de piezas, con una estructura cristalina. La unién de las capas de celulosa forma
las denominadas fibrillas de celulosa o paquetes de celulosa, estas fibrillas de celulosa son

en su gran mayoria independientes y débilmente unidos, a través de enlaces de hidrogeno.

Figura 3. Estructura primaria de la celulosa.
Fuente: Oliva (2003).

» Hemicelulosa

Fengel y Weneger (como se citd en Cortes, 2014), menciona que es una estructura compleja
de carbohidratos la hemicelulosa que consiste en polimeros de diferentes azucares como
xilosa y arabinosa (pentosas), manosa, glucosa y galactosa (hexosas) y &cidos de azucar. El
componente dominante de la hemicelulosa de la madera y plantas agricolas es el xilano.
Tiene un peso molecular més bajo que el de la celulosa, y con cadenas laterales cortas que
constan de diferentes polimeros de azucares, faciles de hidrolizar. Laureano et al. (como se
cito en Cortes, 2014), menciona que sirve como una conexion entre lignina y las fibras de

celulosa; y le da al conjunto de celulosa-hemicelulosa- lignina rigidez.



Figura 4. Estructura de la hemicelulosa.
Fuente: Suesca (2012).

« Lignina

La lignina es una sustancia aromatica polimerizada, son las porciones lefiosas de las plantas
(Marin, 1999). El propoésito de la lignina es dar a la planta el soporte estructural,
impermeabilidad y resistencia contra el ataque microbiano y el estrés oxidativo. Por otro
lado, es insoluble en agua y se considera Opticamente inactiva, todo esto hace que la

degradacion de la lignina sea muy dificil.

Es maés, es un polimero natural amorfo que este actiia como una agente aglutinante entre los
componentes del vegetal y estd constituido por unidades del tipo phidroxifenil propano.
Fengel y Weneger (como se cit6 en Cortes, 2014), afirma que la lignina esta después de la
celulosa y la hemicelulosa, uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, es mas,

se encuentra presente en la pared celular.

Ademas, la lignina se origina por la polimerizacion deshidrogenativa al azar de alcoholes
para hidroxicindmicos. Es un polimero quimicamente heterogéneo y tiene una estructura
muy compleja. Por otro lado, todos los mondmeros son derivados del fenilpropano y su

complejidad resulta un gran nimero de diferentes enlaces que unen a los monémeros.

La diferencia en la composicién de las ligninas se manifiesta en el contenido de grupos
metoxi; por ejemplo: 21% en arboles de hojas caducas, 16% en abeto y 14% en gramineas
(Olvera, 2003). Segun Steffen y Olvera (como se citd en Huanaco, 2008) mencionan que
existen hongos con sistemas ligninoliticos pertenecen principalmente a la clase de los
Basidiomycetes y son llamados hongos de la podredumbre blanca, entre los cuales hay

especies saprofitas.
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Figura 5. Estructura de la lignina.
Fuente: Oliva (2003).

3.1.5 Proteina Cruda

Segun Bourgeois (como se citd en Simbafia, 2014), indica que se llama proteina bruta o
cruda porque no solo se determina la proteina, si no también compuestos nitrogenados.

Avila (como se cité en Simbaiia, 2014), afirma. “Se entiende por Proteina Bruta o Nitrgeno
Total a la cantidad de Nitrogeno de un alimento determinado por el método de Kjeldahl y
multiplicado por 6,25 (100 g P — 16% es N: 100/16 = 6,25)”.

El método de Kjeldahl, sigue siendo la técnica mas confiable para la determinacion de

nitrégeno organico.
3.1.6 Materia seca

Avila (como se cit6 en Simbafia, 2014), menciona que la materia seca es la cantidad de agua
0 humedad presente en un alimento, este valor es esencial para la apreciacion del valor
nutritivo y su conservacion. Ademas, la muestra a la que se le ha extraido agua por accion

del calor.



3.1.7 Humedad

De acuerdo con Mera (como se cit6 en Baez, 2012); afirma que la determinacién de humedad
no es tan precisa, es decir, es muy dificil determinarla. El agua se encuentra especialmente
en dos formas, como agua enlazada y como agua disponible o libre; el agua enlazada incluye
moléculas de agua unidas en forma quimica, o a través de puentes de hidrégeno a grupos
i6nicos o polares, mientras que el agua libre es la que no esta fisicamente unida a la matriz
del alimento y se lo puede congelar o perder con facilidad por evaporacion o secado. La
humedad es la pérdida de peso experimentada por un alimento o pienso cuando se le somete
a desecacion en estufa de aire, a una temperatura de 100-105°C, hasta peso constante o

durante 24 horas. La materia seca (MS) resulta de sustraer al total, el contenido en humedad.
3.1.8 Fibracruda

La fibra no es un compuesto quimico simple, sino una combinacion de sustancias quimicas
que consisten en una variedad de polisacaridos no amilaceos, que incluyen por celulosa,
lignina, hemicelulosa, pectina, inulina, agar, quitina, gomas Yy silicatos; inclusive, algunos
autores incluyen, como parte de la fibra algunos compuestos fenolicos, el acido fitico y otros
compuestos antinutricionales presentes en muy pequefias cantidades en los alimentos.
Incluso su composicion es diferente dependiendo del origen (Ceballos y Montoya, 2013)
(Segura et al., 2007).

La fibra cruda representa la porcion no digerible de los alimentos y, por consiguiente,
mientras mayor sea su concentracion en algun producto dado, menor serd su valor
alimenticio, aunque es importante mencionarlo para el buen funcionamiento del intestino.
La naturaleza quimica de la fibra cruda, aun cuando no esté bien establecida, se cree que esta
constituida por celulosa, hemicelusa y lignina. Su determinacién se basa en la simulacion de
la digestion de un organismo por tratamientos acidos y alcalinos, separando los
constituyentes solubles de los insolubles que constituyen los desperdicios a través de las
heces (Mendoza y Resendiz, 2008). Es un tratamiento secuencial mediante acidos y alcalis
en condiciones estandarizadas. Con este método se subvalora en forma considerable el
contenido de fibra dietética (FDT), es decir, se disuelve gran parte de la lignina y la
hemicelulosa, cantidades variables de celulosa y toda la fibra soluble (Grossi, Ohaco y De
Michelis, 2015).

10



3.2  Caracteristicas Generales de los materiales lignocelul6sicos

Los materiales lignoceluldsicos son capaces de ser usados en la fermentacion en estado
solido y notorios en la bibliografia se destacan: la alfalfa, la paja de cebada y arroz, los
residuos de frijol, los pastos, el tamo de trigo, los residuos del maiz, el aserrin de madera,
residuos de algodon, de girasol, de cacao, de café, del bagazo de cafa, los residuos del

platano, de la soya (Pineda et al., 2015).

Estos tres residuos lignoceluldsicos como el bagazo de cafia, residuo del frejol y la cascarilla
de café, segun el investigador Chang y Miles (como se citd en Pineda y Ramos, 2013),
mencionan que estos son utilizados como sustratos para la produccion de hongos
filamentosos, estos hongos, la mayoria son utilizados para la produccion de proteina

microbiana.

3.2.1 Bagazo de cafa (Saccharum officinarum)

El bagazo de cafia de azUcar (Saccharum officinarum) es un remanente de los tallos de cafia,
pertenece al grupo de especies no madereras. Leeson y Summers (como se cit6 en Berman,
2011), menciona que es un residuo fibroso que queda luego de la molienda de la cafia de
azucar. Esta formado por un grupo de particulas de diferentes tamafios cuyo promedio oscila
alrededor de 1 a 25 mm, lo restante consta de soélidos solubles e insolubles. Este esta
compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina, que se puede visualizarse en la tabla 1 como

principales polimeros naturales (Suarez, 2008).

Este no requiere tratamiento previo para ser procesado por los microorganismos, debido al
bajo contenido de cenizas, también puede presentar valores de 2,40-8,10% en peso seco,
(Pineda et al., 2016), es mas, se lo puede utilizar como suplemento en cultivos microbianos
para su posterior procesamiento (Grande, 2016). Ademas, tiene una humedad de 15,00%
(Manals et al., 2018).

3.2.2 Tamo de frejol (Phaseolus vulgaris)

Segun Sanchez (como se cit6 en Villacis, 2017), menciona que el tallo de los cereales son
estructuras que no se usa en la industria alimentaria son llamadas tamo. El tamo crea un
desperdicio que cominmente se usa como alimentacion para equinos, tiene un bajo valor
comercial, posee un alto contenido de carbohidratos y un bajo porcentaje de lignina, siendo
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asi mas factible su adquisicion y ergonémica. También presenta un contenido de materia
seca de 43,35% (Macas, 2005).

3.2.3 Cascarilla de café (Coffea arabica)

Por cada kilo de café cosechado representa; el 39,40% es pulpa, se deriva 21,60% de
mucilago (mielecilla) y el 10,40% es cascarilla; el 19,10% restante se deriva entre residuos
en el agua y producto mal formado, es decir, tiene un elevado porcentaje en subproductos
no aprovechados. La cascarilla de café o también llamado pergamino de café es la parte que
envuelve el grano inmediatamente después de la capa mucilaginosa y representa alrededor
de 12,00% del grano (Garcia, 2016).

Cascara

Pergamino

ulpa

Grano

Mucilago

Figura 6. Partes de un grano de café.
Fuente: Manals et al. (2015).

Esta tiene una fuente excelente de celulosa y lignina, pentosas, silice y cenizas, de la misma
manera contribuyen con otros componentes, pero en menor porcion (Manals et al., 2018).
Esta cascarilla de café se caracteriza quimicamente por elevado contenido de fibra cruda,
por otro lado, el contenido celular de la cascarilla de café es de 12,00%, mientras que los
componentes de las paredes celulares, es decir, de fibra detergente neutra (FDN) y fibra
detergente acida (FDA), se encuentra en valores de 88,00 y 67,00% respectivamente.
Ademas, la celulosa de la cascarilla de café, se la puede utilizar como una fuente de energia
para rumiantes; a pesar de esto la utilizacion de la misma es limitada por la lignina, silice y
otros compuestos. El contenido de cenizas insolubles alcanza niveles de hasta 1,20 a 5,00%,
mientras que de humedad presenta un 10,10% (Manals et al., 2018). En cuanto a la materia

seca es de 92,80% (Vasquez, 2015), ademas, segun investigaciones por Roa (como se citd

en Véasquez, 2015), afirma que tiene un poder calorifico aproximado de 4180,00 Cal. g .
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Tabla 1

Composicién quimica de la materia prima.

Peso seco :
Componentes (%) Referencia
(Suérez, 2008) y
Celulosa 46,00-48,00 (Villacis, 2017)
Hemicelulosa 25,00 (Suarez, 2008)
(Solorza et al, 2013) y
Bagazo de cafia Lignina 22,00-30,00 (Antolin y Oliva,
2003)
Fibra Cruda 55,00-60,00 (Llanes, 2012)
. (Manals et al, 2015) y
Proteina Cruda 0,69-0,75 (Gélvez, 2019)
Celulosa 31,00 (Gonzélez et al, 2011)
Hemicelulosa 23,00 (Gonzélez et al, 2011)
. Lignina 9,00-9,35 (Gonzélez et al, 2011)
Tamo de frejol
J Fibra Cruda 36,19 (Macas, 2005)
. ) (Villacis, 2017) y
Proteina Cruda 5,10-9,45 (Macas, 2005)
(Arias y Meneses,
Celulosa 36,70 2016)
. (Arias y Meneses,
H lul 47,37
emicelulosa 3 2016)
Cascarilla de café L (Arias y Meneses,
Lignina 15,00-41,00 2016) y (Barén, 2014)
Fibra Cruda 69,00 (Garcia,2016)
Proteina Cruda 0,39-1,50 (Vasquez, 2015) y

(Salazar et al, 1984)

Fuente: La Autora

3.3 Hongos filamentosos

Este grupo de hongos nos ayuda a mejorar el valor nutritivo de los residuos fibrosos. Estos

ayudan a aumentar el contenido de proteinas, vitaminas y la digestibilidad (L6pez, 2016).

Son importantes porque tienen un potencial como fuente de proteina que puede enriquecer
la dieta humana. A su vez, se caracterizan por tener cuerpos fructiferos que pueden
cosecharse de una manera muy facil bajo condiciones especificas de cultivo, esto depende
del tipo de especie de hongo cultivado ya que estos se propagan de una manera muy facil en

sustratos naturales. Ademas, estos hongos se caracterizan por incluir nutrientes (proteinas,
13



grasas, vitaminas y carbohidratos) que favorecen la calidad de vida del ser humano por el
consumo de estos organismos, de hecho, varios expertos aconsejan, incorporar estos en la
dieta diaria alimenticia (Hernandez y Lopez, 2008). Cabe recalcar que este valor de proteina
depende del tipo de tejido, estado de desarrollo, sustrato utilizado e inclusive del método de

analisis utilizado.
3.3.1 Importancia de los hongos

Estos hongos filamentosos ayudan a mejorar las caracteristicas de sustratos que tienen bajo
valor nutritivo. Ademas, las paredes celulares de los forrajes, utilizan como fuente primaria
de energia para los animales rumiantes. Varios investigadores han demostrado que algunos
hongos, especialmente algunas especies de la especie Pleurotus pueden colonizar diferentes
tipos de desechos o residuos vegetales, de esta forma, aumentan su digestibilidad en cierta
forma. Estos estudios de cierta forma demuestran la viabilidad de usar estos residuos para la

produccion de alimento animal y el sustrato para la produccion de un hongo (Lopez, 2016).
3.3.2 Generalidades de los hongos

La taxonomia de los hongos es independiente de los vegetales y los animales, al cual se lo
llama Reino Fungi. Lo forman organismos eucarioticos, pluricelulares o unicelulares que
pueden ser de caracter microscopico o0 macroscopico (Grajales, 2015). Estos organismos son
dimoérficos o pluricelulares, es decir, carecen de clorofila, por lo tanto, son heterétrofos, en
otras palabras, obtienen sus alimentos por absorciony el componente esencial de sus paredes
celulares es la quitina (Hernandez y Lopez, 2008). Por otro lado, son inmdviles, poseen talos
unicelulares o filamentosos rodeados por paredes celulares (Martinez, 2014) (Universidad
del Valle de Guatemala, 2009).

La mayoria de los hongos se desarrollan como saprofitos en el suelo, sobre restos de plantas
o incluso sobre las vivas. Ademas, estos se organizan a nivel celular, basicamente, en el talo,
el cual constituye el aparato vegetativo (normalmente en fase haploide); este se caracteriza
por una gran variedad de estructuras, que van desde la forma unicelular (levaduras) a la
forma filamentosa, pudiendo presentar un grado considerable de diferenciacion. La
agrupacion de filamentos o hifas se le llama micelio. También los hongos no poseen
verdaderos tejidos, como las plantas y los animales, su reproduccion es por medio de esporas

de manera sexual o asexual (Grajales, 2015).
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Alexopoulos y Cols (como se citd en Ozcariz, 2016), menciona que estos hongos se nutren
de materia organica, se caracterizan por mostrar un sistema filamentoso (micelio) formado
por elementos cilindricos (hifas) que pueden adquirir especializacion para constituir

estructuras de funcién reproductora o conservadora.

En los hongos filamentosos, el talo o cuerpo vegetativo, estd formado por filamentos
delgados denominado hifas, las que muestran un crecimiento apical y en conjunto integran
el micelio. Los hongos macroscopicos, su micelio se representa por la masa de apariencia
algodonosa y por lo habitual blanquecina que forman un cuerpo de reproduccién. Es mas,
dentro de este se encuentran los Ascomycetes y Basidiomycetes, los cuales presentan una

reproduccion asexual y/o sexual. (Hernandez y L6pez, 2008).

