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RESUMEN

Trichoderma sp. es un hongo filamentoso empleado en la proteccién ecolégica de tomate,
pimiento, pepino y otros cultivos. En su reproduccion a gran escala se ha considerado su
cultivo en fermentaciébn en estado sélido con el uso de tratamiento magnético para
incrementar la formacion de biomasa. En este trabajo se reporta la cinética microbiana bajo
condiciones de estimulacion del crecimiento por la accion del campo magnético sobre
Trichoderma harzianum Rifai (A-34) en la fermentacion en estado solido. El crecimiento
microbiano se describe mediante el uso de un modelo primario. Dos de los modelos mas
aplicados y menos complejos se compararon utilizando la version 9.4 (2017) de OriginPro
(OriginLab Inc.). Para la validacion estadistica de los modelos, los valores residuales se
estudiaron aplicando el Criterio de informacion de Akaike (AIC), R2 ajustado, x2 (Chi-
cuadrado), Minimo cuadrado de residuos y Test de Fischer. La normalidad de los residuos

se verificO mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se obtuvieron los coeficientes que
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describen los modelos Gompertz y Logistico para el experimento de control y el
desarrollado con el hongo tratado con campos magnéticos en fermentacion en estado
sélido aireada a 30° C. El modelo logistico ajustdé los datos experimentales mas
adecuadamente, por lo que se selecciona para describir la formacién de biomasa.

Palabras clave: Trichoderma harzianum; modelacién; modelo logistico; fermentacion en

estado solido.

ABSTRACT

Trichoderma sp. is used in the ecologic protection of tomato, pepper, cucumber and other
crops. An alternative for increasing the efficiency of biological systems is the use of
magnetic treatment of cell cultures. In this work, the microbial kinetics under growth
stimulation conditions by the action of the magnetic field on Trichoderma harzianum Rifai
(A-34) in solid-state fermentation is reported. Microbial growth is described by a primary
model. Two of the most applied and least complex models were compared using the
OriginPro (OriginLab Inc.) version 9.4 (2017). For the statistical validation of the models, the
residual values were studied applying the Akaike Information Criterion (AIC), adjusted R?,
X2 (Chi-square), Minimum square of residues and Test of Fischer. The normality of the
residues was checked using the Kolmogorov-Smirnov test. Coefficients describing
Gompertz and Logistic models were obtained for the control experiment and the one with
the fungus treated with magnetic fields in aerated solid fermentation at 30 °C. Logistic
model adjusted the experimental data more adequately, so it is selected to describe
biomass formation.
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Introduccion

El desarrollo de un biocontrolador de plagas depende, primeramente, de la disponibilidad
de un agente de control biolégico altamente eficiente. Experiencias previas en la aplicacion
del campo magnético, sugieren que es posible su uso para aumentar la eficiencia de

procesos fermentativos de hongos al disminuir los tiempos de fermentacion y aumentar la
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calidad del producto final. Esto implica directamente una mayor produccion en menor
tiempo y, por tanto, un menor costo.

Una vez identificado el agente de biocontrol, debe disefiarse el método para su produccion
masiva que permita producir altos niveles de propagulos viables e infectivos. Si se desea
un escalamiento industrial que permita obtener las cantidades necesarias para la aplicacion
de este microorganismo en condiciones de campo, se deben definir los requerimientos
quimicos vy fisicos que permitan su produccién sin afectar la actividad biocontroladora.
El estudio de la cinética microbiana es de particular importancia para la investigacion en los
campos de microbiologia y biotecnologia.

La propiedad mas importante de un modelo primario es que describa de forma adecuada el
crecimiento de los microorganismos y permita obtener estimaciones precisas de los
parametros que caracterizan dicho crecimiento. La variabilidad de las estimaciones
depende de la técnica usada para monitorear el crecimiento y del modelo usado. ¥ Dada la
existencia de diferentes modelos primarios, se hace necesario comparar el comportamiento
de los mismos a fin de seleccionar el que asegure mejores resultados para un conjunto
determinado de datos. Guerra et al. ® indicaron que, aspectos tales como la bondad de
ajustes y las propiedades de estimacion deben ser tenidos en cuenta en la comparaciéon de
modelos competidores.

