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RESUMEN

ABSTRACT

Trichoderma harzianum Rifai cepa A34 se usa ampliamente en Cuba
por los productores como hongo antagonista contra diferentes
fitopatdgenos fungicos. Para lograr una vida en estante mas prolonga-
da se desarrollan formulaciones del hongo, para lo que es necesario
realizar la separaciéon y concentracion de las esporas que se van a
formular, y durante estos procesos el grado de pureza del polvo ex-
traido puede ser muy variable, pero debe cumplir con las exigencias
del formulado. En este trabajo se describe la colecta de esporas de
la cepa A34 obtenidas sobre arroz y en mezcla con cdscara de
arroz, por los métodos de separacion por lecho fluidizado y ciclon
dual, y de separacion por tamizaje vibratorio. Con el primer método
en 20 min se colecto el 2,2% de las esporas y un concentrado final de
3,6 x 10" esporas - g~'. Con el tamizaje vibratorio se obtuvo el 29,7%
de las esporas colectadas con un solo tamiz de 209 um a una con-
centracion de 4,5 x 10" esporas - g'. Con los dos métodos la viabili-
dad de las esporas y el nivel de contaminacion estuvieron dentro del
rango de calidad permisible, asi como el tamafio de particula que se
requiere para la aplicacion de bioproductos fungicos para la agricul-
tura.

Palabras claves: Trichoderma harzianum, separacion, esporas, con-
trol biolégico

Trichoderma harzianum strain A34 is widely used by producers in
Cuba as an antagonist fungus against different fungal plant pathogens.
At present, research on Trichoderma formulations, to achieve a longer
shelf life is on-going in Cuba. One aspect is to develop efficient
methodologies for extracting and harvesting spores from the production
substrate, which may produce a degree of purity very variable for the
spore powder but must comply with technical formulation
requirements. This paper describes the harvesting of the native strain
spores, grown on rice and rice husk mixes, using the method of
separation by a fluid-bed and dual cyclone, and separation by electric
vibratory sieving. With the former method, after 20 minutes of
harvesting, only 2.2% of the total spores were recovered, due in part to
clogging of filters with rice husk. The spore extract had a 3.6 x 10"
spores - g final concentration. In contrast, a final yield of 29.7%
spore extraction with a concentration of 4.50 x 10" spores - g! was
achieved with the vibratory sieving method with 209 um single sieve.
For every test carried out, both the spore viability and the
contamination level of the final spore powder were in the quality range
allowed for fungal bioproducts to be used in agriculture.
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INTRODUCCION

Trichoderma harzianum Rifai cepa A34 se usa amplia-
mente en Cuba como antagonista fingico de hongos
fitopatégenos tales como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii y especies de Pythium y Phytophthora en diver-
sos cultivos como tomate, col, tabaco y pimiento. Su
eficacia esta demostrada tanto in vitro como en condi-
ciones de campo [Sandoval y Lépez, 2001]. Actualmen-
te la investigacién en Cuba del uso del hongo como
bioplaguicida esta enfocada en obtener formulaciones
viables con al menos 18 meses de vida en estante y su
compatibilidad con las técnicas de aplicacion conven-
cionales.

El tipo y calidad de las esporas varian segin el medio
sobre el que se obtengan. Las obtenidas de sustratos
solidos son las mas exitosas debido a la tolerancia ma-
yor frente a estreses abioticos medioambientales
[Bateman, 2006].

Los pasos de cosecha y poscosecha previos al empaca-
do del bioplaguicida tienen como finalidad obtener un
polvo puro de esporas apropiado para la formulacién
[Jenkins y Grzywacz, 2003]. Convencionalmente esto
se ha logrado con cernidores manuales, lo que permite
obtener un polvo con determinado tamafio de particu-
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la segin el tamafio del poro de la malla. Este método es
muy laborioso y consume mucho tiempo, ademas de
formar muchos aerosoles de esporas con riesgo respira-
torio para el personal expuesto, y no garantiza unifor-
midad de particulas fisicas con muchas de ellas de va-
riado tamafio obtenidas en el polvo [Sangyang et al.,

2000].

Actualmente se utilizan otras alternativas para sepa-
racion de esporas por la tecnologia de lecho fluidizado y
ciclon a partir de sustratos sélidos como arroz, trigo y
otros cereales. La tecnologia puede escalarse a nivel in-
dustrial para separar esporas de Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana de sustrato de granos de cereales
de forma segura y eficiente [Bateman, 2006]; sin em-
bargo, de acuerdo con la experiencia de los autores, es-
tudios de laboratorio no resultaron en una eficiente
separacion de esporas de Trichoderma. El objetivo de
este trabajo fue comparar la separacion y colecta de
esporas de Trichoderma harzianum cepa A34 por lecho
fluidizado y ciclon con la separacién y colecta por
tamizaje vibratorio, en equipos que tuvieran versiones
industriales para el escalado productivo.