Koneman y Staments (como se citd6 en Hernandez et al, 2008) menciona a los hongos
macroscopicos o tambien llamados Macromycetes y presentan distribucion cosmopolita ya
que pueden desarrollarse en cualquier tipo de clima, existe una variedad de géneros que
pueden crecer entre 4 y 60°C, desde el nivel del mar hasta por encima de los 4000

msnm Yy en diferentes tipos de maderas.
3.3.3 Geénero Trichoderma

El género Trichoderma es muy abundante en la naturaleza, por lo general, se encuentra en
madera y en materiales en descomposicién en el suelo ya que es un hongo cosmopolita que
habita en los suelos. Las especies de este género, reiteradamente son componentes
dominantes del microbiota del suelo, es mas, producen altos niveles de proteinas
extracelulares, y se sabe, que tiene una capacidad de producir enzimas que degradan la
celulosa y quitina, y otras enzimas que pueden tener aplicaciones comerciales (Tituafia,
2013). Incluso, comprenden células ubicadas en la superficie de los conidios, de hecho,
parece estar envuelto en el ataque inicial de la celulosa. Es mas, los productos iniciales de la
degradacion logran ser tomados por el micelio o ser hidrolizados por B-glucosidasa (Suesca,
2012).

Carlile (como se citd en Suesca, 2012), nos menciona que atacan de manera superficial y
son los primeros colonizadores de la madera. Los podemos encontrar de forma natural, viven

en asociacion con varias plantas, por otro lado, muestran tener un comportamiento endofitico
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parecido a las micorrizas, por lo cual, las plantas absorben mejor los nutrientes y se alimentan

de los exudados radicales y desechos que se producen (Briones, 2014).

Este género es sefialado por Garcés (como se citd en Suesca, 2012), afirma que se encuentra
dentro de la division de Ascomycota y de orden Hypocreales. Trichoderma es también un
eficaz degradador de heteropolisacaridos; como el xilano, a través de la produccién de
multiples hemicelulosas y, ademas, segin Cross (como se citd en Suesca, 2012), afirma que
algunos aislamientos son agentes de biorremediacion, y estos hongos son degradadores de

una variedad de pesticidas de alta persistencia en el ambiente.

Daxl (como se citd en Briones, 2014), menciona que favorecen la solubilizacion de distintos
nutrientes como el fosforo que pasan a disposicion de la planta, todo esto, junto a un mayor
crecimiento y desarrollo del sistema radical, se convierte en una cierta tolerancia del estrés
hidrico, mas aun, tiene una gran capacidad para absorber nutrientes y, por esta razon, tiene

un mayor crecimiento y desarrollo de las plantas protegida.

Este mismo género se caracteriza por presentar conidioforos hialinos, varias veces
blanquecinos, no verticilados, fialides simples o en grupos, conidias hialinas, unicelulares
ovoides que yacen en pequefios racimos terminales, se les reconoce brevemente por su

rapido crecimiento y el color verde de las conidias (Chavez, 2006).

De entre todos los géneros de hongos el mas investigado y estudiado es Trichoderma, Reczey
(como se cit6 en Suesca, 2012), afirma que comprende un sistema enzimatico con tres clases
de enzimas las cuales actuan sinérgicamente para degradar la celulosa a glucosa y lo utilizan
para la produccion industrial de enzimas, en varios paises. En resumen, Carlile (como se citd
en Suesca, 2012) revela que han descubierto que Trichoderma produce una enzima
denominada “hinchadora”, esta rompe enlaces de hidrogeno causando la hidratacion de la

molécula e hinchamiento, por lo cual ayuda a la degradacion.

Whitaker et al (como se citd en Suesca, 2012), menciona que comUnmente la mas alta
actividad de las enzimas de Trichoderma se presenta a un pH 5 y temperaturas < 55°C.
Incluso, Ramos (2007) afirma. “La temperatura no debe sobrepasar los 60°C para evitar

problemas futuros con los hongos del género Trichoderma”.
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También presentan enzimas como las hemicelulasas que hidrolizan polisacaridos de plantas
no celuldsicos e incorporar las Xxilanasas y mananasas de importancia en la industria
papelera. Hoyos et al. (como se citd en Suesca, 2012 ), menciona que referente a los
metabolitos secundarios se da a conocer una amplia variedad de sustancias con actividad
anti fungica (acido fenilico, 6 pentil a pirona, viridofunginas y harzianopiridona),
antisépticos (acido fenilico, antraquinona, harzianodiona y gliotoxina), reguladores de
crecimiento en plantas (ciclonerodiol, harzianopiridona y 6 pentil o pirona), péptidos
antimicrobianos e inclusive compuestos fitotoxicos como el viridiol, ademas de otros con
potenciales usos en farmacopea por ser antitumorales e inmunomoduladores (harzianodiona

y gliotoxina) y metabolitos no clasificados inhibidores de la sintesis de virus y melanina.
3.3.3.1 Morfologia del género Trichoderma

Las morfologias de estos hongos presentan un nucleo diferenciado y organelos
citoplasmaticos rodeados por membranas con pared celular rigida. En su mayoria son hongos
con estructuras vegetativas filamentosas llamadas hifas, es decir, crecen de una forma de
largos brazos en todas las direcciones, uniformemente, y delgadas con diametros de 1 a 2
mm. Este conjunto de hifas es nominado micelio, el crecimiento es polarizado, sucede en el

apice de la hifa, proliferando a lo largo y mediante el sustrato (Suesca, 2012).

De acuerdo con Garcés y Fraizer (como se citd en Suesca, 2012), argumenta que tiene una
reproduccion asexual, 6sea que, forman un numero de células especializadas llamadas
esporas, ademas, al momento de terminar su desarrollo, el género Trichoderma se caracteriza
por estar formado de micelio septado, multiramificado que finaliza en un esterigma que
desprende conidios veré brillantes.Garcés et al. (como se citd en Suesca, 2012), da a conocer.
“Este género presenta una célula especializada llamada fialide, la cual forma fialoconidias.
Cada fialide produce un nimero de conidias delimitada cada una por un septo, originando
una cadena que facilita la dispersion”. Valdés (2014), afirma. “Este género de Trichoderma
acta como biodegradante de los agrotoxicos y degrada grupos de pesticidas de alta

persistencia en el ambiente, sirviendo como agente descontaminante del suelo”.

Papavizas (como se citd en Niebles, 2012), afirma que se caracterizan por colonizar sustratos
en un tiempo muy corto, por lo cual son excelentes competidores por espacio y excluyen a

hongos fitopatdgenos. Ademas, son capaces de movilizar y tomar nutrientes del suelo de una
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manera mas eficaz que muchos organismos, es mas, aceptan el alimento del medio,

provocando la muerte de los patdgenos de las plantas por inanicion.

Son capaces de aprovechar grandes cantidades de fuentes de carbono. Martinez (como se
cité en Trejo, 2017), afirma. “Tiene una capacidad de producir clamidosporas, es decir, son

estructuras vitales para la su sobrevivencia en condiciones adversas”.
De acuerdo con McBeath & Adelman (como se citd en Trejo, 2017), revela:

Son hongos aerdbicos con la capacidad de tolerar un amplio intervalo de temperaturas.
Los valores optimos de pH para su crecimiento se encuentran entre 5,50 a 6,50; y en
algunos casos se ha reportado que para su desarrollo en suelos se requiere un 60,00%
de humedad. (p. 38)

Como lo sefialan Wells et al., Purschwitz et al. y Martinez et al. (como se citd en Trejo,
2017) expresan la alternancia de la luz y su espectro influyen en la esporulacion,

pigmentacion y produccion de metabolitos secundarios.

Fialide Conidios

Conidiéforo

Figura 7. Morfologia de hongo Trichoderma sp.
Fuente: Infante et al. (2009).

3.3.3.2 Caracteristicas de Trichoderma

Segun Silvila y Alvarez (como se cité en Nugra, 2018), menciona las caracteristicas que

presenta el hongo Trichoderma spp. se da a conocer en las siguientes:

e Se lo encuentra de forma natural en su mayoria, en suelos agricolas.
e Se lo encuentra en diferentes zonas y habitats, de manera especial donde exista materia

orgéanica, asi, como en residuos de cultivos.
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Es un hongo facultativo.

La mayoria de las colonias de este hongo en un principio es de color blanco, después
se toma a verde oscuro amarillento, como consecuencia de una densa esporulacion.

El desarrollo del hongo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices
en las que coloniza muy rapido.

Tiene una alta capacidad de tolerar un amplio rango de temperaturas, presentando una
extensa distribucion ecoldgica.

Su temperatura 6ptima oscila alrededor de los 25°C, para su desarrollo y esporulacion,
cabe mencionar un factor muy importante que se necesita tener en cuenta durante la
multiplicacién de periodos alternados de luz y oscuridad, que favorezcan la
colonizacién del hongo sobre diferentes sustratos solidos.

Tiene una capacidad de degradar sustratos muy complejos como almidon, pectina y
celulosa entre otros, y emplearlos para su desarrollo gracias al gran complejo
enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y
quitinasas, entre otras).

Se lo encuentra en diferentes zonas y habitats, de manera especial donde exista materia
organica, asi, como en residuos de cultivos.

Las condiciones para su desarrollo de Trichoderma spp, crece en ambientes
ligeramente acido y tiempos cortos de exposicion a la luz. Es mas, sus requerimientos

nutricionales no son exigentes (Yépez, 2019).

3.3.3.3 Temperatura de crecimiento de Trichoderma.

Humeres (como se citdé en Nugra, 2018), afirma que varias investigaciones mencionan las

temperaturas de crecimiento de Trichoderma spp. sefialando la activacidn del crecimiento

miceliar de T. harzianum fue de 8 a 10°C y la temperatura Optima de crecimiento de 25 a

28°C, alcanzando un maximo de 35°C. Es decir, tiene una alta capacidad de Trichoderma

spp. de tolerar un amplio rango de temperaturas.

3.3.3.4 Requerimientos nutricionales del Trichoderma spp.

Es importante conocer sus necesidades nutricionales de Trichoderma spp. Tiene la capacidad

de degradar sustratos muy complejos como almiddn, pectina y celulosa entre otros y
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emplearlos para su beneficio gracias al gran complejo enzimatico que posee (enzimas
hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras). De la misma
manera, Trichoderma capta como fuente de nitrégeno compuesto tales como aminoacidos,
urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (proceso de fermentacién en estado solido para
la produccion de Trichoderma spp a partir de los residuos agroindustriales como; la

cascarilla de arroz (Oriza sativa) y residuos de papa (Solanum tuberosum) (Nugra, 2018).
3.3.3.5Relacion C/N

La relacion C/N (10:1) quiere decir que cuando la concentracion de carbono es mayor a la
de nitrogeno, la produccion de conidios se eleva; y viceversa, cuando la concentracion de
nitrégeno es mayor a la de Carbono, la esporulacion se vuelve nula, el hongo no llega a su

reproduccion (Yépez, 2019).
3.3.3.6 Propagacion de Trichoderma spp. en sustratos.

El fin de la propagacion del hongo en sustratos es para enriquecer proteicamente los mismos,
es decir, para lograr mantener activas las cepas del hongo dentro de un producto agricola,
estas estas una vez purificadas en cajas Petri en medio PDA, son colocadas dentro de
sustratos como arroz o arrocillo, que cumplen con sus necesidades nutricionales como

almidon, pectina y celulosa (Agamez et al., 2008) (Nugra, 2018).
3.3.3.7 Trichoderma asperellum

El hongo T. asperellum, Arias (como se cito en Briones, 2014), sostiene que esta especie es
un potente antagonista de otros hongos, incluso, son capaces de parasitar los
(hiperparasitismo 0 mico parasitismo) o inhibir su crecimiento y desarrollo. Ademas,
corresponde a la subdivision deuteromicetes, se caracteriza por no mostrar un estado sexual
determinado, inclusive no se conoce que dicho microorganismo sea patdgeno de ninguna

planta.

Segun Briones (2014), afirma. “Esta especie se utiliza como agentes de control biologico a
un amplio espectro de hongos patégenos de plantas, como: Rhizoctonia, Pythium,
Phytophthora, Fusarium, Rhizopus, Gaeumannomyces, Botrytis, Colletotrichum, y muchos

geéneros”.
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Las principales ventajas de T. asperellum, esta el parasitismo directo sobre otros hongos, asi
mismo, este secreta enzimas (celulosas, glucanasas, lipasas, proteinasas y quitanasa), por
otra parte, ayudan a disolver la pared celular de las hifas del huésped o patdégeno. Briones
(2014), afirma. “Facilita la insercion de estructuras especializadas para absorber los
nutrientes del interior del hongo huésped, el mismo queda vacio y con perforaciones

provocadas por la insercién de las estructuras, causando su muerte”.

Tabla 2.

Clasificacion Taxonémica de T. asperellum
Dominio Eucariotas
Reino Hongos
Subreino Dikarya
Phyllum Ascomycota
Subphyllum Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma
Descriptor Especifico | Asperellum
Nombre Cientifico Trichoderma asperellum

Fuente: Briones (2014).

Suesca (2012), afirma. “La especie de T. asperellum es un hongo filamentoso, por lo que
representa dos genotipos distintos con diferentes perfiles metabdlicos y preferencias de
habitat”. Por lo general, cualquier tipo de materia organica se puede utilizar como sustrato
para este tipo de hongos, estos sustratos deben contener lignina y celulosa, cabe recalcar que

casi todos los residuos agricolas lo contienen.
3.3.3.8 Condiciones de crecimiento del hongo T. asperellum

Segun Sanchez (2009), menciona las mejores condiciones de crecimiento para el hongo

Trichoderma spp.
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e Temperatura: se desarrolla dentro de un rango entre 15 y 35, siendo la éptima de
25°C.

e Humedad relativa: este hongo es capaz de crecer entre un rango de 20 y 80% siendo
la mejor de 70%.

e pH: para su desarrollo tiene un rango de 6,00 a 6,50 pero este puede sobrevivir en
rangos mayores, debido a la capacidad que este presenta de acidificar el medio en el
que se encuentra, mediante secrecion de acidos organicos.

e Carbono: su principal fuente de carbono que asimila es la celulosa.

3.4  Lafermentacion en estado sélido (FES)

Esta técnica se la conoce como el crecimiento de microorganismos en medios sélidos, o
semisolidos, en ausencia de agua libre. Mas aun, esta misma muestra el cultivo aerobio o
anaerobio de los microorganismos que se desarrollan en una superficie o al interior de una
matriz sélida porosa. Ademas, la matriz puede estar formada por un sustrato humedecido o
por un soporte inerte apto de absorber los nutrientes que se hallen disueltos en una solucion

sin escurrimiento de liquidos.

3.4.1 Ventajas

Varias investigaciones muestran las ventajas que tiene la FES (fermentacion en estado
solido) en relacion a las fermentaciones sumergidas. En este caso, Durand (como se citd en
Benitez, 2016) indica que en estos procesos no se requiere necesariamente de un medio de
cultivo, pues los microorganismos crecen en sustratos solidos. Supone que estas son
tecnologias limpias, pues los bajos niveles de humedad reducen los problemas de
contaminacion. Por otro lado, menciona condiciones de crecimiento de los microorganismos
que son similares a su habitat natural, ademas, su alta concentracion de producto que se

obtiene al final se lo puede secar e incorporar directamente a la alimentacion animal.

