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Resumen

La creciente conciencia del consumidor relacionada con el impacto negativo de los plaguicidas
sintéticos sobre el medio ambiente y la salud humana ha aumentado las tasas de adopcion de
bioplaguicidas a nivel mundial. Sin embargo, actualmente los bioplaguicidas solo representan el 5%
del mercado de productos para proteccion de cultivos, se espera que este segmento siga creciendo
con una tasa de crecimiento anual de 15-20% para el 2020. Analistas del mercado consideran que este
crecimiento sera liderado por regiones como Europa debido a las nuevas legislaciones, y
Latinoamérica donde han aparecido plagas mas resistentes. Para responder a las necesidades de este
creciente mercado, se debe contar con un proceso de produccion a gran escala, con buenos
rendimiento, y que proporcione un producto de calidad. Por lo tanto, el presente articulo ofrece una
revision critica sobre aspectos técnicos de los diferentes procesos de fermentacion utilizados en la
produccion de bioplaguicidas microbianos basados en hongos (micoplaguicidas), los sustratos
comunmente utilizados y el potencial uso de residuos agroindustriales. Adicionalmente, ofrece una
vision general del panorama de la produccion de micoplaguicidas en Latinoamerica y el Caribe, y
algunas perspectivas futuras en el proceso de investigacion y desarrollo de los mismos.
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Abstract

The adoption rate of biopesticide worldwide has been increased because of the consumer’s growing
level of awareness about the negative impact of the synthetic pesticides over the environment and the
human health. Nonetheless, biopesticides today hold just 5% of the total crop protection market. This
segment would increase with a compound annual growth rate (CAGR) of 15-20% until 2020. Business
analysts think that this growing will be guided by world regions such as Europe and Latin America
driven by the new laws and the new resistant pests, respectively. The demand of this growing market
requires a cost-efficient and reliable process of mass production, with good yield, and with a good
quality product. Therefore, this article presents a critical review about technical points of the different
kinds of fermentation systems, which are usually used in the production of microbial biopesticides with
fungi as the active ingredient (mycoplaguicides). Also, it has a survey about the typical substrates used
and the potential application of agroindustrial wastes as substrates. As well, a broad view is
introduced about the mycopesticides production in Latin America and the Caribbean. Finally, the
article shows future perspectives on research and development of mycopesticides production.

Keywords: mycopesticides; fermentation; biopesticides; separation; substrates.

1. Introduccién

La produccion agricola ha aumentado
gracias al crecimiento poblacional y a las
exigencias actuales del mercado de
consumo. Se estima que la poblacion
mundial sera entre de 9,4 y 10 billones para

* Corresponding author
E-mail: ebautista@corpoica.org.co (E. Bautista).

el 2050. Como respuesta a la creciente
demanda de alimentos se ha venido usando
frecuentemente fertilizantes y plaguicidas
para aumentar la producciéon y proteccion.
Sin embargo, el uso indiscriminado de es-
tos quimicos ha tenido efectos secundarios

© 2018 All rights reserved
DOI: 10.17268/sci.agropecu.2018.04.15

-585-


http://revistas.unitru.edu.pe/index.php/scientiaagrop
http://dx.doi.org/10.17268/sci.agropecu.2018.04.15

E.J. Bautista et al. / Scientia Agropecuaria 9(4) 585 — 604 (2018)

que impactan negativamente el ambiente y
la salud humana. La organizacién mundial
de la salud (OMS) reporta de 2-5 millones
aio de casos de envenenamiento por
plaguicidas en el mundo, de los cuales
200000 casos terminan en muerte, y de
estas muertes el 99% ocurre en las zonas
rurales de paises en desarrollo (UN Human
Rights Council, 2017). También el aumento
de algunas plagas en paises como India
han estado asociadas a la resistencia a los
insecticidas quimicos (Kumar et al., 2018)
La agroecologia se plantea como una
practica segura para minimizar el uso de
plaguicidas y fertilizantes de origen
quimico. La misma busca reemplazar los
quimicos con productos biolégicos y
promueve el uso de practicas adaptadas a
los ambientes locales. Asimismo, estimula
las interacciones biolégicas benéficas
entre diferentes plantas y especies que
favorezcan la fertilidad y salud de los
suelos (UN Human Rights Council, 2017). El
uso de bioplaguicidas se plantea como una
alternativa viable y sostenible para el
control de plagas en los cultivos, debido a
que estos bioproductos no dejan residuos
toxicos y por lo general son especificos
hacia su blanco biolégico, reduciendo el
riesgo de desarrollar de resistencia en las
plagas. La incorporacion de bioplaguicidas
a un programa integrado de manejos de
plagas disminuye la necesidad de empleo
de plaguicidas sintéticos, y no afecta el
rendimiento del cultivo (Arthurs y Dara,
2018).