MATERIALES Y METODOS

Una suspensién de esporas de Trichoderma harzianum
Rifai cepa A34 nativa fue inoculada en frascos Roux con
agar papa dextrosa (PDA), e incubado el cultivo hasta
su total esporulacion por aproximadamente 72 h.

Las esporas se desarrollaron en contenedores metali-
cos (cajas metalicas con tapa) con 500 g de un sustrato
compuesto por arroz partido y cascara de arroz, segin
metodologia de Fernandez-Larrea et al. (2006). La hu-
medad relativa final (Hr) del producto obtenido estu-
vo entre el 10-12% determinada en balanza analitica
con aditamento analizador de humedad. En bolsas plas-
ticas dobles de polietileno de alta densidad se vertieron
500 g del biopreparado secado, se sellaron y se refrige-
raron a 4°C por no mas de dos semanas hasta su uso.
Se realizaron controles de calidad microbiolégicos para
asegurar la calidad 6ptima del biopreparado antes de
la separacion. Los ensayos realizados y sus valores
aceptables fueron concentracién de esporas minima de
1x10%esporas g, su viabilidad mayor del 90% y el nivel
de contaminacién menor o igual a 10° UFC « g, segin
métodos descritos por Meynell y Meynell (1965) citado
por Burges y Hussey (1982) y El6segui et al. (2005).

Se ensayaron dos métodos de extraccién. El primero
fue el de lecho fluidizado y ciclén dual, en un equipo de
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laboratorio cosechador de esporas semiautomatico, y
el segundo por tamizaje vibratorio en un tamizador eléc-
trico. Ambas maquinas fueron limpiadas y desinfecta-
das antes de su uso. Cada muestra a ser procesada con-
sisti6 en 500 g de biopreparado de Trichoderma
contenidos en bolsas previamente refrigeradas, con un
tiempo de operacion total de 20 min. Inmediatamente,
antes de procesarse cada bolsa, el contenido se ho-
mogenizé y la concentracion de esporas fue determi-
nada.

Solamente un experimento se llevé a cabo para la sepa-
racién de esporas por lecho fluidizado y ciclén a partir
de que experimentos preliminares no tuvieron éxito en
la separacion de esporas en un solo paso, a diferencia
de lo obtenido por Bateman (2006), debido a la obs-
truccién del filtro removible por la cascara de arroz.
Por ello se realiz6 una separacién en dos pasos de for-
ma que se pudieran colectar mas esporas del sustrato
esporulado.

En el paso 1 el equipo sin el filtro de la camara de lecho
fluidizado se operé por 10 min con 250 g del biopreparado
de la bolsa de 500 g; a continuacién se descarté su resi-
duo de la camara de lecho fluidizado y se operé otros 10
min con los restantes 250 g de la bolsa; posteriormente
se descarté igualmente su residuo de la camara de le-
cho fluidizado. En el paso 2 se colocé en el equipo el
filtro de la camara de lecho fluidizado y se vertieron los
residuos de la ciAmara intermedia en la cAmara se-
paradora, con unos segundos de fluidizacion; luego se
extrajo la bandeja colectora de esporas y con una fina
brocha se quité el polvo de esporas adherido a las pare-
des internas del ciclén y al borde externo del cono in-
terno largo, que se adicioné al polvo de esporas colecta-
do en la bandeja colectora. En este experimento los
residuos consistieron en todo material procesado y ge-
nerado, excepto el polvo de esporas colectado en la ban-
deja colectora.

Para la separacion de esporas por tamizaje vibratorio se
ensayaron dos variantes. La primera consistié en la se-
paracién con dos tamices (un tamiz superior de 209 mm
de tamano de poro y un tamiz inferior con tamano de
poro de 35 mm), tal y como el tamiz era suministrado
por el fabricante. En la segunda variante se retiré el
tamiz inferior para determinar si se obtenian mejores
rendimientos de polvo de esporas, sin tomar en cuenta
la contaminacion fisica en esta etapa de investigacion.
Los residuos consistieron en todo el material retenido
en la parte superior del tamiz superior e inferior, o en el
tamiz superior respectivamente.
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Para el polvo de esporas obtenido y los residuos gene-
rados —producto de los métodos de separacion y colec-
ta de esporas ensayados— se determiné la viabilidad,
concentracion de esporas y nivel de contaminacion se-
gin métodos descritos por Elésegui et al. (2005). Para
el caso de las pruebas de calidad para el polvo de espo-
ras se pesaron 0,1 g en lugar de 1 g en balanza analitica
(e = 0,001 g) y se procedié con los mismos métodos
descritos por Elésegui et al. (2005). Se calcularon las
unidades formadoras de colonias contaminantes por
gramo de polvo de esporas (UFCt) como sigue:

UFCt = UFCn-10""

donde UFCn corresponde al nimero de unidades
formadoras de colonia en placa en la dilucion decimal
ndmero n.