Singhania (como se citd en Benitez, 2016) menciona las siguientes ventajas de la

fermentacion en estado sélido:

e Las fermentaciones de este tipo presentan una baja demanda de agua, por lo que
existe una disminucidn de los residuos liquidos del proceso.

e Se consigue una alta concentracién de los productos finales y una mayor estabilidad.
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e Hay una menor represion catabolica.

e No es necesario de altas condiciones de esterilizacion, ya que se debe a la baja
actividad de agua utilizada en estos procesos.

e Tiene una facil aireacion esto se debe a los espacios entre las particulas de la fibra y
la mezcla de particulas.

e Existe una mayor productividad volumétrica, ya que se debe a una alta concentracion

de sustrato por unidad de volumen.

3.4.2 Desventajas

Aunque tienen grandes ventajas en estos procesos, se menciona algunas desventajas que
presenta la fermentacidn en estado sélido (FES), es por esto que han desalentado el uso de
esta técnica para la produccion industrial, Holker (como se citd en Benitez, 2016), indica
que los principales inconvenientes se encuentran al momento de llevar los resultados del
laboratorio a una escala mayor, es debido a la acumulacion de altos gradientes de
temperatura. Otro inconveniente que se puede observar es el control del resto de las variables
de importancia en el proceso, es decir, este aspecto tiene vital importancia en el estudio de

las fermentaciones en estado sélido (FES).

3.4.3 Influencia de Factores Ambientales en la fermentacion en estado sélido
Conrelacion a la fermentacion en estado solido las condiciones ambientales como humedad,
pH, temperatura, concentracion y disponibilidad del sustrato, aireacion, tamafio de particula
y forma de inoculacion afectan de manera significativa en el crecimiento y la formacion de
productos. Doelle (como se citd en Dias, 2006) menciona una desventaja con el mezclado,
la transferencia de oxigeno, el intercambio de calor, el control de humedad y pH, esto se
debe a la heterogeneidad y la consistencia del sistema, por otro lado, se recomienda prestar
mucha atencidn en el control de estos factores durante la fermentacion en estado sélido
(FES).

+ Humedad

Oriol (como se citd en Dias, 2006), considera que la Humedad en fermentacién en estado
solido (FES) puede varias entre 30 y 80% en relacion al sélido utilizado, el microrganismo

y el proposito del proceso (formacion de producto, crecimiento de la biomasa).
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Kim (como se citd en Dias, 2006) reconoce que la humedad no es solo la cantidad de agua
que existe en sistema sino la que ejerce sobre la eficiencia del proceso, es mas, es la

interaccidn entre el agua y el medio sélido.
+ pH

Mitchell (como se cit6 en Dias, 2006), revela que el pH afecta en el desarrollo de los procesos
en la fermentacion en estado sélido (FES). El control de esta variable es un inconveniente
gue no se pobra controlar ya que depende de la oxidacion. Incluso el mezclado de los solidos

fermentados también complica el control de esta variable.

+ Temperatura

Bernard (como se citdé en Dias, 2006), considera a la temperatura como una variable de
control en la fermentacion en estado sélido (FES), se tiene en cuenta como el mas critico
debido a la alta concentracion de sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad
térmica del sistema heterogéneo sélido - liquido - gas, lo que beneficia a la acumulacién del
calor metabdlico en el sistema y un aumento en la temperatura del cultivo. Por otro lado,
Gutiérrez (como se cito en Dias, 2006), menciona el aumento de temperatura beneficia a tres
desventajas: La actividad microbiana se disminuye o se para, se deshidrata el medio sélido
y el metabolismo se aleja como un mecanismo de defensa ante el calor o ante la

deshidratacion.

* La concentracion y disponibilidad del sustrato.

Guzman (como se citd en Catucuamba, 2013), menciona que el sustrato que se emplee en la
investigacion debe de estar relacionado con su composicion quimica, este tendra que contar
con todos los nutrientes indispensables para el crecimiento del hongo. Entre ellos bebe estar
la celulosa, las hemicelulosas, y la lignina, ademas, funcionan como fuentes principales de
lignina y nitrégeno. De la misma forma, se sugiere que el sustrato esté libre de sustancias
antifisiologicas que perjudiquen el crecimiento del micelio, como son taninos, fenoles,
acidos, resinas, compuestos aromaticos, etc., originarios de fumigaciones o de malos
manejos. Dias (2006), afirma “Las relaciones entre algunos de sus elementos son de
particular importancia, por ejemplo, carbono-nitrégeno y fosforo-oxigeno; esta Gltima de

manera relevante en lo referido a la eficiencia de conversion energética y a la respiracion”.
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+ Aireacion

Las aireaciones en los procesos de fermentacion en estado sélido (FES) en su mayoria
intervienen microorganismos aerobios, y la aireacion es un factor principal para el desarrollo
del proceso. Este mismo se usa para suministrar oxigeno necesario, para quitar el CO2
formado, asi como para quitar el calor metabdlico evolucionado, de manera que el flujo
Optimo de aire debe tomar en consideracion la naturaleza del microorganismo, los
requerimientos de oxigeno para el crecimiento y la formacion del producto deseado. (Dias,
2006, p. 24)

+ Tamaio de particula

Moo Young (como se citd en Dias, 2006), afirma. El tamafio de particula esta vinculado a la
transferencia de masa en el sistema de fermentacidn en estado solido (FES), en donde se
tiene que analizar la intraparticula y la interparticula. La gran mayoria de investigaciones
son realizadas con hongos filamentosos (Dias, 2011). Los hongos filamentosos (Aspergillus,
Claviceps, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma) son los microorganismos mas adaptados al

cultivo en medio soélido.

Dias (2011), afirma. “El crecimiento en forma de micelio y su tolerancia a bajas actividades
de agua y condiciones de alta osmolaridad hacen que los hongos sean la microflora natural
mas adecuada para la fermentacion solida”. Por otro lado, las bacterias y levaduras necesitan
de una alta actividad de agua (A, > 0,98); los hongos filamentosos son capaces de crecer con
valores de Aw tan bajos como 0,85; es por eso que estos microorganismos son muy aptos
para la fermentacion en estado sélido (FES). Pandey (como se citd en Dias, 2011) considera

que un bajo nivel Aw favorece la germinacién y el crecimiento miceliar de los hongo.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion

La elaboracion y control de la presente investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de
Quimica Analitica Instrumental, Bromatologia y Microbiologia de la Escuela de Ciencias
Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede-Ibarra,
donde se hizo la respectiva caracterizacion a la materia prima (Tamo de Frejol, Cascarilla de

Café y Bagazo de cafia) con los siguientes materiales y equipos.

La ubicacidn de los Laboratorios de Quimica, Bromatologia y Microbiologia se detalla en la
tabla 3.

Tabla 3

Ubicacion de los Laboratorios ECAA

Provincia Imbabura Longitud w 078 °

Cantoén Ibarra Latitud 06'24"

Parroquia El Sagrario Altitud N 0°21'01"

Ciudadela La Victoria Temperatura 2221 msnm
18°C

Fuente: Estacion Meteorol6gica PUCE-SI, afio 2019.

4.2 Materiales

=

Pinzas

Matraz

Tubo digestor

Crisol de fibra y porcelana
Desecador

Refrigerante

Balon de destilacion
Succionador

Vaso de precipitacion

F FFE R

Pipeta graduada
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FF

Bureta

Balon de fondo plano

Peletizadora

Matraz Kjeldahl

Mortero con pistilo

Filtros de disco de membrana de 47mm
Hilo de celulosa

Tiras de pH

Vidrio reloj

Platos de aluminio

4.3 Equipos

=

FE R R R R R R R R R

Balanza desecadora AE ADAM; Adam Equipment
Bomba calorimétrica PARR; 6100

Potenciometro OAKTON; pH 6 +

Molino mesclador y homogenizador Retsch; GM 200
Cabina de flujo Haier; HRCS-25

Mufla DAIHAN; FH-12

Digestor Berth; Inkel M

Estéreo microscopio Micros Austria; MS 1030
Autoclave ICANCLAVE; INV/9

Cabina de bioseguridad N-BIOTEK, Camara de flujo laminar
Destilador TE-0364; TECNAL

Analizador de fibra VELP; FIWE

Microscopio Motic; BI-220

Balanza analitica Adam; PW 254

Shaker Incubator N-BIOTEK; NB-205L

Bomba de vacio BOEGO; R-300

Estufa Memmert; SNB 300

Manta calefactora DAIMAN Scientific; Heating Mantle
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4.4 Reactivos

+ Agua destilada
+ Acido benzoico

+ Acido Sulfarico

+ Catalizador

+ NaOH 40%

+ Acido borico 2%

+ Indicador Rojo tashiro
+ H2S040,1N

+ Acido sulfurico al 1,25%

+ Hidroxido de potasio al 1,25%
+ Acido sulfurico al 72% y al 3%

4.5 Software
Para el estudio estadistico y toma de datos se utilizaron los siguientes programas:

+ Microsoft Excel 2016; versién 16.0
4+ R-Studio: version 1.2.1335
+ HOBOware: version 3.74

4.6 Objeto de estudio

4.6.1 Trichoderma asperellum

Este hongo fue proporcionado por el laboratorio del Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y
Ambiente (CEBA).

4.6.2 Materia prima

La obtencion del material lignocelulésicos/sustrato se llevo a cabo en tres lugares distintos,

que se da a conocer a continuacion:
+ Tamo de frejol (Phaseolus vulgaris)

El tamo de frejol (TF) fue proporcionado de los agricultores de la Comunidad de Alor que

se localiza hacia el oriente del cantdn Bolivar, de la provincia del Carchi, sus coordenadas
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son 18 N 0176325 y UTM 0049497 con una altura de 2256 msnm. Esta localidad cuenta con
una precipitacién de 20 mm, una Humedad relativa de 65% y una temperatura de 17°C.

+ Cascarilla de café (Coffea arabica)

La cascarilla (CC) se obtuvo de la cosecha de café de la granja de la ECCA de la PUCE-SI
ubicada en la provincia de Imbabura del canton Ibarra perteneciente a la parroquia el
Sagrario de la ciudadela la Victoria. Ademas, sus coordenadas son 17N 0822226 y UTM
0038707 con una altura de 2200 msnm. Este lugar tiene una temperatura 22°C, una

precipitacion de 48 mm.
+ Bagazo de cafa de azticar (Saccharum officinarum)

El bagazo de cafia de azlcar (BC) se obtuvo de la agroindustria del Ingenio Azucarero del
Norte (IANCEM) gue se encuentra ubicado en la Panamericana Norte a 25 km, via Tulcan,
en el sector de Tababuela, este pertenece a la provincia de Imbabura del canton Ibarra de la
parroquia Ambuqui, sus coordenadas son 17N 0823044 y UTM 00552975 al este, tiene una
altura de 1556 msnm y una temperatura de 22°C. También, tiene una precipitacion de 20

mm.
4.7 Métodos

Se realizd una caracterizacion a la materia prima (Tamo de frejol, cascarilla de café y bagazo
de cafa), en donde, se desarroll6 un analisis bromatolégico con las variables dependientes e

independientes, siguiendo los respectivos métodos detatallados en el item 4.10.1. C

4.7.1 Hipotesis

El enriquecimiento proteico de los residuos lignocelulésicos con el hongo filamentoso T.

asperellum, incrementa al menos el 10% del contenido de proteina.

4.8 Andlisis Estadistico Experimental
4.8.1 Disefio Experimental

En esta investigacion se realizd el Disefio Completamente al Azar (DCA), con 3
tratamientos, 4 repeticiones con un total de 12 unidades experimentales. En caso de
detectarse diferencias significativas entre tratamientos se utilizara la prueba de significancia

Tukey al 5%.
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Los datos que se obtendran en este experimento se los analizara a traves de un analisis de
varianza (ANOVA) de factor Gnico. Se evaluara entre tratamientos las variables (proteina,
lignina y fibra cruda) para determinar el incremento o disminucidn de estas, mediante el uso

del hongo T. asperellum.

Tabla 4

Andlisis de varianza

FV GL
Total 11
Tratamientos 2
Error exp. 9

Fuente: La Autora
4.8.1.1 Unidad Experimental

En esta investigacion, sus unidades experimentales son; bagazo de cafia, tamo de frejol y
cascarilla de café, ademas a estas tres unidades experimentales se les aplicara el mismo

tratamiento con una misma dosis de concentracion de hongo (T. asperellum).

Se tomé como referencia la investigacion de Llenque et al. (2015), para determinar la dosis,
se realizo un conteo de esporas equivalentes a una concentracion final de 9,0x10® esporas

ml™, por recuento en cama de Neubauer, constituyendo el indculo.

Para la realizacion del in6culo de T. asperellum se prepar6 primeramente el cultivo puro, en
donde, se sembrd en caldo nutritivo y se incubd a 30°C por 24 horas. Luego se realiz6 la
suspension de esporas en agua destilada estéril dando una concentracion final de 9x 10®
esporas ml™*. De igual forma en este ensayo se indculo 50ml de esporas a los tubos de PVC
(Fig. 22) conteniendo 100 g de sustrato (bagazo de cafia, tamo de frejol y cascarilla de café);
ademas se incubd a una temperatura ambiente (23 a 25°C). Se realiz6 un monitoreo de la
produccién de proteina, pero se lo hizo al culminar el ensayo que fue el dia 21. En la tabla 5

se detalla la composicion de cada uno de tratamientos.
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Tabla 5

Composicién de Tratamientos

Tipo de Cantidad de D}(])(s)lnsg(gel
; materia prima
Tratamientos oo brima P T. asperellum
) (esporas ml™")
1 Tamp de 100 9% 108
frejol
Cascarilla de 8
T2 café 100 ox10
T3 Bagazo de 100 9% 108
cafna

Fuente: La Autora

4.9 Otras variables evaluadas

» Curvade crecimiento

La curva de crecimiento se realiz6 para observar el crecimiento del hongo, es necesario
aclarar que el monitoreo se lo realizd, pasando un dia, desde el dia uno hasta el dia 21. Con
base a Arana et al. (2010) y Nugra (2018) se sigui6 el siguiente proceso, donde se extrayé 1
g de cada unidad experimental incubada, que fueron colocadas en tubos de ensayo; luego se
coloc6 8 ml de agua destilada, debido a esto se tuvo que realizar las respectivas diluciones y
se procedid al recuento de esporas ml™ (T. asperellum) en camara de Neubauer .

» Temperatura, Humedad, Materia seca

La temperatura fue evaluada por medio de este equipo HOBOware, se tomd cada 4 horas,
asi que, se lo realiz6 para conocer las diferentes temperaturas a las que estuvo expuesto el

hongo (T. asperellum). Ademas, se evalud también la humedad y materia seca (Trejo, 2017).
4.10 Caracterizacion del material lignocelulésico

Es importante conocer el contenido de cada sustrato en los diferentes parametros que
requiere esta investigacion, obteniendo una base de datos inicial para su respectiva
comparacion al finalizar el experimento con el hongo inoculado en el medio sélido (material

lignocelulésico) (Pineda y Ramos, 2013).
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4.10.1 Anélisis Bromatologico

4+ Determinacién de humedad

Para la determinacion de humedad se us6 el Metodo rapido de la termobalanza para
alimentos, se lo encuentra de la siguiente manera NMX-F-428-1982 en las Normas
Mexicanas (NMX), descrito por la Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion
S.C. (NORMEX).

De acuerdo con las Normas Mexicanas (NMX, 1982); recomienda el siguiente

procedimiento estandar:

= Soltar el sujetador del plato para muestra, revisdndolo para asegurarse de que el plato
corre libremente sobre su soporte finamente punteado, y que esté limpio y seco.

= Ajustar al 0 y 100%.