Teniendo en cuenta las ventajas que
conlleva el empleo de bioplaguicidas, en
algunos paises como los Estados Unidos,
algunos miembros de la Unién Europea y
otros de América Latina la legislacion esta
favoreciendo un mayor desarrollo y utili-
zacion de estos bioproductos, por encima
de los plaguicidas quimicos (Marrone,
2014; Arthurs y Dara, 2018). De igual
manera, las inversiones en este sector se
estan viendo favorecidas como respuesta a
la tendencia en las ventas mundiales de
bioplaguicidas. Dichas ventas se estimaron
en 2,4 billones de délares en 2014, con una
tasa de crecimiento anual promedio de 15
% en esta década (Pelaez et al, 2017).
Actualmente, la composicion del mercado
global de bioplaguicidas microbianos se
encuentra distribuido como se presenta en
la Figura 1 (Mishra et al., 2015), siendo las
bacterias las que poseen el mayor mercado
mundial, seguidos por los hongos. No
obstante, el comportamiento del mercado
en América Latina es un poco diferente.
Segun la bibliografia consultada (Mordor
Intelligence, 2016; Pelaez et al., 2017), el

consumo de bioplaguicidas en América
Latina se concentra en los bioplaguicidas
microbianos a base de Bacillus turigensis
(Bt) y de hongos (micoplaguicidas), con un
valor de 40,43% y 48,16%, respectivamen-
te. Este comportamiento, puede deberse al
uso extensivo de micoplaguicidas para los
cultivos de alta predominancia en la region
(Mordor Intelligence, 2016; Mascarin et al.,
2018). Por ejemplo, en los cultivos de soya
y de caia de azucar en Brasil, los cuales no
cuentan con un plaguicida quimico para el
control de moho blanco y el barrenador de
caifa de azucar (Dijatrea). El aumento en
area de estos cultivos y la falta de una
solucion quimica ha aumentado la demanda
de bioplaguicidas en el pais, lo que ha
hecho que, por ejemplo, el area de cultivos
tratados con Trichoderma en Brasil se
duplicara en el periodo de 2008 a 2010
(Bettiol et al, 2014; Mordor Intelligence,
2016; Mascarin etal., 2018).

3%

a =¥

m Bacterianos Depredadores
® Flngicos m Otros
B Virales

Figura 1. Composicion del mercado global de
bioplaguicidas (Adaptado de Mishra et al., 2015).

Para responder al mercado creciente de
bioplaguicidas se debe garantizar que
estos, estén disponibles en cantidades
suficientes, que mantengan la calidad y
efectividad en el tiempo, lo cual requiere el
desarrollo métodos de  produccion
economicos y eficientes (Jaronski vy
Mascarin, 2016). Por lo tanto, durante el
desarrollo del proceso de produccion se
deben cumplir diferentes etapas que
resulten en la definicion de los siguientes
elementos: a) un medio de cultivo 6ptimo,
c)un método de produccion (fermentacion
solida, liquida o bifasica), b)los procesos
aguas abajo (secado, centrifugacion,
tamizaje), c) los parametros del proceso a
controlar, d) el mejor sistema para la
obtencion masiva de inéculo que permita
una buena relacion costo-beneficio en la
produccion, e) los métodos de control de
calidad, y f) los costos de produccion. Sin
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embargo, el mayor desafio durante el
desarrollo del proceso es llevar todas estas
técnicas desde escala industrial. EIl
escalamiento siempre presenta nuevos
problemas que no fueron considerados a
una escala menor. También, es importante
validar los para-metros de procesos
optimizados a escala de laboratorio en una
escala mayor (Monzén, 2001; Ravensberg,
2011), con el fin de realizar los ajustes
necesarios al proceso que garanticen
mantener el rendimiento del proceso.

Otros factores importantes para tener en
cuenta durante el desarrollo del proceso de
produccion son: el tipo de mercado al que
estad dirigido el producto, el tamaio del
mercado, el capital disponible para invertir,
y la cantidad de recurso humano disponible
(Grzywacz et al., 2014). Los métodos de
produccion desarrollados incluyen desde la
multiplicacion artesanal, la produccion
semi-industrial a mediana escala, hasta la
produccioén industrial a gran escala que se
realiza en empresas mas grandes o
compaiiias, para la cual se requiere de
reactivos y equipos mas especializados. En
Latinoamérica mayormente se utiliza el
mecanismo de baja tecnologia, con alta
demanda de mano de obra, y en algunos
casos realizado por los mismos producto-
res (Grzywacz et al., 2014; Monzén, 2001).
Teniendo en cuenta la importancia de la
seleccion del proceso de produccion de
micoplaguicidas, el presente articulo ofre-
ce una revision critica sobre, los aspectos
técnicos de los diferentes tipos de fermen-
tacion utilizados en produccion de micopla-
guicidas, los sustratos que se utilizan en
estas fermentaciones, aspectos claves de
la produccion masiva de micoplaguicidas,
las perspectivas de aplicacion de los re-
siduos agroindustriales para la produccién
de los mismos, y una vision general del pa-
norama de la produccion de micopla-
guicidas en Latinoamérica y el Caribe.
Finalmente, trata sobre las perspectivas
futuras en el proceso de investigacion y
desarrollo de micoplaguicidas.