Cayré et al. © refieren que, entre los modelos microbiolégicos predictivos, los modelos de
nivel primario describen los cambios de los nimeros microbianos con el tiempo. Estos
permiten estimar los parametros cinéticos que caracterizan dicha curva: tiempo de latencia,
méxima velocidad especifica de crecimiento y méaxima densidad celular. ) Esser et al. ®
clasificaron a los modelos primarios como: modelos sigmoidales, entre los que se
encuentran las versiones modificadas de los modelos Logistico y de Gompertz; ©® modelos

con una funcién de ajuste, como los propuestos por Baranyi ©

y modelos de
compartimentos como el propuesto por Hills y Wright. %

El objetivo del presente trabajo es describir el crecimiento microbiano de Trichoderma
harzianum Rifai (A-34) en la fermentacibn en estado sélido bajo condiciones de
estimulacién del crecimiento por la accion del campo magnético mediante el uso de un

modelo primario.

Materiales y métodos
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Se empled Trichoderma harzianum Rifai cepa A-34, proveniente del banco de cepas del
Instituto Cubano de Investigaciones de la Cafia de Azucar (ICIDCA), La Habana. Esta cepa
es la que se emplea nacionalmente en el Programa de Proteccion de Plagas. Se conservo
en el Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal, Santiago de Cuba y se fortalecié mediante
su enfrentamiento con Fusarium sp. para conservar su patogenicidad.

Se utilizd6 como medio de conservacion Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en
inglés): Extracto de patata 4,0 g-L ™, Dextrosa 20,0 g-L*, Agar-agar 15,0 g-L™. Se ajust6 el
pHa5,5+ 0,2 con NaOH o HCI 1M y se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a 1 atm
y 121 °C. A este medio se le ajustoé el pH a 5,4 y se esteriliz6 durante 20 min en una
autoclave a 1 atm y 121 °C. Las cepas se incubaron a una temperatura entre 28 y 30 °C.
Para la fermentacion en estado sélido se emplearon biorreactores tipo columna empacada
con carga de 100 g. En el fondo de cada uno se colocé una base de acrilico con 32
orificios como soporte del sustrato. El aire se distribuyé a cada columna en forma
controlada en 2 vkgm (L de aire por kg de medio por min). El proceso de cultivo del hongo
fue de 14 dias, durante el cual se tomd una unidad experimental cada 12 horas. Se
homogenizo el contenido de la columna para garantizar la representatividad de la muestra.
Se realizaron tres réplicas por cada experimento.

Se empledé como sustrato para la fermentacién en estado sélido bagazo de cafia (86 %
w/w) proveniente del central “Paquito Rosales”, zafra 2016 — 2017, enriquecido con polvo
de arroz (14 % w/w). Se emple6é un tamafo de particula (-3,00 +0,85) mm de bagazo
previamente esterilizado durante 40 min a 1 atm y 121 °C. Se ajusté la humedad del medio
a 50%.

Se estudid el crecimiento de Trichoderma harzianum Rifai (A-34) tratado con campo
magnético y se comparo con el experimento control.

Se realiz6 el ajuste de los modelos mediante el programa OriginPro (OriginLab Inc.) version
9.4 (2017). Los modelos seleccionados se muestran en la tabla 1 con la ecuacién segun la
forma que aparece en el programa. No se realiz0 la reparametrizacion de los mismos
porque estos modelos permiten realizar inferencias directas sobre la interpretacion

bioldgica de sus parametros. %%

Tabla 1. Ecuaciones de los modelos mateméticos aplicados para la estimacion del crecimiento de

T. harzianum Rifai (A-34) a 30 °C en fermentacion en estado solido aireada
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Modelos Ecuacion
a

Gompertz Y= 1w (1)
Logistico = —— (2}

= Lt EE—E]

fg

Donde y es la variable dependiente, equivalente al nimero de células contadas [conidios -
g de sustrato™]; x es la variable independiente, equivalente al tiempo de fermentacién, t [h];
a es el valor asintético cuando el tiempo crece indefinidamente (aproximadamente
equivalente a la concentracion final de microorganismos); k es la tangente en el punto de
inflexién de la curva de crecimiento, equivalente a la velocidad especifica de crecimiento
méximo del microorganismo pm [h™] y x. es el tiempo en que se alcanza el punto de
inflexion o de maxima velocidad de crecimiento [h].