= Colocar 5 g de la muestra, pesando en la misma balanza desecadora y distribuirla
cuidadosamente y uniformemente en el platillo.

= Con la fuente de potencia debidamente ajustada, bajar la tapa de la balanza. La muestra
comenzara a perder humedad. Presionar enter para dar inicio al proceso.

= Se demora de 10 a 20 minutos, deberad tomarse la lectura, y si ésta permanece estable
durante 2 minutos se registrard como porcentaje total de humedad.

= Por medio de esto se determinara el porcentaje de humedad y materia seca.

Figura 8. Termo balanza.

Fuente: La Autora
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= Determinacion de pH

Para la determinacion de pH se empled el Método | (en agua destilada); se lo encuentra
descrito por de la siguiente manera AOAC 973.04, detallado en la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC, 1990).

De acuerdo con la Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990); recomienda

el siguiente procedimiento:

» Enla balanza analitica se tar6 y se pesé 5 g de muestra.

= Se colocd la muestra en un vaso de precipitacion de 500 ml a la cual se le adiciono
200 ml de agua destilada (H20x).

= Se agitd constantemente con un agitador magnético por 30 minutos.

= Luego, durante 20 minutos se dejo decantar la muestra y se procedio a la toma de
lectura con un potenciémetro tomando en cuenta que no esté en contacto con las

paredes del vaso, para que no altere la lectura.

Nota: El 973.04 identifican el método por afio de adopcion de la primera aparicion en los
métodos oficiales de analisis (métodos mas antiguos). EI 973 = primera accién 1973; 04=

secuencia de adopcion en 1973.

Figura 9. Determinacién de pH.

Fuente: La Autora
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+ Determinacion de Energia

Se utiliz6 el método de bomba calorimétrica. De acuerdo con Mera (como se cito en Béez,

2012); recomienda el siguiente procedimiento:

= Encender el equipo “Bomba calorimétrica” de 15 a 30 minutos antes del analisis para
estabilizacion y Registro de condiciones (Establecer método de determinacion y
unidades).

= Elaborar una pastilla cuyo peso sea lo méas cercano a 0,5 g; en base seca (Con ayuda
de la peletizadora).

= Colocar la pastilla en el recipiente metalico, asegurarla mediante un hilo de celulosa
al alambre conductor de la tapa del calorimetro.

= Adicionar 8 ml de agua destilada a la bomba calorimétrica.

= Colocar con cuidado (con el menor movimiento posible) la tapa de la bomba y cerrar.

= Llenar la bomba de oxigeno durante 60 segundos con ayuda del control de mando
del equipo. Luego, asegurar todas las lleves de presion y verificar que estén cerradas.

» Introducir la Bomba calorimétrica dentro del bafio de enfriamiento, lleno con dos
litros de agua destilada.

= Conectar las terminales eléctricas de equipo a la bomba.

= Cerrar la tapa e iniciar el proceso (pulse tecla empezar).

= Registrar la identificacion de la muestra el nimero de bomba (1) y el peso de la
pastilla (con cuatro cifras decimales).

= Limpiar los datos de la grafica del display del equipo

= Tiempo de andlisis 15 minutos, mas tiempo de estabilizacién 5 minutos (datos
establecidos en la estandarizacion).

= Registrar los datos obtenidos
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Figura 10. Bomba calorimétrica.

Fuente: La Autora

< Determinacion de Proteina

Para la determinacién de Proteina se emple6 el Método de Nitrégeno Total y Proteina Bruta
de Kjeldahl para alimentacién animal; se lo encuentra descrito de la siguiente forma AOAC
984.13 en la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990) y (Molina, 2014).

De acuerdo con la Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990); da a conocer

el siguiente procedimiento estandar:

= Triturar y pesar 2 g de cada muestra, anotar su peso.
= Colocar las muestras en cada tubo de ensayo grande y etiquetar.
= Colocar los tubos en el digestor.

= Encender la maquina (Digestor) y calentar a 80 °C.
Agregar en cada muestra:

= Afadir la pastilla catalizadora.

* Afadir 12 ml de acido sulfurico (H2SOa4) al 98% c + 3,3 ml de H-02 al 10% V/V todo
esto se realiz6 dentro de la soborna y con las ventanas cerradas.

= Colocar las tapas en los tubos.

= Encender la soborna y bajar la tapa de esta para que se extraigan los gases.

= Digestar por un periodo de 3 horas hasta que cambie de color. De negro a amarillo
palido.
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Destilado:

= Retirar los tubos del digestor.

= Dejar enfriar dentro de la soborna.

= Neutralizar las muestras agregando 50 ml de agua destilada y 50 ml de NaOH al
35%, agregando estas cantidades lentamente para evitar quemaduras.

= Encender el destilador, conectar la maquina y abrir la llave de agua.

= Dejar que la maquina se caliente hasta que se programe el tiempo de 3 minutos que
aparecera en la pantalla.

= Lavar la maquina colocando un tubo con agua destilada y presionar start.

= Retirar el tubo con guante y con cuidado (muestra caliente).

= Enun matraz Erlenmeyer de 250 ml colocar 50 ml de &cido bérico y 4 gotas de rojo
tashiro.

= En el destilador colocar el matraz y tubo de ensayo con la muestra ya neutralizada

= Comprobar si la solucion del matraz cambie de color a verde. Una vez que cambie

de color la muestra retirar el tubo y matraz.
Titulacion:

= Con la solucion que queda en el matraz de color azul, adicionar el Acido clorhidrico
(HCL) al 0,2 Normal.

= Titular con el HCL hasta que cambie de color a rosado palido.

= Anotar la cantidad de ml de HCL (Mera, 2015).

Calcular por medio de la formula él % de proteina y nitrogeno:

_ MxVBx0014)

100
PM

%N

%PB = %Nx Fc
Donde:
VM: Volumen de la muestra, VB: volumen del blanco, PM: peso de la muestra

PB: Proteina Bruta,Fc: Factor de conversion (6,25 para forrajes)
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Figura 11. Digestando, Destilando y Titulando.

Fuente: La Autora

< Determinacién de Cenizas

Para la determinacion de Cenizas se emple6 el Método de Cenizas Totales o Gravimétrico
para alimentos especiales, se lo encuentra descrito de la siguiente forma AOAC 942.05 en

la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (Serna y Torres, 2015).

De acuerdo con la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990);

recomiendan el siguiente procedimiento:

= Pesar 2 g de la muestra en un crisol de porcelana y colocar en la mufla las muestras
a una temperatura de 550°C durante 3 horas. Mantener esta temperatura durante el
tiempo antes mencionado. Transferir el crisol directamente a un desecador, enfrie y
pese inmediatamente, y luego pesar y anotar su peso.

Calcular por medio de la formula.

C
9 Cenizas = leOO

Donde:

CC: Peso crisol mas ceniza C: Peso crisol vacio.
PM: Peso Muestra
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Figura 12. Mufla.

Fuente: La Autora

4+ Determinacion de Fibra Cruda

Para la determinacion de Fibra Cruda se usé el Método de Weende para alimentacion animal,
se lo encuentra descrito de la siguiente forma AOAC 962.09; en la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC, 1990).

De acuerdo con la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990); da a conocer

el siguiente procedimiento estandar:
Lavar y secar completamente los crisoles a utilizar.

= Pesar los crisoles y anotar su peso inicial.

= Secar los crisoles en la estufa a 110°C por 1 hora.

= Pesar los crisoles, comparar si estan tarados y anotar su peso.

= Pesar 0,5 g de la muestra, anotar su peso y colocar en cada crisol.

= Colocar cada crisol en el analizador de fibra, bajar la palanca y comprobar si no hay
fugas.

* Colocar 6,44 ml de acido sulfurico (H2SO4) al 97% + 493,52 ml de H20: en la jarra
verde para obtener un H2SOa al 1,25%. Esta preparacion en cada crisol hasta la
segunda muesca, durante 30 minutos a una temperatura de 8°C.

= Una vez transcurrido el tiempo presionar vacum y drenar lo restante, lavar 3 veces
con Hz0: caliente, adicionar KOH.

= Enelrecipiente morado colocar 6,28 ml KOH al 85% + 500 ml de H20- para obtener
KOH al 1,25%. Durante 30 minutos a una temperatura de 7 °C, trascurrido el tiempo
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presionar Vacum y Drenar lo restante, lavar 3 veces con H20: caliente y 1 vez con
agua destilada fria.

= Adicionar el 25 ml de acetona por muestra lavar por 1 minuto muy suave, proceder
a evacuar lo restante, retirar el crisol.

= Colocarlos en la estufa los crisoles a 110°C (F1) por 1 hora.

= Dejar en el desecador por 15 minutos, pesar y anotar su peso.

= Colocar en la mufla a 400°C (F2) por 3 horas.

= Dejar en el desecador durante 15 minutos, pesar y anotar su valor.

Calcular por medio de la formula.

] F1—-F2
%Fibra Cruda = TxlOO

Donde:

F1: Peso después de secar en la estufa a 110°C.
F2: Peso después de sacar de la mufla a 400°C por 3 horas

FO: Peso de la muestra

Figura 13. Extractor de Fibra cruda.
Fuente: La Autora
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+ Determinacion de lignina insoluble en &cido

Para la determinacion de Lignina Insoluble se emple6 el Método Klason, en donde se usé
los procedimientos estandares descritos en TAPPI 222 om-02. La Asociacion Técnica de la
Industria del Papel y la Pulpa (TAPPI) es la encargada de dar este tipo de normas

estandarizadas.

De acuerdo con la Asociacion Técnica de la Industria del Papel y la Pulpa (TAPPI, 2002);
da a conocer el siguiente procedimiento estandar:

= Las muestras (trituradas) pesar 1,0 + 0,1 g (W), es decir, con precision de 0,0001
g.

= Afadir 20 ml de acido sulfurico (H2SO4) al 72% en los vasos de precipitacion (100
ml) que contienen las muestras.

= Se afiadira gradualmente en pequefios incrementos mientras se agita suavemente, de
ser necesario, la maceracion del material con una varilla de vidrio.

= Después se dispersa el espécimen, cubrir el vaso con un vidrio de reloj y mantenerlo
en un bafio a 20 + 1°C durante 2 horas.

= Agitar el material con frecuencia durante este tiempo para asegurar la solucién
completa.

= Transferir el material en un balon aforado

= Enjuagary diluir con 770 ml de agua destilada hasta tener una concentracion de acido
sulfarico (H2SO.) al 3%.

= Conectar el balén aforado a un refrigerante y se mantiene a ebullicion durante 4
horas en una manta calefactora, manteniendo un volumen constante.

= Se deja sedimentar el material insoluble (lignina), manteniendo el balén aforado en
una posicién inclinada. Si la lignina es finamente dispersa, puede requerir un periodo
mas largo de tiempo o0 una noche para asentarse.

= Sinagitar el precipitado, se filtra mediante una bomba de vacio con ayuda de un filtro
de disco de membrana de 47 mm (Figura 14).

= El sélido filtrado se lava con agua desionizada caliente hasta que el pH del agua de
lavado no sea acido o esté libre de acido

= Secar las muestras en estufa a 105°C hasta tener un peso constante.

= Enfriar en un desecador y pesar (A) (Fuentes, 2018).
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El contenido en lignina se calcula con la siguiente expresion:

Ax100
w

%Lignina =

Donde:

A: peso seco de la muestra a 105°C.

W: peso inicial

Fuente: La Autora

4.11 Preparacion de la materia prima e inoculacion

# Recoleccion y preparacion de la materia prima

Se recolectd aproximadamente 24 kg de cada sustrato (Tamo de frejol, cascarilla de café y
bagazo de cafia). En el caso del bagazo de cafia fue tamizado en tamafios de 0,6
y 1,8 cm (Bermejo, 2016). El tamo de frejol se llevo a una disminucion de tallo en el cual
fue cortado con ayuda de tijeras podadoras. Estos sustratos nos sirvieron como seguro de
alimentacion para el cultivo del hongo seleccionado (T. asperellum) y sobre este crece el
micelio; es decir, sus propiedades fisico quimicas determinaran los organismos que pueden
crecer en él. A continuacion, se detalla todos los procesos que se usé en los sustratos

seleccionados antes de ser inoculados con el hongo T. asperellum.
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Figura 15. Preparacion de los sustratos.

Fuente: La Autora

<+ Lavado

Una vez colectado los sustratos como el tamo de frejol, la cascarilla de café y el bagazo de
cafa, se los lavo con agua de la llave para retirar el polvo o suciedad que exista, si lo requiere
(Vargas y Guerrero, 2010). En el caso del bagazo se retird manualmente impurezas y

residuos no deseados. Solo se dejo exclusivamente el bagazo (Bermejo, 2016).
#+ Secado

Los diferentes sustratos se los dejo secar con el sol durante un par de dias. En cuanto al
bagazo de cafia es importante su secado ya que tiene la finalidad de hacer que la cafa pierda
la clorofila que este posee dado que los hongos no crecen en sustratos que contienen este
compuesto. Luego, se almaceno en fundas por no mas de 30 dias, para prevenir que se

contamine con microorganismos indeseables (Oviedo et al., 2016).
<+ Procesamiento del Material

El tamafio de particula del material vegetal entre 2 a5 cm es el que mejores resultados arroja.
Se obtuvo este tamafio con el tamo de frejol con la ayuda de una tijera podadora. En el
bagazo de cafia no fue necesario ya que cuenta con una disminucion de particula. En la
cascarilla de café fue innecesario ya que tiene un tamafio aproximado de 5 cm (Vargas y
Guerrero, 2010).
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Figura 16. Molino mesclador y Homogenizar.
Fuente: La Autora

+ Preparacion de los medios de cultivo

Primero, el medio de cultivo y el material previo a usar fue esterilizado en una autoclave. En
segundo lugar, se desinfect6 la camara de flujo laminar con alcohol. Después, se sembro la
cepa en 12 tubos de ensayo, de hecho, estos contenian 9 ml de caldo nutritivo estéril. La
siembra del hongo se lo hizo con la ayuda del aza haciendo un leve raspado sobre las colonias
de T. asperellum, 6sea, se introdujo la misma en los tubos antes mencionados, esto se lo
realiz6 de manera aséptica, previamente etiquetados y tapados con algodon. Se incub6 por
24 horas a 30°C.

Figura 17. Medio de cultivo con T. asperellum.

Fuente: La Autora

% Preparacion del indculo
Se inici6 con 12 matraces Erlenmeyer estériles y listos para afiadir el medio de los tubos ya
propagados con el hongo. Las esporas que fueron producidas en los 12 tubos de ensayo en
la fase de propagacion, se realizé un traspaso a los matraces de 250 ml. Esto se colocé en
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una incubadora de agitar (modelo NB-205L) a 30°C durante 24 horas. La finalidad de esto

es incrementar el nimero de microorganismos.

Figura 18. Cultivo en matraces e incubadora de agitar.

Fuente: La Autora

+ Medios de cultivo con la misma dosis
Es necesario explicar como se obtuvo la dosis. Es decir, se logro luego del procedimiento
del traspaso de los tubos de ensayo ya propagados por el hongo T. asperellum a los matraces
Erlenmeyer, los cuales contenian 50 ml de caldo nutritivo estéril. Se los dejo en la incubadora
durante 24 horas a 30°C. Una vez transcurrido este tiempo, se realizo el conteo de esporas
equivalentes a una concentracion final de 9,0 x10® esporas ml™!, por recuento en cdmara de

Neubauer (Llenque et al., 2015). Se utilizd esta misma en la siembra de los tres tratamientos.

Figura 19. Tratamientos con hongo T. asperellum con la misma dosis.