2. Principales hongos usados como
compuesto activo en los
micoplaguicidas

De forma general, se puede identificar
como bioplaguicidas aquellos organismos
vivos o productos naturales derivados de
estos, que reducen las poblaciones de
plagas (Thakore, 2006). Su mecanismo de
accion esta basado en los principios
basicos de la patologia vegetal y en sus
interacciones con los agentes que causa
daino directo, como las malas hierbas
(bioherbicidas), las enfermedades de las

plantas provocadas por hongos (biofungi-
cidas), o las plagas de insectos (bioinsec-
ticidas).

La Agencia de proteccion ambiental de
Estados Unidos (EPA por sus siglas en
inglés) clasifica los bioplaguicias para
propésitos de registro en tres categorias.
1) bioplaguicidas microbianos, 2) biopla-
guicidas bioquimicos, 3) plantas que
incorporan en su ADN sustancias protec-
toras (Seiber et al, 2014; Sullivan, 2015).
Los productos microbianos incluyen pro-
ductos derivados de microorganismos
naturales o los propios microorganismos
intactos.

La mayoria de los hongos producidos
comercialmente para el control biolégico
pertenecen al orden de los Hypocreales.
Estos incluyen Beauveria  bassiana,
Metarhizium spp., Isaria fumosorosea y
Lecanicillium spp. y se usan para el control
de docenas de plagas en una variedad de
cultivos (Lacey, 2017). Estos hongos son
los microorganismos mas importantes en el
control de insectos chupadores como
afidos, mosca blanca, escamas, chicha-
rritas y chinches (Nava-Pérez et al., 2012).
Una ventaja de los micoplaguicidas en
comparacion con muchos de los biopla-
guicidas bacterianos y todos los virales es
que no necesitan ser ingeridos para ejercer
su accion biocontroladora. Sin embargo,
son organismos vivos que a menudo
requieren una estrecha gama de condi-
ciones de humedad y temperatura para
desencadenar su mecanismo de accion
(Mishra et al., 2015).

De forma general el modo de accion para el
control de insectos se basa en que las
esporas del hongo se depositan en la
superficie del huésped adecuado, la cuti-
cula y la espora se unen provocando la
germinacion de la espora e inician unas
cascadas de reconocimiento y reacciones
de activacion enzimatica tanto por el
huésped como por el parasito fungico. La
invasion del cuerpo del insecto y del
sistema circulatorio (hemolinfa) ocurre una
vez que el hongo ha pasado a través de la
cuticula del exoesqueleto del insecto,
provocando la muerte del insecto por
inanicion fisioloégica alrededor de 3-7 dias
después de la infeccion (Shah et al., 2003).
Por otra parte, los hongos antagonistas
contribuyen a la atenuacion de los dafos
causados por enfermedades microbianas.
Uno de los principales exponentes de esta
accion son los hongos del género
Trichoderma, antagonista de hongos como
Ceratobasidium, Fusarium, Rhizoctonia,
Macrophomina, Sclerotium, Pythium 'y
Phytophthora spp (Infante et al., 2009),
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entre otros. Para lograr este obijetivo,
Trichoderma presenta diferentes modos de
accion que les permite ejercer su efecto
biocontrolador. Los principales mecanis-
mos descritos son la competencia por
espacio y nutrientes, el micoparasitismo y
la antibiosis (Infante et a/., 2009; Mishra et
al., 2015). También, se han sugerido otros
mecanismos de accion indirecta, como la
induccion de mecanismos de defensa
fisiolégicos y bioquimicos en la planta,
mediante la produccion de compuestos que
confiere resistencia a la planta y/o repelen
plagas (Infante etal., 2009).

La accion biocontroladora de los mico-
plaguicidas, puede ser ejercida por
propagulos infecciosos basados en es-
poras (en sentido genérico) o por biomasa
(Muhiz-Paredes et al., 2017; Shah et al.,
2003). Sin embargo, la mayoria de las
formulaciones de los micoplaguicidas se
basan en las esporas obtenidas a través de
diferentes sistemas de fermentacioéon, por
presentar mayor adaptacion a factores
abioticos no controlados cuando se
encuentran a campo abierto. Debido a esto,
por lo general, los sistemas de fermenta-
cion para la produccion de micoplaguicidas
van dirigido a la obtencion de esporas (en
sentido genérico) (Jaronski y Mascarin,
2016; De la Cruz-Quiroz et al., 2015) .

3. Caracteristicas de las tecnologias
de produccion

Para lograr el wuso extensivo de
micoplaguicidas dentro de programas de
Manejo Integrado de Plagas (MIP), los
agentes fungicos deben ser susceptibles a
una multiplicacion masiva no dispendiosa y
econémicamente rentable con el fin de
garantizar la disponibilidad a gran escala.
Ademas, los micoplaguicidas deben tener
estabilidad a largo plazo y una eficacia
constante en condiciones ambientales y
ecologicas tipicas para el (los) insecto(s)
objetivo(s) (Singh, 2017). También, se debe
considerar el uso de materiales disponibles
regionalmente y que sean residuos de otros
procesos agroindustriales en los sistemas
de produccion de micoplaguicidas, cum-
pliendo de este modo con los requisitos de
tecnologias verdes y contribuyendo al
desarrollo de una sociedad ambiental y
econdmicamente sostenible (De la Cruz-
Quiroz et al, 2015). La eficiencia de la
aplicacion de los productos biotecnolo6-
gicos en la agricultura depende de su
disefo, optimizacion del proceso y minimi-
zacion de costos (Rivero et al.,, 2017).