La eficiencia en la extraccion de esporas (E) de cada
prueba de separacion de esporas se expresé en porcen-
taje de esporas recuperadas, segtin el nimero total de

esporas contenidas en 500 g de biopreparado inicial
antes de la separacién, y el numero total de esporas
contenidas en el polvo de esporas. Cada prueba de se-
paracion se replicé tres veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados con los dos métodos ensayados mostraron
que la eficiencia de la separacién por lecho fluidizado y
ciclén dual fue muy baja, con solo el 2,2% del total de
esporas del biopreparado original recuperadas, aunque
resulté doce veces mas concentradas con respecto al
biopreparado de partida (Tabla I). Para el método de
tamizaje eléctrico una eficiencia baja fue obtenida cuando
se emplearon los dos tamices en el equipo; sin embargo, el
polvo de esporas colectados tuvo una gran pureza con una
concentracion treinta veces mayor que la concentracién
de partida (Tabla 2). En contraste, el 29,7% (E) de las
esporas totales se recuperaron cuando el tamiz inferior de
35 mm se retiro, y las esporas se concentraron diecisiete
veces con respecto al biopreparado original (Tabla 2).

Tabla 1. Separacion de esporas de T. harzianum por lecho fluidizado y ciclon dual

Muestra Masa media | Contaminacion Viabilidad Concentraciin de Esporas E
(N=3) (¢+SE) | (UFC-g1+SE)| (% + SE) (esporzzpf’;js sy | totades [ (%)
Biopreparado inicial 500 £ 2.8 <104 96,6 + 0,4 3,0x10°£ 0,3 1,5 x 1012
Residuos de arroz 439,02 £ 1,2 <10¢ 95,0 £ 0,6 1,1 x102£ 0,1 4,8 x 101!
Residuos de arroz 60,89 £ 1,1 <10* 95,0 £0,3 1,1x10°+ 0,5 6,7 x 1010
y cascara
Polvo de esporas 0,93 £0,02 <104 97,0 £ 0,4 3,6 x1010+0,3 3,3x1010 | 2,2
SE: Error esténdar ~ N: Ndmero de réplicas  E: Porcentaje de esporas recobradas
Tabla 2. Separacion de esporas de T. harzianum por tamizaje vibratorio
Mu(istra Masa media Contaminacion Viabilidad Concentracion de esporas Esporas totales E
(N=3) (gx SE) (UFC-g'+ SE) (% £ SE) (esporas < g1+ SE) (%)
Biopreparado inicial 500 + 3,15 <104 92,3+ 0,41 2,6 x 109+ 0,04 1,3 x 1012
Con dos tamices (209 pm y 35 pm)
Residuos 498 + 1,4 <10* 64,6 £ 1.32 1,4x10°+ 0,03 7,0 x 101
Polvo de esporas 0,016 £ 0,001 <104 91,3 £ 0,39 7,8 x1010+ 0,47 1,2x 109 <0,1
Con un tamiz (209 pm)
Residuos 490 £ 1,3 <10* 67,3 +1,03 1,1x10°+ 0,03 5,5 x 101
Polvo de esporas 8,58 + 0,06 < 10% 92,0 £ 0,54 4,5x 1010£ 0,05 3,9 x 101 29,7

SE: Error estindar ~ N: Ndmero de réplicas  E: Porcentaje de esporas recobradas
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En ambos métodos de separacién ensayados, los resi-
duos obtenidos tuvieron una concentracién de al me-
nos 1,1 x 10? esporas * g', al igual que niveles de conta-
minacion aceptables, excepto la viabilidad, que fue baja
(el 64,6 v 67,3%) para los residuos generados en los
experimentos por tamizaje vibratorio, lo que podria
deberse en parte a dano mecanico de las esporas. Los
residuos pueden comercializarse y usarse como
biopreparados de la forma tradicional, que consiste en
el uso directo del biopreparado.

Aunque la eficiencia en el recobrado del polvo de espo-
ras por tamizaje vibratorio (29,7%) no es buena com-
parada con las esporas que quedan en los residuos, es-
tas esporas tienen la ventaja que pueden almacenarse
por largos periodos con agentes desecantes como silica
gel, si se mantienen en refrigeracion, lo que ahorra es-
pacio de almacenaje. Esto es de gran relevancia como lo
explican Sangyang et al. (2000) para el polvo de esporas
de Metarhizium, que fue colectado y desecado consilica
gel a una Hr menor del 5%, y refrigerado a 5°C, que
mostré el 90% de viabilidad luego de tres afios en al-
macenaje. Contar ademas con polvo de esporas que
toleren tiempos prolongados de almlacenaje permiti-
ria disponer de ingrediente activo para estudios de for-
mulaciones sin necesidad de realizar producciones fre-
cuentes.