Fuente: La Autora
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4,12 Camara de Neubauer

Estas camaras de recuento se usan para determinar el nimero de particulas por unidad de
volumen de un liquido. Las particulas pueden ser leucocitos, eritrocitos, trombocitos,
bacterias, esporas, polen etc. Esto es posible hacer el conteo por medio de un microscopio

para lograr visualizar las particulas (Nugra, 2018).

Concentracién (cel mI™) =N° de células x 10000/N° de cuadros contabilizados.
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Figura 20. Camara de Neubauer y su estructura.
Fuente: La Autora; Yépez (2019).

4.12.1 Conteo de esporas de T. asperellum

Es importante mencionar que esto se lo realiz6 durante todo el transcurso del ensayo, desde
los dias 1 al 21, es decir, se lo hizo cada 48 horas. El conteo de esporas nos sirvio para
calcular la biomasa contenida en 1 ml en cada medio de cultivo, es decir, se realizaron hasta
tres diluciones en tubos de ensayo. De esta manera; se coloco tres tubos de ensayo, con 9 ml
de agua destilada y se etiqueto (10, 102,10%) cada uno.

La primera dilucién de (10%), se la realiz6 de la siguiente manera; se colocé 1 ml de esporas
cosechadas y se procedio a agitar para obtener una dilucion homogénea, después, con la
ayuda de una macropipeta de 100 pl, se tomé 1 ml de la primera dilucién y se coloco en el
segundo tubo obteniendo una dilucién de 102 nuevamente se tapd y se agito, finalmente se
tom6 1 ml de la dilucion 102 y se coloco en el siguiente tubo obteniendo una dilucién (103),
si lo requiere se tendra que hacer mas diluciones.

La tercera dilucion (103), se utilizd para la realizacion del conteo de esporas en la camara de

Neubauer, en esta se procedié a colocar 20 ul (0,2 ml) de la dilucion y se cubrié con una
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porta objetos, evitando la formacion de burbujas. Se coloco la cdmara en un microscopio y
se observé desde los lentes objetivos 4x, 10x y 40x; con el Gltimo lente objetivo se logro
visualizar mejor las esporas. El conteo se lo hizo en los 25 cuadros que contiene la cAmara
y en los dos hemisferios norte y sur para asi obtener un total de esporas en 1 ml. Se tomé

una muestra por cada tratamiento y se realiz en conteo en la camara.

Figura 21. Diluciones para el conteo en cdmara de Neubauer.

Fuente: La Autora

4.13 Esterilizacion de los sustratos

Los sustratos se pusieron en fundas de tela, se esterilizaron en una autoclave (modelo NB-
1080); segun Lépez y Béarbaro (como se citd en Giampaolil et al., 2014) revela que la
temperatura de la autoclave debe estar a 121°C por 30 minutos, a una presion de 1,2 atm,
para su posterior mezcla. Realizada la esterilizacion de los sustratos se los extrajo de la
autoclave y se los deposito en un lugar limpio y cerrado (cAmara laminar) y se esperé que su

temperatura baje.

4.13.1 Siembra del inoculo de T. asperellum en los diferentes sustratos

La cantidad fue la misma para cada sustrato ya que no se considerd el volumen de estos. Se
pesd 100 g de cada sustrato (tamo de Frejol, cascarilla de café y bagazo de cafa), y se
procedio a realizar la inoculacién del caldo nutritivo colonizado por el micelio del T.
asperellum (Llenque et al., 2015). Una vez preparado el sustrato, se revolvid uniformemente
el caldo previamente cultivado junto con el sustrato, luego se coloco en tubos de PVC,
previamente esterilizados con alcohol. Ademas, la humedad se ajustd a un 70% (Sanchez,
2009). Los tubos de PVC (4 pulgadas) fueron previamente cortados, cada tubo se cort6 20

cm de largo con un didmetro de 11 cm, ademas, en cada tubo se hicieron orificios con una
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distancia de 5 cm. Se cerraron los tubos con papel aluminio, de esta manera, se tiene una
mayor proteccion contra los agentes contaminantes. A fin de que las muestras se incubaran

a una temperatura promedio de 25 a 35°C en un invernadero hidropdnico por 15 dias hasta

que el hongo se adapte y a los 21 dias se realizara la cosecha (Nugra, 2018).

Figura 22. Siembra del in6culo de T. asperellum.
Fuente: La Autora

4.13.2 Hidratacion

Se la realiz6 por medio de aspersion y dependié del tipo de sustrato; el bagazo de cafia y
tamo de frejol se dio cada 48 horas, mientras que la cascarilla cada 24 horas ya que esta no

retenia mucho la humedad y por ende tendia a secar muy rapido (Sanchez, 2009).

Figura 23. Hidratacion por aspersion.

Fuente: La Autora

4.13.3 Cosecha de los sustratos enriquecidos con T. asperellum

La cosecha se realiz6 a los 21 dias de los tres sustratos (Tamo de frejol, cascarilla de café y

bagazo de cafia) enriquecidos con el T. asperellum. Se recolectd en fundas de papel
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previamente etiquetadas. Con estas muestras finales se realizard diferentes analisis como
determinacion de Proteina, Fibra Cruda, Materia seca, Humedad y Lignina (Llenque et al.,
2015).

Figura 24. Cosecha.
Fuente: La Autora (2019).
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion del material lignocelulésico

La biomasa lignocelulésica de Tamo de frejol (TF), Cascarilla de café (CC) y Bagazo de
Cafa (BC) se caracterizd con el fin de definir las condiciones favorables para la realizar la
siembra del hongo T. asperellum. En la Tabla 6 se puede observar los valores obtenidos en
la caracterizacion fisico-quimica: pH, %Cenizas, %Humedad, Energia, etc., en su fase
inicial.
Tabla 6

Composicidn fisico- quimica de la materia prima

Parametro Unidades Tamo de Cascarilla de Bagazo de
Frejol (TF) Café (CC) Cafia (BC)
Ph Unidades de pH 6,80 5,09 6,50
Energia cal.g® 3920,72 4340,57 4034,37
Cenizas % 0,03 0,38 2,93
Humedad % 8,83 9,49 9,62
Materia seca % 91,17 90,51 90,38
Lignina % 34,51 51,36 34,05
Fibra cruda % 64,93 95,96 61,72
Proteina % 4,35 1,95 0,92

Fuente: La Autora
En esta investigacidn presentaron las siguientes caracteristicas:
+ pH

El pH de la cascarilla de café fue de 5,09 con relacion a este resultado varios investigadores
mencionan lo siguiente: (Arias y Meneses, 2016) obtuvo un valor de 5,30; incluso (Ortiz et
al., 2003) da a conocer el siguiente valor de 6,46; quiere decir que es similar al obtenido.
Con este valor se puede decir que afecta el desarrollo de T. asperellum ya que él se desarrolla
en un pH de 6,00-6,50.

49



En el caso del bagazo de cafia fue de 6,50; desde el punto de vista de (Garcia et al., 2011)
tiene un dato de 5,80; por otro lado, (Herndndez y Lo6pez, 2015) presenta los siguientes
rangos 5,20-6,30; lo que quiere decir que estd dentro de lo estimado, segln esto, es bueno
para el crecimiento del hongo filamentoso ya que este presenta un pH favorable para su
desarrollo al igual que tamo de frejol con un valor de 6,80.

+ Energia

En la cascarilla de café fue de 4340,57 cal.g™, el reporte de (Vasquez, 2015) presenta un
valor de 4180,00 cal.g™%, esto esta dentro del intervalo. El bagazo de cafia se obtuvo un valor
de poder calorifico de 4034,37 cal.g™, segun los autores (Aguero et al., 2004) sefialan un
dato de 4600,00 cal.g™%; pero (Antolin y Oliva, 2003) revela una cantidad de 3986,00 cal.g%;
es decir que nuestro valor obtenido esta igual a lo establecido por otras investigaciones.

Ademas, en el tamo de frejol presenté 3920,72 cal.g™.
+ Cenizas

La cascarilla de café tiene un contenido de 0,38%, el reporte de (Manals et al., 2018) es de
1,20%; pero, (Véasquez, 2015) menciona valores minimos de cenizas estan entre 0,50 a
0,60%; también los autores (Arteaga y Casinio, 2018) indican un valor de 0,36%, esto quiere
decir que el valor obtenido es similar. En el bagazo de cafia se obtuvo 2,93%, pero (Llanes,
2012) indica 1,73%; quiere decir, que es alto. En el tamo de frejol presento un valor de
0,03%, de este modo, representan el contenido de minerales, quiere decir que suponen menos

del 5,00% de materia seca en este residuo.
+ Humedad

En cuanto a este pardmetro la cascarilla de café fue de 9,49%, pero (Garcia, 2016) indica
11,85%; es mas, (Arias y Meneses, 2016) muestra 8,60% de la cascarilla en base seca,
también reporta Gomez (como se cité en Manals et al., 2018); de 10, 10% esto quiere decir
que el valor obtenido es casi similar. El valor minimo reportado de humedad esta entre 10,00
y el 12,00% después de ser secada al sol (Arias y Meneses, 2016). En vista de estos
resultados, se tiene que adaptar a la humedad requerida por el hongo.

En lo que respecta a la humedad en el tamo de frejol se tuvo 8,83%, segun (Llanes, 2012)

reporta 7,41% en su base seca. En el bagazo de cafia hubo 9,62%; sin embargo (Manals et
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al., 2018) menciona una humedad de 15,00%, ademas, (Pineda et al., 2016) reporta un valor
de 6,00%. En esta comparacion es alto, pero no es un problema, ya que, segun la bibliografia,
el hongo se desarrolla en 70,00% de humedad sin este requerimiento, tendra dificultad en su

desarrollo. Para lograr obtener esta misma se adicionara agua.
+ Materia seca

El tamo de frejol tiene un contenido de materia seca de 91,17%; lo reportado por (Macas,
2005) es de 43,35%; esto quiere decir, que los resultados obtenidos son altos. En la cascarilla
de café presento un valor de 90,51% en lo que respecta a materia seca, pero (Vasquez, 2015)
muestra 92,80%; también (Ortiz et al., 2003) presenta un valor de 91,44%; esto quiere decir
que es similar al valor obtenido. En el bagazo de carfia present6 un porcentaje de 90,38%, el
reporte por (Llanes, 2012); fue de 95,58%; esto quiere decir, que los valores obtenidos se

encuentran casi similares.
+ Fibra cruda

Su composicion es diferente dependiendo del origen de la planta (Ceballos y Montoya,

2013), es por esta razon que varia en esta investigacion.

El tamo de frejol presenta un valor de 64,93% en su materia prima; pero el reporte de (Macas,
2005) es de 36,19% esto quiero decir que sigue siendo valores altos a los obtenidos. En la
cascarilla de café tiene 95,96%; el reporte de (Garcia, 2016), es de 69,00% en base seca,
pero el reporte de (Ortiz et al., 2003) es de 69,36; segun lo obtenido es alto. En el caso del
bagazo de cafia de azUcar, se obtuvo un resultado de 61,72%, el reporte por (Llanes, 2012)
esta dentro de un intervalo de 55,00- 60,00%, esto quiere decir, que el valor obtenido es

similar al que se obtuvo en la caracterizacion del bagazo de cafa.
+ Lignina

Es importante conocer que el contenido en masa de lignina depende del origen y de la especie
de la especie vegetal que se esté tratando (EI Mansouri, 2007). Las coniferas presentan

comunmente un contenido mas elevado de esta que las frondosas.

El problema de una definicion precisa para la lignina se asocia con la naturaleza de sus

maltiples unidades estructurales, las cuales no suelen repetirse de forma regular, dado que
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la composicion y estructura de la lignina varian dependiendo de su origen y el método de
extraccion o quimicos (Chavez y Domine, 2013). El contenido en maderas varia entre 19
y 35% (EI Mansouri, 2007). Es por ello, que diferentes investigadores presentan varios
valores de contenido de lignina, ya que el método empleado para su extraccién no es el
mismo o el origen del lugar extraido del material lignocelulésico no es igual. Los valores

obtenidos en este trabajo de investigacidn son los siguientes:

En el tamo de frejol es de 34,51%; el reporte de (Villacis, 2019) tiene un porcentaje de
9,35%. Pero (Gonzales et al., 2011) menciona un 9,00%; llegando a hacer bajos. En el caso
de la cascarilla de café tiene 51,36%; sin embargo (Arias y Meneses, 2016) indican un
15,93%; es mas (Baron, 2014) expresa un 41,86%. En el bagazo de cafia presenta un 34,05%;
segun (Solorza et al., 2013); es de 22,90-25,00% (Antolin y Oliva, 2003) mencionan rango
de 10,00-30,00%, nuestros contenidos de lignina presentes en la materia prima son altos en

comparacion a estos autores.
+ Proteina

El contenido de proteina depende del origen de la planta y de la especie, incluso en algunas
investigaciones no concuerdan con los valores obtenidos en estos residuos lignocelul6sicos
(Ceballos y Montoya, 2013).

El tamo de frejol tiene 4,35%, pero segun (Villacis, 2019) menciona 5,10%; (Macas, 2005)
es de 9,45%; esto quiere decir que es muy bajo el contenido de proteina en nuestra muestra
original. En la materia prima de la cascarilla de café obtenida es de 1,95%; el reporte de
(Salazar, Garcia y Olaya, 1984); es de 1,50% para la especie de Café arabica; mientras que
para la especie de café arbusto presenta un contenido de proteina de 2,20%,; esto indica que
el valor obtenido es similar. El bagazo de cafia se obtuvo 0,92%; sin embargo (Gélvez, 2019),

presenta 0,75%; pero (Juarez et al., 2009); menciona un contenido bajo de proteina.
5.2 Resultados de analisis Bromatoldgico

En la tabla 7 se muestra los analisis realizados al tamo de frejol (TF), cascarilla de café (CC)
y bagazo de cafia (BC) enriquecidos proteicamente con T. asperellum bajo una misma dosis
(9x107® esporas ml™), en el laboratorio de Bromatologia de la escuela ECCA, de la Pontificia

Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra.
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Tabla 7

Analisis bromatoldgico de los sustratos (TF, CC y BC) con el hongo T. asperellum

Tamo de Cascarilla de Bagazo de
PARAMETROS frejol (TF) café (CC) cafia (BC)
(%) (%) (%)
Materia Seca 40,08 64,41 21,00
Fibra cruda 62,27 82,09 51,75
Lignina 28,64 38,98 29,71
Proteina Cruda 5,13 2,50 1,69

Fuente: La Autora

De los resultados obtenidos de los analisis bromatologicos del tamo de frejol, cascarilla de
café y bagazo de cafia enriquecidos proteicamente, segun Varios autores han utilizado la
técnica de fermentacidn en estado sélido (FES), esto resuelve la falta de uso de los desechos
agroindustriales, estos generalmente carecen de proteina y que a través de esta fermentacion
permite el desarrollo de una biomasa microbiana. Los microorganismos se desarrollan en un
sustrato fermentado, estos mismos contienen méas del 50,00% de su materia seca en forma
de proteina. Varias investigaciones aseguran que tienen un buen efecto positivo en el

enriquecimiento proteico de materiales lignocelulésicos en donde se menciona a algunos:

En 1995, produjeron un alimento para sustituir el tradicional, los mismos no contaban con
efectos negativos en la produccién y salud animal, también le sirvié como suplemento en la
dieta de rumiantes, désea, fueron alimentados con estos forrajes. Ademas, utilizaron como
indculo Candida utilis, propagada en una planta de “biomasa proteica”. Respecto a la
opinion técnica indica que esta variante es viable, alcanzando una proteina efectiva, el
promedio oscila entre 7,00 y 8,00%, aunque se mantiene valores inferiores a 15,00%
respecto a la fibra bruta. (Aguila et al., 2014)

Los investigadores del ICIDCA (1990), propusieron dos variantes tecnologicas para el
enriquecimiento proteico de residuos de la cosecha de cafa, en donde utilizaron como
indculo cepas de hongos filamentosos, pertenecientes al género Aspergillus. El producto
obtenido por las dos variantes de fermentacion: RECASEN-1 y RECASEN-2, con una
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adicion de miel al sustrato original y sin ella, contiene 6,00 y 9,00% de proteina,

respectivamente.