La etapa de fermentacion es la fase en la
que las esporas se producen masivamente.
Una vez producidas, se recogeran median-

te procesamiento aguas abajo donde se
recuperan y se purifican. Durante Ila
produccion y los procesos aguas abajo se
debe producir un rendimiento alto de las
mismas, ya que estas son la base de la
formulacién y dan lugar al micoplaguicida
final. El micoplaguicida generalmente con-
siste en las esporas puras, a veces con
restos de componentes del proceso de
produccion yl/lo con metabolitos pro-
ducidos durante la fermentacion. También
puede incluir componentes que se agregan
durante el procesamiento aguas abajo.
Este producto “intermedio” sera formulado
con coadyuvantes para obtener el bio-
producto final (Ravensberg, 2011).

Los hongos se pueden producir masiva-
mente mediante fermentacion en estado
sélido (FES), y fermentacion sumergida
(FS). Un tercer método es un sistema
intermedio, llamado fermentacioén bifasica,
donde intervienen ambas fases: el micelio,
se produce en cultivo liquido para poste-
riormente realizar la esporulacion usando
un sustrato sélido (Feng et al, 1994). La
eleccion de céomo producir un hongo
generalmente depende de la ca-pacidad
del microrganismo para producir un alto
rendimiento de esporas de alta ca-lidad en
un sistema determinado.

Naturalmente, las esporas tipicas de los
hongos entomopatégenos son los conidios
aéreos. Otras esporas de posible explo-
tacion son blastosporas, conidios sumergi-
dos (microciclo), micelios esporogéni-
camente competentes y microesclerocios.
La eleccion de la espora apropiada incluye
la consideracion del uso proyectado, buena
virulencia, tolerancia a la desecacion, to-
lerancia térmica, velocidad de germinacion
e infeccion, estabilidad y reproduccion
ambiental y tolerancia a los rayos UV, asi
como la capacidad inherente del hongo
elegido para producir ese tipo de espora
(Jaronski y Mascarin, 2016). Una revision
detallada de los tipos de esporas de varios
hongos obtenidos por FS se presenta en la
revision de Jaronski y Mascarin (2016).

Las conidiosporas son preferibles a las
blastosporas o hifas, debido a su mejor
supervivencia en procesos posteriores y
durante el almacenamiento, y por su
persistencia superior después de la aplica-
cion. La mayoria de los hongos producen
conidiosporas solo cuando se producen
por FES; aun asi, algunos producen
conidiosporas en FS, como B. bassianay T.
harzianum. Otros hongos como /. fumosoro-
seay L. longisporum (V. lecaniij) producen
blastosporas por FS (Ravensberg, 2011).
Dos especies de hongos entomopatoégenos,
como B.bassianay M. anisopliae, han sido
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ampliamente estudiados. Ambos hongos
tienen un amplio rango de hospedadores y
son relativamente faciles de producir. B.
bassiana ha sido y sigue siendo producido
a gran escala en muchos paises mediante
fermentacion en estado sélido (FES), fer-
mentaciéon sumergida (FS), y fermentacién
bifasica (Ravensberg, 2011). M. anisopliae,
usualmente se produce por FES, aunque la
produccion de blastosporas por FS también
se ha estudiado (Muihiz-Paredes et al,
2017). La mayoria de los productos del
mercado se basan en conidiosporas, y
algunos en conidios e hifas en un sustrato
granular. Segun Ravensberg (Ravensberg,
2011), al 2011 en el mercado no existia un
producto basado en blastosporas.

Los hongos utilizados para el control de las
enfermedades de las plantas (hongos
antagonistas), los nematodos fitopatoégenos
y las malas hierbas, generalmente se
producen masivamente de forma similar a
los hongos entomopatégenos (Ravensberg,
2011). Los aspectos relevantes de la
produccion masiva considerados en esta
revision también son relacionados con
estos hongos, independientemente de su
uso en el campo.

3.1 Fermentacion sumergida (FS)

La FS como su nombre lo indica, consiste
en el crecimiento de microorganismos en
sistemas totalmente liquidos. En la FS los
procesos de transferencia de masa y la
homogeneidad son superiores en compa-
racion con los procesos de la FES, favo-
reciendo el control y el tiempo del proceso
(Pandey et al., 2000; Jaronski y Mascarin,
2016), asi como la cantidad de inbéculo y
espacio requerido para la produccién
(Manan et al., 2017). Adicionalmente, en
este proceso se puede recuperar facil-
mente tanto el propio microorganismo
como los productos enzimaticos y meta-
bolitos extracelulares que exhiben activi-
dad biocontrolodara. Utilizando sensores y
controladores para el pH, la velocidad del
agitador, la velocidad de aireacion, la
temperatura, y otros elementos de control,
se puede prever con precision el momento
para la cosecha de esporas para el
posterior proceso de formulacion y también
se puede realizar un mejor seguimiento y
control del proceso en tiempo real (online).
El atractivo de la FS es su capacidad de
ampliacion masiva, utilizando equipos de
fermentacion liquida comercial. No obstan-
te, la produccion a escala comercial
requiere una inversion inicial considerable
en equipos de fermentacion y de separa-
cion, por ejemplo, grandes centrifugas
para la separacion de las esporas dejando