Existe poca informacién para uso publico de los méto-
dos para la separacién de esporas a partir de sustratos
s6lidos y su eficiencia para productos usados en el
biocontrol de plagas agricolas. La poca informacion dis-
ponible no es muy 1til debido a que no se brindan da-
tos criticos del proceso, muchas veces por constituir
secretos tecnolégicos de los procesos de produccion de

bioplaguicidas.

Es significativo el sistema implementado por el pro-
grama Lubilosa, liderado por CABI, Inglaterra, y ex-
plicado en detalle por Jenkins et al. (1998) y Cherry et
al. (1999) para producir masivamente por un sistema
bifasico una cepa de M. anisopliae var. acridum (M. acri-
dum), donde se usa la separaciéon de esporas del hongo
por lecho fluidizado y ciclon dual. En este sistema se
obtiene un biopreparado a una concentraciéon prome-
dio de 1,5 x 10? esporas - g™, que luego de ser procesado
para extraer las esporas se obtiene un polvo concentra-
do de esporas de 4-5 x 10" esporas * g'. Jenkins and
Grzywacz (2003) consideraron esta cantidad de espo-
ras en el polvo como deseable para producciones de es-
poras de hongos y utilizarlos como biocontrol. En este
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articulo el polvo de esporas obtenido por tamizaje vi-
bratorio con un solo tamiz tuvo una concentracién de
4,5 x 10" esporas * g similar a la obtenida por CABI
en Lubilosa para Metarhizium.

Por otra parte, Lomer y Langewald (1999) y Cherry et
al. (1999) informaron para el sistema de produccién de
Lubilosa un promedio de 31,5 g de polvo de esporas de
Metarhizium por cada kilogramo de biopreparado pro-
cesado con esporas desarrolladas sobre arroz, median-
te el uso del método de separacién de lecho fluidizado y
ciclon. Elosegui et al. (2004) obtuvieron una buena efi-
ciencia en la separacién y colecta de esporas (85%) para
biopreparados de Beauveria bassiana procesados por
lecho fluidizado y ciclén en un equipo separador a esca-
la de laboratorio.

Al menos uno de los puntos criticos de la baja eficien-
cia en el recobrado obtenido en este trabajo podria
ser la naturaleza pegajosa que presentan las esporas
de algunas especies de Trichoderma [Carmichael et al.,
1980], por lo que ello puede contribuir a dificultar la
separacion de las esporas del sustrato donde se for-
maron. El disminuir la Hr del biopreparado (en este
caso fue el 10-12%) podria contribuir a un despegue
mas facil de las esporas del sustrato, al igual que el
ensayar sustratos que sean mas faciles de procesar
con las tecnologias disponibles, para de esta forma
lograr mayor eficiencia en el recobrado de esporas del

biopreparado del hongo.

El nivel de contaminacién microbiolégica y el porcen-
taje de viabilidad de las esporas en el polvo obtenido
fueron aceptables, de acuerdo con lo recomendado por
las normas nacionales de control de calidad de
bioplaguicidas y los procedimientos normalizados in-
ternos del laboratorio de Bioplaguicidas del Inisav, asi
como de los estandares de paises lideres en control bio-

l6gico [NC 72-02,1993; Jenkins y Grzywacz, 2003].

El polvo de esporas obtenido por tamizaje vibratorio
con un solo tamiz mostré particulas fisicas con menor
uniformidad en su tamano, con la mayor parte menor
que 200 pm. Las particulas de este tamafio correspon-
dieron a diferentes grados de fraccionamiento de gra-
nosy cascara de arroz, y las pocas particulas mayores
de 200 um a cascara de arroz. En contraste, el polvo de
esporas obtenido por lecho fluidizado y ciclén mostré
una mayor uniformidad en el tamaiio de las particulas,
con la mayor parte de las particulas menor que 10 pm,
aunque algunas particulas fisicas alcanzaron 60 pm. Aun
cuando el tamafio de particula menos uniforme para el
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polvo obtenido por tamizaje podria verse como una di-
ficultad para formulaciones altamente exigentes como
las usadas para aplicaciones a ultra-bajo volumen, esta
formulacion no es la comtinmente usada para Tricho-
derma, donde se usan exitosamente otras formula-
ciones.

CONCLUSIONES

* Laseparacion de esporas de Trichoderma harzianum
Rifai cepa A34 por tamizaje vibratorio resulté mas
eficiente con el 29,7% de las esporas colectadas en
comparacion con el método de separacion por lecho
fluidizado y ciclén dual, que solo logré separar y co-
lectar el 2,2% de las esporas contenidas en el sustrato.

* Laviabilidad y el nivel de contaminacién microbiana
para el polvo de esporas colectado por los dos méto-
dos ensayados fueron aceptables.
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