Pedraza (como se cit6 en Valifio et al., 2004), mencionan a los resultados obtenidos en el en
enriquecimiento del bagazo de cafia de azlcar hasta alcanzar entre 6,00 y 11,00% de

proteina, mediante la utilizacion de diferentes fuentes de inoculo.

Ruiz et al (como se citd en Castillo y Ruiz, 2013), afirma que la fermentacién de bagazo de
manzana tuvo un incremento de la proteina bruta (pb) de 36,02% en 24 horas de
fermentacion y 35,57% luego de 72 horas de fermentacion. En 24 horas de fermentacion, se
logré 21,15% de proteina verdadera (pv) y después de 72 horas de fermentacion se obtuvo
18,12%. EI pH tuvo un comportamiento de 3,85 en 24 horas y de 3,81 después de 72 horas.
Se concluy6 que el descenso del pH durante el proceso de FES (Fermentacion en estado
solido). del bagazo de manzana afecta negativamente a la poblacion de levaduras, lo cual

influy6 de manera negativa en los indicadores de pby pv.

El reporte Rugayyah et al. (2014), inoculandole el basidiomiceto Panus tigrinus, obteniendo
un incremento proteico del 55,16%. Algunas investigaciones cultivaron bacterias y
levaduras para enriquecer residuos agroindustriales, el reporte de Hsu et al.
(2013), emplearon pastos forrajeros y Entrophospora y Bacillus, en donde obtuvo un
incremento de 13,90%. Por lado, Correia et al. (2007), emplearon la levadura Saccharomyces

cerevisiae sobre residuos de pifia obteniendo un incremento proteico del 22,00%.

Como ejemplos de enriquecimiento con hongos filamentosos reportados por Alvarez et al
(2010) que cultivaron sobre residuos de banano con Aspergillus niger en donde aumento la
proteina en un 9,56%. Ademas, Bustamante et al. (2008), reporta el aumento de proteina
utilizando bagazo de naranja como sustrato para el crecimiento del Aspergillus niger. La
concentracion de Nitrogeno organico inicial de 0,71% aumento a los 7 dias a 1,18%, a los
14 dias a 2,05%, a los 21 dias a 2,49%, alcanzando a los 28 dias un valor de 2,89%. Con
base en estos resultados, se observo que la proteina aumenta desde 4,45% hasta 18,06%,
existiendo un incremento del 30,50% en 28 dias de crecimiento del Aspergillus niger sobre

el bagazo de naranja.
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Segun estas investigaciones se logra verificar que el aumento de proteina en material
lignocelulésica es completamente viable y se corrobora que es efectivo. Lo que sustenta a la

presente investigacion.

Ademas, Valifio et al. (2004), menciona que demostrdé que el uso de la cepa T. viride M5-2
como in6culo en bagazo fresco e hidrolizado permite obtener productos con una mejor
calidad nutritiva como alimento para animales monogastricos, con aumento de la
digestibilidad en 10,00 % y disminucién de la fibra entre 5,00 y 10,00 %. De igual manera
introdujeron una agitacién en el biorreactor de FES (Fermentacion en estado solido)., ya que
este permitié obtener un producto con aproximadamente 11,00 % de contenido proteico, con
disminucién de 6,00 % en la celulosa y 11,00 % de hemicelulosa, debido a la actividad
celobiohidrolasa de 27 Ul/g de MS, ademas del incremento de la digestibilidad del bagazo
en 20,00 %. De esta manera, se demuestra que es una buena opcion para la utilizacion de
residuos de la industria azucarera, destinados a la alimentacion animal. También encontraron

una variacion de lignina con valores entre 2,00 y 3,00 %.

Valifio et al. (2003), afirma que segun los resultados obtenidos en las interacciones que
produjeron entre la carga microbiana del bagazo de cafia auto fermentado y el efecto de la
inoculacion de la cepa Trichoderma viride 137, durante 21 dias de auto fermentado. Se
comprobd la disminucién de cuatro unidades porcentuales en FAD, FND, lignina y celulosa,
respecto al bagazo almacenado sin la adicion de nutrientes, excepto en la lignina en la que
se mantuvieron constante. Ademas, observaron un ligero aumento en la proteina bruta en las
tres variantes (sin adicion de nutrientes, con nutrientes y estéril), con respecto al tiempo de

fermentacion y en la actividad enzimatica celulitica.

Pham et al. (como se cit6 en Valifio et al., 2003) informa una reduccion del 30,00 % del
contenido de lignina del bagazo de cafia con la cepa Lentinus edodes BIOT 3036% lo que
mejoro la digestibilidad del producto final. Ademas, Chahal, Gupta y Madamwar (como se
cité en Valifio et al., 2003), mencionan que hallaron una reduccién del 85,00 % de lignina
con lacepaT. reesei MCG80, con un previo tratamiento, por otro lado, realizaron una mezcla
de cultivos de Aspergillus, en donde, mejoraron la digestibilidad después de 8 dias de
fermentacidn, utilizando también un pretratamiento del bagazo con hidréxido de calcio (2,00
%).
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Valifio et al., (2004) describe que aplicé una cepa microbiana en el bagazo de cafia de azucar
como alimento para animales, mediante una fermentacién en estado sélido con T. harzianum,
en donde, obtuvo un resultado de una disminucion de 0,84% de lignina y 3,00% en fibra

cruda en el bagazo de cafia.

5.3 Andlisis estadisticos de cada uno de los parametros medidos antes y después del uso

de T. asperellum con tamo de frejol, bagazo de cafia y cascarilla de café.

+ Hipotesis para fibra cruday lignina

Para lignina y fibra cruda se realiz6 una prueba pareada en R-Studio de cada uno de los
tratamientos y por separado. En donde, el promedio de antes “materia prima” es mayor al

promedio después de “incorporar hongo T. asperellum en la materia prima”.
La Hipotesis es la siguiente:
= Ha: pl>p2

Luego de aplicar la prueba pareada y obtener el valor de P en cada materia prima se

plantearan las siguientes hipétesis.
p-value < 0.05 Ha se acepta
p-value > 0.05 Ha se rechaza

Al aplicar la prueba pareada se obtiene los siguientes datos (ver los ltems 5.3.1y 5.3.2), en
donde, se acepta la hipotesis alternativa y nos indica que el promedio antes “materia prima
sin tratar” es mayor que el promedio después de “incorporar el hongo”, por lo tanto, se
verifica lo antes mencionado, es decir, que, al incorporar el hongo, este produjo una
disminucion significativa en la materia prima (media antes); en los pardmetros de lignina y

fibra cruda.
+ Hipotesis para proteina

Para la variable proteina se realiz6 una prueba pareada en R-Studio de cada uno de los
tratamientos y por separado. En donde, el promedio antes “materia prima” es menor al

promedio después de “incorporar hongo T. asperellum en la materia prima”
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La Hipotesis es la siguiente:
= Ha: pl<u2

Luego de aplicar la prueba pareada y obtener el valor de P en cada materia prima se

plantearan las siguientes hipétesis.
p-value < 0.05 Ha se acepta
p-value > 0.05 Ha se rechaza

Al aplicar la prueba pareada se obtiene los siguientes datos (ver item 5.3.3), se acepta la
hipotesis alternativa, en donde indica que el promedio antes (materia prima sin tratar) es
menor que al promedio después (incorporacion del hongo), por lo tanto, se verifica que la
cantidad de proteina es menor en la materia prima sin tratar, es decir, que al momento de
incorporar el hongo (T. asperellum) en esta, este produce un incremento de proteina en los

tres tratamientos.

5.3.1 Resultados del pardmetro Fibra Cruda antes y después de la utilizacion de

T. asperellum con tamo de frejol, bagazo de cafia y cascarilla de cafe.

Los datos obtenidos en la tabla 8, representan el valor de P del promedio después del
parametro fibra cruda. Se realizé una Prueba pareada (antes y después) para cada uno de los
tratamientos por separado. En donde, la cascarilla de café present6 una diferencia altamente
significativa (p < 0,0001), al igual que en el bagazo de cafia con un valor P de 0,002; es decir,
mediante estas dos comparaciones de antes y después, se logro visualizar que existié una

disminucidn de fibra cruda significativa.

En el tamo de frejol presentd diferencias significativas (p >0,05), con un valor de P de 0,04.
A través de estos resultados se alcanz6 observar que mediante el uso de T. asperellum se

puede disminuir la fibra cruda.
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Tabla 8.

Analisis de la prueba pareada del porcentaje de los promedios de la concentracion de

fibra cruda con el uso de T. asperellum

Promedio Prueba
Materia Prima (%) pareada Significancia
Antes Después (Valor P)
TF 64,93 62,27 0,04 *
CcC 95,96 82,09 8,47x107° falal
BC 61,72 51,75 0,002 **

e TF: Tamo de frejol; CC: Cascarilla de café; BC: Bagazo de cafia; MP: Materia prima

Fuente: La Autora

5.3.2 Resultados del parametro Lignina antes y después de la utilizacion de

T. asperellum con tamo de frejol, bagazo de cafia y cascarilla de café.

En la tabla 9, se detallan los datos obtenidos en la prueba pareada (antes y después) en R-

Studio, esto se lo realiz6 para cada uno de los tratamientos y por separado. En esta misma se

presenta el valor de P del promedio después del parametro de lignina.

En donde, la cascarilla de café presentd una diferencia altamente significativa (p < 0,05). En

el caso del tamo de frejol y del bagazo de cafia presentan diferencias significativas con

valores de P de 0,04 y 0,02. Segun los resultados de esta prueba de antes y después se logro

visualizar que hubo una disminucion de lignina significativa.

Tabla 9.

Analisis de la prueba pareada del porcentaje de los promedios de la concentracion de

lignina con el uso de T. asperellum

) Promedio Prueba
Materia o .
] (%) Pareada Significancia
Prima
Antes Después (Valor P)
TF 34,51 28,64 0,04 *
cC 51,36 38,98 0,002 *x
BC 34,05 29,72 0,02 *

* TF: Tamo de frejol; CC: Cascarilla de café; BC: Bagazo de cafia

Fuente: La Autora

58



5.3.3 Resultados del parametro Proteina antes y después de la utilizacion de
T. asperellum con tamo de frejol, bagazo de cafia y cascarilla de café.

Los datos obtenidos en la tabla 10, representan el valor de P del promedio de después del
parametro proteina. Se realizd una prueba pareada (antes y después) para cada uno de los

tratamientos por separado.

De acuerdo con esta prueba pareada y los resultados obtenidos se establece los niveles de
significancia que presentan cada uno de estos tratamientos. Para el bagazo de cafia y el tamo
de frejol mediante esta prueba presentan diferencias altamente significativas
(p < 0,05); es decir, indica que realmente el uso de T. asperellum provoca un incremento de
proteina microbiana al comparar el antes y el después, en cambia para la cascarilla de café

tuvo un valor de P de 0,02 presentando una diferencia significativa.

Tabla 10.
Analisis de la prueba pareada del porcentaje de los promedios de la concentracion de
proteina con el uso de T. asperellum

Promedio Prueba
Materia Prima (%) Pareada Significancia
Antes Después (\Valor P)
TF 4,35 5,13 0,007 *x
CcC 1,95 2,50 0,02 *
BC 0,92 1,69 0,0007 Fxx

* TF: Tamo de frejol; CC: Cascarilla de café; BC: Bagazo de cafia

Fuente: La Autora

5.4 Anadlisis del porcentaje de fibra cruda en los tres tratamientos con T. asperellum
Para la variable fibra cruda se determiné la existencia de normalidad (p-value = 0,23) y la
homogeneidad de varianzas (p-value = 0,53). Los resultados alcanzados con el andlisis de
varianza (tabla 11) demuestran que el porcentaje de fibra cruda mediante el uso de
T. asperellum en un tiempo de 21 dias presentdé una diferencia altamente significativa
(p >0,05), con un valor de P de 1,44x107%. Ademas, el coeficiente de variacion fue de 3,82%
lo que determina que existe una minima dispersidn de datos con respecto al analisis de fibra

cruda (%) con un promedio de 65,37%.
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Tabla 11

Analisis de varianza de la variable fibra cruda (%) de los tres tratamientos

FV GL SC cM F Pr (>F) Significancia
value
Total 11 1934
Tratamientos 2 1899 949,40 244,30 1,44x10°® e
Error exp. 9 34,94 3,90

CV: 3,02%; X: 65,37%

*Presenta diferencias significativas, ** Diferencias altamente significativas, *** Diferencias

altamente significativas; CV: Coeficiente de variacion; X: promedio media.
Fuente: La Autora

Segun la figura 25, la prueba Tukey al 5% para la variable fibra cruda entre los tres rangos
de significancia (tamo de frejol, cascarilla de café y bagazo de cafia). En donde, la mejor en
porcentaje de fibra cruda fue la cascarilla de café, el cual tiene el primer rango de
significancia con un valor de 82,09%, mientras que el peor tratamiento fue el bagazo de cafia

por ser parte de este, comparte el tercer rango de significancia con 51,75%.
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Fibra Cruda (%)

36,00
24,00
12,00

0,00

Tamo de frejol Cascarilla de café Bagazo de cafia
Tratamientos 62,27 82,09 51,75

Figura 25. Prueba Tukey al 5% para los tres tratamientos de la variable Fibra cruda
Fuente: La Autora
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Segun los autores, Valdifio, (2004) y Julian, (2008) dan a conocer una disminucion de hasta
3,00% y 5,00%. Recapitulando lo mencionado anteriormente y relacionado con los
resultados obtenidos por el presente estudio se logra comprobar el uso de T. asperellum es
efectivo en la disminucion de fibra cruda segun los analisis estadisticos. ES necesario
recalcar que en varias investigaciones usaron otras especies de microorganismos de
Trichoderma sp., y este pudo ser un factor negativo para este experimento ya que no se

encuentra suficientes datos en cuanto a fibra cruda.

Es necesario aclarar que se tuvo un buen manejo de los factores ambientales como: humedad,
temperatura ya que de esta manera no alter6 el desarrollo del hongo. Segun Pedraza et al.,
(como se cit6 en Julian, 2008) usaron algunos aditivos y derivados de la cafia de azUcar, para

facilitar su degradacion y lograr disminuir de forma significativa.

5.5  Analisis del porcentaje de lignina en los tres tratamientos con T. asperellum
Para la variable lignina se determind la existencia de normalidad (p-value = 0,53) y la
homogeneidad de varianzas (p-value = 0,60). Los resultados alcanzados con el analisis de
varianza (tabla 12) demuestran el porcentaje de lignina mediante el uso de T. asperellum
durante 21 dias, present6 una diferencia altamente significativa (p > 0,05); con un valor de
P de 0,004. Ademas, el coeficiente de variacion fue de 10,75% lo que determina que los
datos son homogéneos y poco dispersos con respecto al analisis de lignina (%) con un
promedio de 32,45%.