Para la validacién estadistica de los modelos, se estudiaron los valores residuales por los
criterios: Criterio de Informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés), R? ajustado, X?
(Chi-cuadrado), Minimo cuadrado de los residuos y Prueba de Fisher. Se comprobd la

normalidad de los residuos mediante la prueba de Kolmogorov- Smirnov. ®
Resultados y Discusién

Se obtuvo el comportamiento del conteo de conidios en funcion del tiempo de fermentacion
de los experimentos tratados magnéticamente y sin tratamiento magnético (figura 1). El
niimero de conidios inicial fue de 2,79-10" + 7,59-10° conidios/g de sustrato. El crecimiento
alcanz6 un valor maximo de 1,26-10° conidios/g de sustrato en el experimento con
tratamiento magnético para 120 h de fermentacion. Los resultados obtenidos en el
presente estudio son similares a los obtenidos por Cruz Martinez * en un fermentador de
bandejas para Trichoderma koningii en un sustrato compuesto por arroz y salvado de trigo,
que obtuvieron valores de concentracion de conidios entre 10® y 10° conidios/g de sustrato.
Agamez Ramos et al. ™ obtuvieron valores de concentracién de conidios en el orden de
10° conidios/g de sustrato en la fermentacién en estado sélido de Trichoderma sp. sobre
sustratos a base de cabecilla de arroz y de semilla de algodén enriquecidos con melaza y
urea. Elésegui Claro et al. *® reportaron valores del orden de 10° conidios/g de sustrato
para Trichoderma harzianum Rifai (A-34) con arroz partido y cascara de arroz como
sustrato. En el presente estudio se logran valores similares de concentracion de conidios
con un sustrato que, a diferencia del arroz, no tiene uso como suplemento alimenticio y

esto es un valor afiadido de este trabajo.
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Fig. 1- Efecto del campo magnético en la concentracién de conidios de Trichoderma harzianum

Rifai (A-34) en la fermentacion en estado solido aireada sobre bagazo de cafia a 30 °C.

donde:

eT: Biorreactor con Trichoderma harzianum Rifai (A-34) tratado magnéticamente y eC:

Biorreactor con Trichoderma harzianum Rifai (A-34) sin tratamiento.

Se obtuvieron los coeficientes que describen el modelo de Gompertz y Logistico para los

datos de la concentracién de biomasa de T. harzianum Rifai (A-34) para el experimento

control y el desarrollado con el hongo tratado con campos magnéticos en fermentacion en
estado solido aireada a 30 °C (tablas 2 y 3).

Tabla 2- Ajuste del modelo de Gompertz para los datos de la concentracién de biomasa de T.

harzianum (A-34) para el experimento control y el desarrollado con el hongo tratado con campos

magnéticos en fermentacion en estado solido aireada a 30 °C.

a = Error ¥-= Error k =Ermor | X¥Red. Suma C. | R® Ajust.
Estandar Estandar Estandar Resid.

Control 9,66-108 = | 673490 = | 00371 =| 189-10% 1,89-10% 09846
7.14-107 3,0371 0,0062

Tratado 128108 = | 726340 = | 00504 =|523-10% 5,23-101 0,9751
9,13-107 25576 0,010z
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Tabla 3. Ajuste del modelo Logistico para los datos de la concentracion de biomasa de T.
harzianum (A-34) para el experimento control y el desarrollado con el hongo tratado con campos

magnéticos en fermentacion en estado sélido aireada a 30 °C.

a = Error X:= Error k = Error X?Red. Suma C. R?
Estandar Estandar Estandar Resid. Ajust.
Control 8,91-10%= 75 4609= 0,0626= _
2.06-10' 2 06-101 0,9832
445107 28886 0,0085
Tratado 1,22-10%= 79.3451= 0,0778= .
3,94-10% 3,94-10% 0,9835
5.50-107 2 3269 0,0111