gran cantidad de agua residual. Otro
problema encontrado en la FS, en algunos
casos, dependiendo de la cepa, es la alta
produccion de espuma que disminuye la
trasferencia de oxigeno. Adicionalmente,
los medios utilizados en FS pueden ser mas
costosos que en FES (Manan et al., 2017).
La FS se puede clasificar en dos catego-
rias: fermentacion liquida sumergida, don-
de el hongo se sumerge en un medio liquido
constantemente agitado y aireado para
formar blastosporas, conidios de micro-
ciclo o microesclerocios, y fermentacion
liguida estacionaria, en la cual la esporu-
lacion tiene lugar en una superficie liquida
e inmoévil, produciendo micelios y conidios
aéreos (Jaronski y Mascarin, 2016).

Los productos finales de la fermentacion
liguida sumergida pueden ser blastos-
poras, conidios "microciclos”, productos
miceliales estabilizados o microesclerocios
(Metarhizium 'y Nomuraea solamente) pero
no conidios aéreos. La mayoria de los
hongos anamérficos hipocreales crecen
simultaneamente como blastosporas vy
filamentos de hifas, por lo que obtener
concentraciones adecuadas de blastos-
poras puras o conidios de microciclo puros
no han sido exitosas a nivel industrial
(Jaronski y Mascarin, 2016). A pesar de las
ventajas de FS, la produccion de esporas
en condiciones sumergidas para algunos
agentes fangicos, ha conseguido un éxito
limitado; cuando el sistema es agitado la
formacion de esporas no ocurre en la
superficie ya que se dispersan en el medio
resultando en un rendimiento por unidad de
volumen muy bajo; ademas, en la mayoria
de los casos, se obtienen varios tipos de
células que contribuye también al menor
rendimiento de esporas, lo que provoca la
utilizacion de un volumen de fermentacioén
mayor para una cantidad dada de la espora
deseada(Jaronski y Mascarin, 2016).

La produccion de una determinada espora
depende de la especie de microorganismo,
la cepa, el medio de produccion y los
parametros del proceso. La mayor parte de
las investigaciones sobre la FS esta dirigida
a la produccion de blastosporas (Ravens-
berg, 2011). No obstante, la conidiacion de
Hirsutella thompsonii, un patégeno de
varios afidos y acaros, se obtuvo en con-
diciones sumergidas (Deshpande, 1999).
Thomas et al. (Thomas et al, 1987)
reportaron la produccion de conidios de B.
bassiana en FS manipulando cuidadosa-
mente la composicion del medio. Aunque la
superficie de los conidios producidos en el
interior del medio era diferente a la de los
conidios aéreos, estos exhibian un nivel
similar de virulencia. Por otra parte,
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Mascarin et al. (2015) consiguieron blastos-
poras de B. bassiana ARSEF 6444 e /.
fumosorosea ARSEF 3581 resistentes a la
desecacion y con alta estabilidad de
almacenamiento cuando fueron cultivadas
en medio liquido que contenia harina de
semilla de algodén, a una concentracién
>1x10° cc! después de 3 dias de fermen-
tacion y bajo condiciones de operacion
controladas. Adicionalmente, Trichoderma
harzianum Rifai T-22 produjo una alta
concentracion de conidios (9,55x 108
conidios/cc) y microesclerocios (2,59X104
MS/cc) a los 7 dias, con una relacion C:N de
50:1 cuando crecié en un medio liquido
conteniendo melaza y harina de semilla de
algodoén, las hifas se agregaron a los 2 dias
de fermentaciéon y a los 7 dias las micro-
esclerocios estaban completamente mela-
nizadas (Kobori et al., 2015). También tres
especies de Bauveria produjeron exitosa-
mente microesclerocios (6,18x103 MS/cc)
en FS utilizando medios de cultivo con una
relacion C:N de 5:1 y 4:1 y la fuente de
carbono era licor de maiz (Villamizar et al.,
2018). Shukla et al (Shukla et al., 2016)
reportaron que T7richoderma candidume
creci6é adecuadamente en FS obteniéndose
94,7x108 ufc/cc, usando como medio de
cultivo melaza de cana, extracto de
levadura y salvado de trigo.

También fue investigada la produccion
potencial y la tolerancia a la desecacion de
microesclerocios por cepas brasilefias de
M. anisopliae (Ma), M. acridum (Mc) y M.
robertsii (Mr). Se demostro que estas cepas
de Metarhizium spp fueron capaces de
producir microesclerocios estables, tole-
rantes a la desecacion en un medio liquido
de bajo costo relativo (16 g de C dmc-)
después de 5 dias (Mascarin et al., 2014).