Tabla 12
Andlisis de varianza de la variable lignina (%) de los tres tratamientos
FV GL SC CM F Pr (>F) Significancia
value
Total 11 368,10
Tratamientos 2 258,60 129,27 10,62 0,004 **
Error exp. 9 109,50 12,17

CV: 10,75%; X: 32,45%

*Presenta diferencias significativas, ** Diferencias altamente significativas, *** Diferencias altamente CV:

Coeficiente de variacion; X: promedio. Fuente: La Autora
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En la figura 26, se muestra la prueba Tukey al 5% en los tres tratamientos: Tamo de frejol,
Cascarilla de Café y Bagazo de cafia. Para la variable lignina segin esta prueba, el
tratamiento de la cascarilla de café fue el mejor rango que presentd, con un valor de 38,98%
totalmente diferente de los demas, mientras que, los tratamientos Tamo de frejol y bagazo
de cafia compartieron el Gltimo rango con valores de 28,64% y 29,71% respectivamente,

demostrando que son similares entre si.
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Tamo de frejol Bagazo de cafa

Figura 26. Prueba Tukey al 5% para los tres tratamientos de la variable lignina

Fuente: La Autora.

En la figura 26, se identifica que no existié una disminucién de lignina en el Tamo de frejol
y bagazo de cafia, pero en la cascarilla de café ocurrio lo contrario obteniendo una
disminucién de significativa con el uso de T. asperellum aplicando una misma dosis. Sin
embargo, en la ejecucion del analisis estadistico, tuvo diferencias altamente significativas,

siendo la cascarilla la que produjo mayor disminucién de lignina.

En la investigacion realizada por Valdés, (2008), y Valifio, (2004), afirman que al utilizar la
especie Trichoderma sp. en proceso de fermentacion en estado s6lido con bagazo de cafia,
logran la disminucion de lignina de un 2,00%. Segun los resultados obtenidos en esta
investigacion se obtuvo un parecido similar a lo reportado por los dos autores.

Es importante aclarar que segun Steffen y Olvera, (como se citd en Huanaco, 2008),

menciona que para tener una degradacion significativa de lignina se debe de contar con una
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buena aireacion, presencia de oxigeno y tener una dosis adecuada de glucosa, ya que este es
un polimero y es dificil de romper, y se ha descubierto que los microorganismos que tienen
sistemas ligninoliticos demuestran la capacidad de degradar la lignina. Segun los resultados
arrojados por la cascarilla de café son similares debido a su tamafio de particula de 5cm,

permitiéndole una buena aireacion.

Ademas, se menciona otro factor que pude influir en la disminucion de lignina, segun los
autores Huanaco (2008) y Lin (1980), revelan que la lignina presenta un color café, esto se
debe a los grupos cromoforos unidos a la molécula de la lignina para que se reduzca este
color es necesario la presencia de oxigeno y perdxido de hidrogeno, el proceso oxidativo
causa ruptura en los enlaces insaturados carbono-carbono de las cadenas propanoides de la
lignina destruyendo algunos grupos cromaéforos. Se concluye que, se bebe contar con buena
aireacion, presencia de oxigeno y con tener una dosis adecuada de glucosa se obtendra una
exitosa degradacion de la lignina al cabo de 7 dias, esto ocurre segln varios investigadores
cuando las enzimas son expresadas durante la fase secundaria de crecimiento (idiofase)
cuando la limitacion de carbono, nitrogeno y sulfuro. Estos hongos tiene la inhabilidad de
utilizar el carbono inorgénico, ademas, la glucosa es uno de los compuestos mas simples,
estos hongos degradan la lignina a dioxido de carbono pero en presencia de otra fuente de
carbono como la celulosa, celobiosa o glucosa (Arias y Pifieros, 2008). Es por ello que en el

caso del bagazo de cafia y tamo de frejol no ocasion6 una disminucién significativa.
5.6 Analisis del porcentaje de proteina en los tres tratamientos con T. asperellum

Para la variable proteina se determiné la existencia de normalidad (p-value = 0,98) y la
homogeneidad de varianzas (p-value = 0,36). Con el analisis de varianza (tabla 13) se logro
determinar una diferencia altamente significativa (p > 0,05); para la variable proteina con un
valor P de 4,73 x107® esto se dio a través de T. asperellum durante un periodo de 21 dias.
Ademas, el coeficiente de variacion fue de 8,49% lo que determina que existe una dispersion
considerable de los datos con respecto al anélisis de Proteina (%) con un promedio de 3,10%.
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Tabla 13

Analisis de varianza de proteina cruda (%) de los tres tratamientos

FV GL SC CM Fvalue Pr (>F) Significancia
Total 11 26,51
Tratamientos 2 2588 12,94 186,50 4,73x10°® o
Error exp. 9 0,62 0,07

CV: 8,49 %; X: 3,10%

*Presenta diferencias significativas, ** Diferencias altamente significativas, *** Diferencias altamente

significativas. CV: Coeficiente de variacion; X: promedio.

Fuente: La Autora.

En la figura 27, se presenta la prueba Tukey al 5% para la variable proteina entre los tres
tratamientos; Tamo de frejol, Cascarilla de Café y Bagazo de cafia. EI mejor porcentaje de
proteina cruda fue el tratamiento del Tamo de frejol con un valor de 5,13% totalmente
diferente del resto, mientras que el tratamiento de bagazo de cafa fue el peor rango con un
valor de 1,69%.
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Figura 27. Prueba Tukey al 5% para los tres tratamientos de la variable proteina.
Fuente: La Autora
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Debido a los resultados antes mencionados se concluye que fue el bagazo de cafia que tuvo
un aumento de proteina altamente significativa con un valor de 0,92% a 1,69% aumentando
un 84%, pero al momento de realizar una comparacion entre los tres tratamientos en la
prueba Tukey nos muestra que el tamo de frejol tiene mayor contenido de proteina con un
valor de 5,13%, después de ser enriquecidos con el hongo T. asperellum ya que este, por
naturaleza tiene en su tejido mas proteina con un valor de 4,35% que el bagazo aumentando
un 18%, seguido de la cascarilla y bagazo de cafia.

Los resultados obtenidos son similares a las investigaciones de Rugayyah (2004), Castillo y
Ruiz (2013), Alvarez (2010) entre otras, seglin estos autores se puede atribuir que existio

una mayor poblacion microbiano, los cuales estimularon el crecimiento del hongo.

Ademas, en el caso de la cascarilla de café un tuvo un incremento del 28,00% y en el tamo
de frejol un 18,00%, demostrando que T. asperellum posee un menor crecimiento en estos
tratamientos, como se muestra en el analisis realizado en la prueba pareada. Los resultados
se compararon con algunas investigaciones de Valdifio (2014), Bustamante (2008) y Hsu et
al. (2013). En base a estos estudios realizados en esta investigacién y por otros autores se

puede discutir que el aumento de proteina microbiana es exitoso.

De este modo, como se ha mencionado antes y se ha relacionado con varios estudios
vinculados en el incremento de proteina con el género Trichoderma sp., se determina que el
microrganismo usado en esta investigacion se denomina de caracter positivo para el
incremento de proteina microbiana con un total de 84,00% en el tratamiento de bagazo de
cafia, en la cascarilla con un 28,00% y en el tamo de frejol con un 18,00%, considerando que
se debe a la dosis de nutrientes puesta en cada uno de estos, como una fuente de nitrégeno,
bajo condiciones apropiadas de pH, humedad, aireacion y temperatura, debido a estos

factores importantes el microrganismo (T. asperellum.) puedo desarrollarse.

5.7 Sustratos enriquecidos con T. asperellum durante 21 dias

+ Tamo de frejol

El desarrollo del hongo T. asperellum en el tamo de frejol se fue observando a partir del
octavo dia, primero se observo unos pequefios puntos blanquecinos, no se presentaron en
grandes cantidades en los primeros dias a partir del dia 11 se fue visualizando una mayor

cantidad de estos. EI tamo de frejol (tratamiento 1), en las repeticiones (R1, R2 Y R4) se
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logré observar un gran progreso, pero en la repeticién (R3) no se notd el mismo. También
se contd con una buena hidratacion para mantener la humedad requerida por el hongo, la
apta para que exista un buen desarrollo es de 70,00% y un pH de 6,00 a 6,50; el tamo de
frejol presenta un pH de 6,80, es decir, que cuenta con una caracteristica favorable para su
desarrollo.

+ Cascarilla de café

La principal desventaja que tiene este sustrato es su pH de 5,09; ya que no es una buena
caracteristica para el crecimiento de T. asperellum, a causa de esto su aumento fue lento. A
partir del dia 8 se pudo mirar el desarrollo de este hongo, por otro lado, este no fue muy
notorio como en el tamo de frejol, es decir, presentd un diminuto crecimiento y su mayor
incremento se observé en el dia 18. La cascarilla de café (tratamiento 2), en las repeticiones
(R2, R3y R4) se logrd observar un gran progreso, pero en la repeticion (R1) no se noté un
buen avance. Respecto a la hidratacion, en la cascarilla de café se tuvo que hacerla de manera
constante, es decir, se lo hizo diariamente, debido a que tendia a resecarse muy facilmente.
Por esta razon fue muy dificil mantener la humedad requerida por el hongo.

+ Bagazo de cafia

Su principal ventaja es su pH de 6,50; debi6 a esta caracteristica presente el hongo puedo
crecer. Su desarrollo se visualizo a partir del dia 10, por otra parte, no fue tan visible su
crecimiento. A partir del dia 15 al 18 su aumento fue demasiado notorio, presentando varios
puntos blancos en forma de hilos. El bagazo de cafia (tratamiento 3), en las repeticiones (R1,
R2, R3 y R4) se logré mirar un gran progreso de aumento del hongo. Respecto a la
hidratacién, el bagazo de cafia fue un buen sustrato ya que mantenia la humedad requerida y
no necesitaba de ser hidratado frecuentemente, es decir, se lo hizo cada 2 a 3 dias y por ende

no se manipulo muy seguido evitando posibles contaminaciones.

5.8 Determinacion de la morfologia de T. asperellum en el aéreo microscopio Motic

B1-220 con camara.

Con la ayuda del aéreo microscopio con cdmara se logra observar la estructura o forma que
presenta el hongo T. asperellum en los tres sustratos (materia prima). Las cepas de este
género presentaron colonias con aspecto polvoriento, forma anular, color blanco y con

adherencia a los sustratos. Visto con los lentes 16x/11 10/20 se logra observar conidios en
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forma de racimos y hay presencia de fialides son cortas y nacen en angulos delgados de las
hifas que Ilevan racimos dipticos a las conidias (Fig. 28, 29,30).

TAMO DE FREJOL (T1d1R2)

Figura 28. Morfologia de T. asperellum con camara en tamo de frejol. T1d1R2, tratamiento 1, dosis 1,

repeticion 2.

Fuente: La Autora

CASCARILLA DE CAFE (T2d1R1)

Figura 29. Morfologia de T. asperellum con cdmara en cascarilla de café. T2d1R1, tratamiento 2, dosis 1,
repeticion 1.

Fuente: La Autora

BAGAZO DE CANA (T3d1R1

3

Figura 30. Morfologia de T. asperellum con camara del Bagazo de cafia. T3d1R1, tratamiento 3, dosis 1,

repeticion 1. Fuente: La Autora
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5.9 Otras variables evaluadas

4+ Curva de crecimiento del hongo T. asperellum

El bagazo de cafia tuvo un conteo de 349,55x10® esporas ml™!, por lo tanto, refleja una

excelente adaptacion y reproduccion. EI que menor crecimiento que tuvo fue en el tamo de
frejol con un conteo de 85,87x108 esporas ml™'. Mientras que en la cascarilla de café tuvo
239,57 x108 esporas ml ™.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la figura 31, el hongo T. asperellum se desarrollo
mejor a partir del dia 15, pero a partir del dia 18 se observo que en el bagazo de cafa
disminuyo su poblacién microbiana y luego se mantuvo en latencia ya que no se tiene mas
datos, mientras que el tamo de frejol se encontro en latencia. La cascarilla de café se observa
que existio un crecimiento hasta el dia de la evaluacion, pero no se pudo verificar en que dia

entra en latencia.
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Figura 31. Curva de crecimiento: T. asperellum.

Fuente: La Autora.
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+ Monitoreo de la temperatura

En esta investigacion se realizd en un invernadero hidroponico y se monitorio la temperatura
y humedad con la ayuda de un datalogger HOBO Pro v2 durante 21 dias. EI hongo T.
asperellum se desarroll6 a una temperatura promedio de 19,92°C siendo su temperatura
méaxima de 33,13°C y su minima de 10,73°C; mientras que en la humedad relativa tuvo un

promedio de 62,53% y su maxima fue de 90,51% y su minimo de 31,70%.

Segun Negra (2018), menciona una temperatura 6ptima de 25 a 28°C, llegando a alcanzar
una maxima de 35°C, siendo esta la mejor para el desarrollo del hongo T. asperellum. En
nuestra investigacion se traté de mantener esta temperatura para el desarrollo del mismo.
Siendo asi que este hongo tiene una capacidad de tolerar un amplio rango de temperaturas
lo que favorecio en esta investigacion. Se tuvo una variacion de temperaturas (ver figura 32).
Los tratamientos (tamo de frejol, cascarilla de café y bagazo de cafia) tuvieron un efecto

positivo en el crecimiento del hongo, lo cual coincide con la investigacion de Negrea.
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Figura 32. Variaciones de Temperatura vs humedad en el invernadero hidroponico; T. asperellum.

Fuente: La Autora
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5.10 Socializacion

Esta socializacion se realizo el 8 de agosto del 2019, en el laboratorio de Biotecnologia de
la Pontificia Universidad cat6lica del Ecuador Sede-Ibarra (PUCESI) con la participacion de
9 personas, se invitaron a docentes y estudiantes de la carrera de Ciencias Ambientales y
Ecodesarrollo, con la finalidad de socializar el trabajo de investigacion “T. asperellum en el

enriquecimiento proteico de residuos lignocelulésicos”.

Primeramente, se dio a conocer el problema ambiental que enfrenta el medio ambiente,
debido a que las agroindustrias no llevan un manejo adecuado de estos residuos
lignoceluldsicos llevando a un complicacidn grave hacia la naturaleza, también se menciono
la metodologia empleada en la investigacion, como se llevé a cabo la caracterizacion de esto
residuos, tratamiento y analisis que se realiz6 para determinar el incremento de la proteina
que se dio en los sustratos, posteriormente se presentd los resultados de la investigacion.
Seguidamente se presento las respectivas conclusiones y recomendaciones, y se culming el

proceso de socializacion con el panel de preguntas por parte del auditorio.

Ademas, este proyecto de investigacion tuvo una gran acogida por el publico presente, lo
que se evidencio en la tabulacion de las encuestas realizadas, siendo estos mismos muy
relevantes, se tuvo un 89,00% de los encuestados que consideran que el tema de
investigacion posee relevancia para algun otro actor, un 89,00% valora que la investigacion
posee perspectivas para estudios complementarios posteriores, un 100,00% cree que esta
misma, genera actualmente o a futuro un gran beneficio concreto para alguna organizacion,
empresa publica o privada, comunidad o institucion y en funcién de los objetivos propuestos
en la investigacién de conformidad a un nivel alto, los asistentes respondieron que se
cumplié en un 78,00% (ver anexo 14).
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Figura 33. Socializacidn.

Fuente: La Autora
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES.