Existen diferencias significativas entre los valores de velocidad especifica maxima de
crecimiento de T. harzianum Rifai (A-34) para el experimento control y el desarrollado con
el hongo tratado con campos magnéticos en fermentacion en estado solido aireada a 30 °C
obtenido mediante los dos modelos. Pla et al. *” reportaron valores mayores de velocidad
especifica maxima del crecimiento de Listeria monocytogenes CECT 4031 cuando se
emplean los modelos Logistico (0,22 h™") y Richards (0,32 h™") comparados con los
determinados por el método grafico (0,15 h™"). Para seleccionar el modelo que mejor

ajusta los datos experimentales se realizo la validacion estadistica de los mismos (tablas 4
y5).

Tabla 4- Criterio de Informacion de Akaike para los modelos que describen la concentracion de

biomasa de T. harzianum (A-34) en fermentacion en estado sélido aireada a 30 °C.

Suma Cuadrados N Parametros AIC Pesode Akaike
Residuos
Gompertz 26510 13 3 4712684 0,0148
Logistico 1,39-10% 13 3 462 8708 08852

Como puede observarse en la tabla 4, el modelo Logistico tiene un menor valor de AIC por

lo que es mas probablemente correcto.

Tabla 5. Criterio de Informacion Bayesiano para los modelos que describen la concentracion de

biomasa de T. harzianum (A-34) en fermentacion en estado sélido aireada a 30 °C.
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Suma Cuadrados | N Parametros BIC Diferencia

Residuos BIC
Gompertz 2,65-10% 13 3 4685282 8,3975
Logistico 1,39-10% 13 3 4601306 0

A partir de los datos reflejados en la tabla 5, se puede concluir que el modelo Logistico
tiene un menor valor de BIC por lo que es mas probablemente correcto.

El modelo Logistico ajustd mas adecuadamente los datos experimentales, por lo que se
selecciona para describir los datos de concentracion de biomasa para el experimento
control (Ec. 3) y para los datos del hongo tratado con campos magnéticos en fermentacion

en estado sdlido aireada a 30 °C (Ec. 4).

9 8,91-10°8
"~ 1+e-0.0626(1-75,4609)

)

- 1,22-10° (4)
T 1+ ¢-0,0778(t-79,3451)

Los valores de k en el modelo representan la velocidad especifica maxima de crecimiento
y, como se observa, estos resultan superiores para el experimento desarrollado con el
hongo tratado con campos magnéticos (0,08 ) comparados con el experimento
desarrollado con el hongo sin tratamiento (0,06 h™).

@8 indicaron que los campos magnéticos estaticos de moderada

Zapata M. et al.
intensidad alteran el flujo de iones a través de la membrana plasmatica, lo que genera
como resultado neto una modificacién en la velocidad de reproduccioén celular.

Al comparar los valores de la constante a de ambas ecuaciones se puede apreciar que la
mayor formacién de biomasa se encontré para la muestra tratada con 1,22-10° conidios - g
de sustrato™, lo que representa 1,4 veces mas que el obtenido para la muestra control.
Aunque no hay una teoria generalmente aceptada concerniente a las reacciones de
microorganismos al campo magnético estatico de moderada intensidad, estas son
usualmente interpretadas en términos de los cambios ocurridos en la permeabilidad de las
membranas. Se ha sugerido que los mecanismos de los efectos campo-induccion en

células pueden ser explicados en términos de la cinética de las reacciones bioquimicas, de
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los enlaces quimicos, los estados fisicos de las macromoléculas y la modificacion indirecta

de las reacciones intermedias. ¥

Conclusiones

Las expresiones obtenidas en este trabajo, son un aporte importante para describir la
cinética microbiana bajo condiciones de estimulacion del crecimiento de Trichoderma
harzianum Rifai (A-34) por la accidon del campo magnético en la fermentacién a partir

bagazo de cafia en la fermentacion en estado sélido.
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