3.2 Fermentacion en estado sélido (FES)
Los medios soélidos presentan el mejor
lugar para la produccion de esporas fun-
gicas, gracias a que la esporulacion ocurre
en la superficie y en las cavidades con
espacios libres (De la Cruz-Quiroz et al,
2015). La literatura cientifica evidencia que
existe amplio interés y conocimiento en el
proceso de FES, ya que es utilizado en
varias aplicaciones como la produccion de
biomasa, enzimas, metabolitos secunda-
rios, y la produccion de esporas (De la
Cruz-Quiroz et al, 2015; Pandey et al,
2000). Las aplicaciones de FES a nivel
industrial tienen un limitado espectro de
uso, no obstante, el proceso de produccion
de micoplaguicidas ha sido exitoso (Pandey
etal., 2000).

Este sistema de fermentacion para Ila
obtencion de micoplaguicidas se justifica

debido a que las esporas infecciosas, como
las conidiosporas, de forma general, sé6lo
pueden ser obtenidas de forma eficiente
por FES; como se argumenté en la seccién
3.1 muchos hongos en FS no esporulan
bien. Otra ventaja es la posibilidad de
utilizar como sustratos residuos sélidos
provenientes de diferentes agroindustrias,
lo cual se ha venido favoreciendo en
algunos paises donde el uso de residuos
sélidos organicos se ha convertido en un
imperativo por fuertes regulaciones
ambientales (Pandey et al., 2000).

La produccion de micoplaguicidas por FES
se puede llevar a cabo mediante métodos
simples, p.e. creciendo sobre un soporte /
sustrato, a menudo granos de cereal
naturales o enriquecidos, en bolsas plasti-
cas autoclavables o en bandejas. Este
método se utiliza a menudo en paises en
desarrollo o en situaciones donde la mano
de obra es relativamente barata o las
inversiones son bajas (Mordor Intelligence,
2016; Ravensberg, 2011). Con la utilizacion
de sistemas artesanales FES, los costos de
puesta en marcha son bajos, la tecnologia
utilizada es relativamente simple y la mano
de obra es alta; sin embargo, el proceso
tecnolégico puede ser exitoso como el
proyecto Lubilosa (seccion 3.6).

También pueden ser utilizados biorreac-
tores mas sofisticados para la FES. En
estos reactores, las condiciones ambien-
tales pueden regularse mucho mejor que
en bolsas o bandejas, por ejemplo, median-
te un flujo de aire acondicionado, calefac-
cion o refrigeracion. En estos casos, las
inversiones son bastante altas y el aporte
laboral es medio (Ravensberg, 2011).

Es necesario destacar que la FES presenta
ventajas sobre la FS como: facilidad en la
aireacion y no es necesaria la agitacion; el
uso de reactores con volumenes reducidos
de medios de fermentacion debido a la
ausencia de fase liquida y a la baja
humedad de los sustratos, lo que ademas
conlleva a la minimizacién de los efluentes
generados. Las materias primas utilizadas
como sustratos son econémicas y por lo
general tienen alta disponibilidad e ingre-
dientes esenciales para el desarrollo de los
hongos, por lo que permite economizar
reactivos; en ocasiones se puede usar la
materia prima sin esterilizar lo que contri-
buye a la disminucion del capital invertido y
al gasto energético y, lo que es mas
importante, las esporas producidas como
propagulos vivos tienden a ser mas tole-
rantes a la desecacion y mas estables
como preparacion seca en comparacion
con las esporas producidas en FS
(Deshpande, 1999).
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La FES, también tiene algunos inconve-
nientes en comparacion con la FS tales
como: la generacion de calor metabélico,
dificil medicion y control de parametros de
fermentacion en tiempo real (pH, contenido
de agua, biomasa), el pretratamiento de
sustratos, el tamano del in6culo es grande
por lo general mas del 10%, hetero-
geneidad en el sustrato lo que genera
gradientes de concentraciones de los
nutrientes, mantenimiento de la pureza del
cultivo, largo tiempo del proceso, entre
otros (Manan et al, 2017). Sin embargo,
este tipo de fermentacion estimula las
condiciones de crecimiento de varias
cepas fungicas y es el tipo de fermentacion
para seleccionar cuando la diferenciacion
metabdlica o morfolégica es innecesaria,
como es el caso de la produccion de
esporas (De la Cruz-Quiroz et al., 2015).

3.3 Principales sustratos de produccion en
FES

Como se mencion6 anteriormente, las
esporas de los hongos entomopatégenos
son la base de la mayoria de los
micoplaguicidas; por lo que la seleccion de
sustratos para que estos microorganismos
crezcan es muy importante para su
produccion. Debido a esto, una amplia
variedad de sustratos ha sido utilizado, ya
sean naturales, pretratados, subproductos
agroindustriales, sustratos quimicos defini-
dos y/o la combinacion de estos. Como
requisito general estos sustratos deben
garantizar la disponibilidad de los nutrien-
tes necesarios para el crecimiento y
esporulacion de los microorganismos y al
mismo tiempo no deben afectar la actividad
biolégica de los mismos. Los medios de
produccion diseilados deben contener una
adecuada relacion de carbono vs. Nitro-
geno, adicionalmente, en algunos casos el
medio debe suplementarse con sales,
vitaminas, microelementos, cofactores ylo
inductores que favorezcan el desarrollo y/o
la eficacia biocontroladora de los
microorganismos.