Después de haber finalizado la fase experimental del proyecto y obtenidos los resultados

antes mencionados se ha llegado a las siguientes conclusiones:

e Al culminar el experimento, se acepta la hipotesis de la investigacion. EI mejor
tratamiento fue el bagazo de cafia que logra incrementar un 84% en una

concentracion de proteina bruta de después de usar el hongo T. asperellum.

e La caracterizacion fisico-quimica se realizd con la finalidad de evidenciar el
contenido bromatologico antes y después de la investigacion, para determinar las

condiciones que podrian favorecer el desarrollo del hongo T. asperellum.

e Al comparar las concentraciones de lignina en los residuos lignocelulésicos, antes y
después de la investigacion, se determina que el hongo T. asperellum es lignivoro
puesto que la disminucidn es significativa. Este hongo tambiés es capaz de degradar
fibra.

e La adaptabilidad de este hongo frente a uno u otro residuo no solo esta determinada
por las caracteristicas bromatoldgicas, sino también por la ambientales: luz, humedad

y temperatura.

e EIl pH recomendado (dato bibliografico), para favorecer el crecimiento microbiano
oscila entre 5,50 y 6,50. Esto coincide con los tratamientos tamo de frejol (6,08), y
bagazo de cafa (6,50), no asi con el de la cascariila de café (5.09), sin embaro, en esta
ultima también se puedo evidenciar un desarrollo considerable del hongo, por lo que

el rango del pH es mucho mayor al descrito como 6ptimo.
e La temperatura media a la que se desarrollo de T. asperellum fue de 19,92°C, con

variaciones méaximas y minimas entre 33,13 y 10,73°C. La humedad relativa media

fue de 62,53% con una maxima de 90,51% y su minima de 31,70%.
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En las curvas de crecimiento de T. asperellum, se evidencia que en el bagazo de cafia
fue el que mejor crecimiento tuvo a partir del dia 15, pero a partir del dia 18 se observo
que disminuyo su poblacién microbiana y luego se mantuvo en latencia ya que no se
tiene mas datos, mientras que el tamo de frejol se encontrd en latencia. La cascarilla
de café se observa que existio un crecimiento hasta el dia de la evaluacion, pero no se

pudo verificar en que dia entra en latencia.

La socializacion se la realizé con el fin de dar a conocer los resultados obtenidos en
este trabajo e incentivar a los asitentes a realizar mas investigaciones sobre este tema,
ya que es el momento de dar valor agregado a desechos agroindustriales y obtener un

nuevo uso con beneficios econdémicos.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES.

Con base a lo experimentado se sugiere lo siguiente:

Para lograr un buen crecimiento microbiano de T. asperellum es necesario
mantenerlo en un ambiente cerrado, controlar la luz, humedad y temperatura,
para conseguir una mayor poblaciony por ende, lograr unincremento de proteina.
Realizar una evaluacion de crecimiento de T. asperellum por mas de 21 dias en
la cascarilla de café, para verificar en que momento este entra en latencia y

evidenciar cuanto contenido de proteina incrementa en esos dias.

Colocar suplementos vitaminicos o reactivos limitantes como carbono,
nitroégeno, azufre, hierro y otros minerales, ya que estos son indispensables para
la produccion enzimatica y crecimiento de los hongos. Como fuente de carbono
se pueden usar algunos carbohidratos: glucosa, fructosa y almidon; Como aporte
nutricional de nitrégeno se usan compuestos como el cloruro de amonio, peptona

y extracto de malta (Rojas y Hormaza, 2014).

Evaluar la proteina en periodos de crecimiento del T. asperellum cada 7, 14y 21
dias para determinar en qué periodo existe un mayor incremento de proteina, por

otro lado, establecer en que tiempo se puede cosechar.

Realizar mas estudios para evaluar si este producto enriquecido en proteinas sirve
para alimentacion en animales de rapido crecimiento y asi, probar si el proceso

de fermentacion en estado solido es efectivo.

Realizar méas estudios para evaluar si este producto enriquecido en proteinas sirve
para alimentacion en animales de rapido crecimiento y asi, probar si el proceso

de fermentacion en estado sélido es efectivo.
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ANEXOS
Anexo 1. Abreviaturas

Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra
Ingenio Azucarero del Norte, Compafiia de Economia Mixta
Andlisis de Varianza

AOAC Internacional (Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales); o, La asociacién de las comunidades Analiticas
Norma estandar para Lignina Insoluble en acido para madera
y pulpas

Normas Mexicanas

Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion S.C.
Disefio experimental completamente al azar

Fermentacion en estado solido

Fibra detergente neutra

Fibra detergente acida

Fibra dietética

Relacion entre carbono y nitrégeno

Tamo de Frejol

Cascarilla de café

Bagazo de cafia

Agar papa dextrosa

Centigrados

Calorias

Centimetros

Kilogramos

Grados de Libertad

Mililitros

Gramos

Unidades formadas de colonias

Materia seca
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PB Proteina bruta

SCE Suma de cuadrados del error

SCT Suma de cuadrados Total

SCTr Suma de cuadrados de tratamientos
Hum Humedad

Cen Cenizas

MP Materia Prima

Anexo 2. Sustratos enriquecidos con T. asperellum a los 21 dias

TAMO DE FREJOL

T1d1R2

) Q ’ K ;/ . \\‘ NN P .’\'/‘ . ” :
Figura 34. Tamo de Frejol enriquecido. T1d1R1, Tratamiento 1, dosis 1(misma dosis), repeticion (1, 2, 3y 4)

v "
Fuente: La Autora
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CASCARILLA DE CAFE
T2d1R1 T2d1R2

Figura 35. Cascarilla de café enriquecida. T2d1R1, Tratamiento 2, dosis 1(misma dosis), repeticion (1, 2, 3y
4)
Fuente: La Autora

BAGAZO DE CANA
T3d1R1 T3d1R2




T3d1R3 T3d1R4

Figura 36. Bagazo de azUcar enriquecido. T3d1R1, Tratamiento 3, dosis 1(misma dosis), repeticion (1, 2, 3y
4)

Fuente: La Autora

Anexos 3. Comparaciones de Lignina entre los tres sustratos con el hongo

T. asperellum.

Tabla 14

Tamo de frejol, comparacion de lignina (no tratado y tratado con el hongo)

TAMO DE FREJOL Antes Despues
(%) (%)
R1 34,51 32,21
R2 34,51 31,74
R3 34,51 28,09
R4 34,51 22,52
Media 34,51 28,64
Mediana 34,51 29,92
Desv. Estandar 0,00 4,48
Estandar Error 0,00 2,24

Fuente: La Autora
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Tabla 15

Cascarilla de café, comparacion de lignina (no tratado y tratado con el hongo)

CASCARILLA DE CAFE Antes Despucs
(%) (%)
R1 51,36 42,84
R2 51,36 40,27
R3 51,36 37,58
R4 51,36 35,23
Media 51,36 38,98
Mediana 51,36 38,93
Desv. Estandar 0,00 3,30
Estandar Error 0,00 1,65

Tabla 16

Bagazo de cafia, comparacion de lignina (no tratado y tratado con el hongo)

BAGAZO DE CANA Antes Despuies
(%) (%)
R1 34,05 32,77
R2 34,05 30,00
R3 34,05 29,00
R4 34,05 27,09
Media 34,05 29,72
Mediana 34,05 29,50
Desv. Estandar 0,00 2,37
Estandar Error 0,00 1,18

Fuente: La Autora
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Anexo 4. Porcentaje de Proteina, comparacién de los tres sustratos.

Tabla 17

Tamo de frejol, comparacion de proteina (no tratado y tratado con el hongo)

TAMO DE FREJOL Antes Despuies
(%) (%)
R1 4,35 5,46
R2 4,35 521
R3 4,35 4,73
R4 4,35 5,10
Media 4,35 513
Mediana 4,35 5,16
Desv. Estandar 0,00 0,30
Estandar Error 0,00 0,15

Fuente: La Autora

Tabla 18
Cascarilla de cafée, comparacion de Proteina (no tratado y tratado con el hongo)

CASCARILLA DE CAFE Antes Despues
(%) (%)
R1 1,95 2,60
R2 1,95 2,19
R3 1,95 2,30
R4 1,95 2,89
Media 1,95 2,50
Mediana 1,95 2,45
Desv. Estandar 0,00 0,32
Estandar Error 0,00 0,16

Fuente: La Autora



Tabla 19

Bagazo de cafia, comparacion de Proteina (no tratado y tratado con el hongo)

BAGAZO DE CANA Antes Despues
(%) (%)
R1 0,92 1,73
R2 0,92 1,54
R3 0,92 1,63
R4 0,92 1,84
Media 0,92 1,69
Mediana 0,92 1,68
Desv. Estandar 0,00 0,13
Estandar Error 0,00 0,06

Fuente: La Autora

Anexo 5. Porcentaje de Fibra Cruda, comparacion de los sustratos con

T. asperellum.

Tabla 20

Tamo de frejol, comparacion de Fibra Cruda (no tratado y tratado con el hongo)

TAMO DE FREJOL Antes Despues
(%) (%)
R1 64,93 64,21
R2 64,93 63,82
R3 64,93 61,11
R4 64,93 56,95
Media 64,93 62,27
Mediana 64,93 62,47
Desv. Estandar 0,00 2,07
Estandar Error 0,00 1,04

Fuente: La Autora



Tabla 21

Cascarilla de café, comparacion de Fibra Cruda (no tratado y tratado con el hongo)

CASCARILLA DE CAFE Antes Despucs
(%) (%)
R1 95,96 83,40
R2 95,96 82,29
R3 95,96 82,13
R4 95,96 80,53
Media 95,96 82,09
Mediana 95,96 82,29
Desv. Estandar 0,00 1,19
Estandar Error 0,00 0,59

Fuente: La Autora

Tabla 22

Bagazo de cafia, comparacion de Fibra Cruda (no tratado y tratado con el hongo)

BAGAZO DE CANA Antes Después
(%) (%)
R1 61,72 54,48
R2 61,72 53,13
R3 61,72 49,71
R4 61,72 49,66
Media 61,72 51,75
Mediana 61,72 51,42
Desv. Estandar 0,00 2,44
Estandar Error 0,00 1,22

Fuente: La Autora
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Anexo 6. Disminucidn de fibra cruda: comparacién de los tres sustratos

Tratados y no tratados con T. asperellum.

Tamo de Frejol Cascarilla de café
100.01

80.0
60.0

40.01

Fibra cruda (20)

()

o

o
1

o
o
1

Antes Después Antes Después

Bagazo de cafia

Antes Después

Fuente: La Autora
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Anexo 7. Disminucidn de lignina: comparacion de los tres sustratos

Tratados y no tratados con T. asperellum

Tamo de Frejol Cascarilla de café
42.0- 60.0-
35.0- 50.0-
S 2809 g 40.0
€ 2101 £ 3001
5 5
T 14.01 T 200
7.0 10.0-
0.0 0.0-
Antes Después Antes Después

Bagazo de cafa

35,0
30,0
S 2501
s 2001
S 1501
= 1001
5.0
00-

ni

Antes Después

Fuente: La Autora
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Proteina (%)

Anexo 8. Incremento de proteina microbiana: comparacion de los tres sustratos

Tratados y no tratados con T. asperellum.

Tamo de Frejol Bagazo de cafia

(o2}
)
= N
T i

Proteina (%)
[
<

Antes Después Antes Después

Cascarilla de café

(%)
T

Proteina
=
T

0.0-
Antes Después

Fuente: La Autora
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Anexo 9. Crecimiento de T. asperellum

Tabla 23
Crecimiento de T. asperellum
N° Tiempo Tamo de Frejol Cascarilla de Café  Bagazo de Cafia
x10® x10® x 10¢
1 6-jun-19 1,40 1,32 1,43
2 8-jun-19 0,11 0,01 0,06
3 10-jun-19 0,11 0,25 17,74
4 12-jun-19 1,77 11,78 21,14
5 14-jun-19 15,64 20,18 28,14
6 16-jun-19 15,34 19,52 28,64
7 19-jun-19 24,34 22,72 133,20
8 21-jun-19 27,16 163,80 119,20
TOTAL 85,87 239,57 349,55

Fuente: La Autora

Anexo 10. Invitacion a la Socializacion.

<

UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden la mas cordial Invitacion a la seciglizacion del frabajo de investigacion:
“Trichoderma asperellum en el ennquecimiento profeico de residuos lignocelulosicos”
cuyo autor es la sefiora Aracely Estefania Fozo Enniquez. de la camera de Ing. Ciencias Ambientales y Ecodesarollo.
Fecha: 8 de agosto del 2019
Lugar; Loboratorio de Biotecnologia de la PUCESI

Hora: 10HO0

RESUMEN

En la invesfigacidn se aprovechd fres residuos agroindustniales que a la ves son materiales lignocelulésicos que estan
compuestos por lignina, hemicelulosa y celulosa; estos matenales son Tamo de frejol, cascanlla de café y bagazo de
cafia. Estos mismo se los ufilizo para el enriquecimiento proteico por Fermentacion en estado sdlido por medio del hongo
filamentoso Trichoderma asperelumm. En donde se colocd 100g de este material con una misma dosis de concentracion
de hongo para cada tratamiento durante 21 dias y a los 21 se evalud |a proteina microbiana generada por el hongo.
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Anexo 11. Socializaciéon

Fuente: La Autora
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Anexo 12. Encuestas.

| ; Pontificia Universidad
Catolica det Ecuador
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Anexo 13. Lista de Asistencia

g%} Pontificia Universidad
~lll» Catolica del Ecuador

ESCUELA CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES
AREA DE VINCULACION CON LA COMUNIDAD

LISTA DE ASISTENCIA A SOCIALIZACION DE INVESTIGACION

NOMBRE DEL EXPOSITORES: Aracely Pozo, Esther Chalan
CARRERA: Ciencias Ambientales y Ecodesarrollo

FECHA: 08/08/2019
| NOMERODECEDULA | INSTITUCION A LA GUE _
G S : REPRESENTA
Gunfinge Mol Lor2659394 TVLES |
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Anexo 14. Analisis de la tabulacion de los resultados obtenidos en las encuestas.

6. ¢Considera Usted que el tema investigado posee relevancia
para algin actor y/o sector de la sociedad?

89,00%
< 90%
8
3 5%
c
< 60%
3
o 45%
‘T
% 30%
0’5_ 15% 11,00%
- 0,00% 0,00% 0,00%
0%
Muy alto Alto Medio Bajo Nulo

= Respuestas

7. ¢Considera Usted que esta investigacion posee
perspectivas para estudios complementarios posteriores?

96% 89,00%
80%
64%

48%

Porcentaje de la encuesta

32%
16% 11,00%
0,00% 0,00% 0,00%
- —
Muy alto Alto Medio Bajo Nulo

= Respuestas

8. ¢Considera Usted que el tema investigado
genera actualmente o a futuro un beneficio

concreto ?
120%
g 100,00%
< 100%
e
o 80%
s
L 60%
.CD
T 40%
c
D
S 20%
g 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
0%
Muy alto Alto Medio Bajo Nulo

M Respuestas
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9. ¢En funcidn de los objetivos planteados
expuestos en la investigacion, considera Usted que
éstos se cumplieron?

90%
80%
70%
60%
50%
40%

78%

Porcentaje de la encuesta

30% 22%
20%
0,
1o% 0% 0% 0%
0%
Muy alto Alto Medio Bajo Nulo
Respuestas

Anexo 15. Datos base del experimento.

Tabla 24
Datos base del experimento/ Andlisis Fisico-Quimico de la materia prima.

Pardmetro Unidades Tqmo de Cascgrilla de Bagazo de
frejol (TF) café (CC) Canfa (BC)
pH Unidades de pH 6,80 5,09 6,50
Humedad % 8,83 9,49 9,62
Energia cal.g™ 3920,72 4340,57 4034,37
Cenizas % 0,03 0,38 2,93
Materia seca % 91,17 90,51 90,38
Fibra cruda % 64,93 95,96 61,72
Lignina % 34,51 51,36 34,05

Proteina % 4,35 1,95 0,92