Una etapa importante en el desarrollo de
los procesos de produccion es el diseio y
optimizacion del medio para crecimiento de
los microorganismos a escala industrial.
Durante esta etapa, se busca reducir los
costos de los medios ya que estos pueden
llegar a representar entre el 35 al 59% del
costo de produccion del bioplaguicida
(Rivero et al, 2017). El objetivo es
garantizar las cantidades necesarias de los
compuestos que tiene efecto importante
sobre el crecimiento de los microorga-
nismos y en su actividad biocontroladora.
Se debe determinar los compuestos limi-

tantes y eliminar o reducir las concentra-
ciones de los compuestos que puedan
tener un efecto inhibidor en el crecimiento
del hongo. Por ejemplo, se ha observado
que el fosforo puede modular la produccién
de metabolitos con actividad biolégica en
Actinomicetos (Grahovac et al., 2014). En
otro estudio, Morid et al. determinaron el
efecto positivo de algunos micronutrientes
como el manganeso sobre la produccion de
quitinas en algunas especies de Tricho-
derma (Morid et al., 2013). Kim et al. (2014)
aumentaron la virulencia y el rendimiento
en la produccion de los conidios de un
aislamiento de /saria javanica cuando
utilizaron una mezcla de cebada, CaCO3 y
CaS04 al 2% en comparacion del uso de
arroz prieto como sustrato. Para el caso de
B. bassiana BNBCRC por medio de un
proceso de optimizacion se determiné que
las variables importantes en la produccion
de esporas fueron el uso de urea, peptona y
MgS04, logrando una concentracion de
4,71%108 esporas/g (Petlamul et al., 2014)
Los medios con sustratos quimicos defini-
dos permiten procesos mas reproducibles,
sin embargo, sus altos costos comparados
con los sustratos naturales podrian dismi-
nuir su aplicacion en procesos de produc-
cion de esporas (Ooijkaas et al, 2000).
Generalmente los medios con sustratos
quimicos definidos son mas utilizados en
procesos de FS donde un ambiente
nutricional homogéneo se puede mantener
y monitorear mas facilmente comparado
con la FES (Jackson, 1997).

Los sustratos naturales pueden ser granos,
cereales, salvados (trigo, arroz, soja, ceba-
da), tortas oleaginosas (soja, oliva, sésa-
mo), entre otros. Estos suelen utilizarse en
sistemas de produccion en estado sélido,
donde ademas de suplir los requerimientos
nutricionales cumplen también una funcioén
de soporte para crecimiento del hongo
(Ooijkaas et al., 2000). Generalmente estos
sustratos deben cumplir con ciertas carac-
teristicas como la porosidad, mayor area
superficial por unidad de volumen y buena
capacidad de absorcion de agua con el fin
de garantizar la velocidad adecuada de los
procesos bioquimicos en la interfase
solido/liquido (Grande-Tovar, 2016). Duran-
te el desarrollo del bioplaguicida Tricotec,
a base del hongo 7. koningiopsis Th003 se
estudiaron diferentes cereales en grano
entero o molidos, individuales o en
combinacion, como, por ejemplo: arroz,
millo, trigo, cebada, y salvado de trigo.
También, se prob6é un residuo agroindus-
trial (bagazo de caia de azucar pretratado
por hidrolisis acida) (Canén-Amaya, 2010).
La combinacion de arroz con salvado de
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trigo resulté ser el mejor sustrato logrando
concentraciones de 8,4x10° conidios/g de
sustrato (Cainon-Amaya, 2010; Peiia, 2002).
Otro ejemplo, es la produccion de esporas
de B. bassiana para diferentes cepas GHA-
726, CA-603 y MCC0044 donde se probaron
medios que contienen granos enteros de
maiz, trigo, arroz, cebada, residuos
agroindustriales como el bagazo de cafa y
el permeado de suero. La mejor produccioén
(8,13x10° conidios / g de sustrato) se
alcanzo6 con el uso de granos arroz (Kassa
et al., 2008; Reddy et al., 2016). Para la
produccion de esporas de L. /ecanii se
estudiaron diferentes combinaciones de
sustratos y soportes. Los sustratos
utilizados fueron sorgo, grano de arroz,
grano de arroz partido, polvo de arroz, y
como soporte se probaron bagazo de cana,
cascarilla de arroz, y “olote” de maiz. El
mejor resultado se obtuvo cuando se usé
bagazo de caila como soporte y arroz como
sustrato con una produccion de 8,4x108
conidios/g (Cortez-Madrigal, 2007).

No obstante, los sustratos naturales
presentan ciertas desventajas, como es el
deterioro de la estructura del material,
debido a los cambios en sus caracteristicas
fisica y geométricas causados por el
crecimiento de los hongos, reduciendo o
haciendo poco eficientes los procesos de
transferencia de calor y masa. Este
problema, se puede resolver utilizando un
soporte inerte con una estructura fisica
constante, como la espuma de ambarlita o
poliuretano, que puede mejorar Ia
transferencia de calor y de masa (Cruz-
Barrera, 2014; De la Cruz-Quiroz et al.,
2015; Ooijkaas et al, 2000; L. Thomas et
al., 2013). El uso de soportes inertes, tiene
otras ventajas como la recuperacion de la
biomasa es mas facil, se puede lograr un
disefio adecuado del medio de produccion
y un mejor balance de masa para procesos
avanzados de modelacion y control (Cruz-
Barrera, 2014; Ooijkaas et al., 2000).

Los subproductos de las diferentes
agroindustrias también se pueden utilizar
como sustratos, ayudando a reducir los
costos de los medios, valorizando un dese-
cho, y disminuyendo el impacto ambiental
de los mismos. Por lo general, estos
residuos terminan siendo incinerados,
llevados a rellenos sanitarios o vertidos en
fuentes hidricas (Gonzalez et al, 2017),
desaprovechando el alto contenido de
azucares y proteinas que pueden ser
usados en otros procesos como sustratos.
En algunos casos estos residuos pueden
necesitar pretratamiento (fisico, quimico o
biolégico) ylo acondicionamiento para
liberar azicares fermentables a partir de

los polisacaridos no degradables por los
microorganismos. También es importante
tener en cuenta la variabilidad en la
composicion de los residuos, su disponi-
bilidad local dependiendo de la temporada
del afo (Jaronski y Mascarin, 2016). En la
mayoria de los casos estos residuos son
utilizados en FES, para la produccion de
biocombustibles, enzimas, vitaminas, anti-
oxidantes, antibiéticos y/o metabolitos,
donde el valor potencial del producto
soporta los costos asociados a los pretra-
tamientos de los sustratos si son reque-
ridos durante el proceso (Sadh et al., 2018).
Los residuos liquidos que se han utilizado
provienen principalmente de las industrias
lacticas y azucareras como son las melazas
(Santis Navarro, 2014), los sueros (Bena-
Molaei et al., 2015; Costa et al, 2014,
Mourin et al., 2015) y los desechos de las
plantas de tratamiento de agua municipales
(Latifian et al, 2013; Yazid et al, 2017;
Zacharof et al., 2015). Por ejemplo, como
medio alternativo para la produccion de
esporas de B. bassiana, (Bena-Molaei et al.,
2015) utilizaron permeado de queso al 20%,
obteniendo una concentracion de 3,3x108
blastosporas/cc a los siete dias después de
la inoculacion. En la Tabla 1 se muestran
algunas patentes de FES, FS y fermenta-
cion bifasica (liquido-soélido) para la obtén-
cion de micoplaguicidas utilizando como
sustratos subproductos agroindustriales.

3.4 Factores que influyen en el proceso FES
Un microorganismo puede utilizar todos los
nutrientes para el crecimiento micelial, y,
sin embargo, la esporulacion puede no
ocurrir. De hecho, la esporulacion puede
estar dada por la influencia de factores
nutricionales como las fuentes de carbono
y nitrégeno, el inéculo, entre otros.
Ademas, factores ambientales como la
temperatura, la luz conjuntamente con el
pH pueden afectar el crecimiento vegeta-
tivo, la esporulacion, y la germinacion de
las esporas. Otro factor que puede influir
en la esporulacion es la agitacion del medio
s6lido que puede destruir una parte de las
formas reproductivas de los hongos, y
como consecuencia, los indices de espo-
rulacion van a ser menores en comparacion
con los medios sin agitar.

Ademas, en el caso de la FES, se debe
tener en cuenta la humedad del sustrato a
utilizar porque cuando existe agua en
exceso, el rendimiento de esporulacion
disminuye debido a que el agua pasa a
ocupar las cavidades, lo que reduce los
espacios libres para el desarrollo de las
formas de reproduccion del hongo
(Priyanka-Dhar, 2011).
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Tabla 1

Patentes de obtencion de microplaguicidas a partir de subproductos agroindustriales*

Tipo de

Titulo Hongo Sustrato e Resultado Ao
MX2013007218A-Method for 76.3 % 205 x
producing Trichoderma 108’es_ Y

spores by solid-state T. asperellum T8a Residuos de mango FES P 2014

fermentation using mango
residues

g de sustrato
seco

US2002094563A1-A method of Arroz mezclado con 2,6x1010
solid state fermentation for Nomuraea rileyi levaduras, miel, FES esporas/ g 2002
nomuraea fungal spores leche de pescado y seco de
demanding high nutrients agua arroz
12
CN106834136A-Paecilomyces Paecilomyces cemenaenn eZ’Zg::s /
lilacinus and large-scale lilacinus strain Pajas de maiz bifasica ab gustrag) 2017
preparation method thereof INTR-2 -
CN102696689A-Method for
producing Trichoderma bio- o5 .
control agent by utilizing ; ZZIIZI; :3127;;73; R;sng:gs Ke FES No reporta 2012
fermentation of pseudo- . gIh3. gingseng
ginseng dregs
Residuos acuosos de

CN102613252A-Method for la obtencion de 3x100
PN e i G Trichoderma almidon de papay Fermentacion esporas/ g
biological control agent from parzi ) id d bifasi d trat 2014

otato starch waste water and arzianum os residuos de ifasica e sustrato
P produccion de seco

mushroom residues

champifiones

* Patentes buscadas en www.patentinspiration.com con las palabras claves: production technology + nombre del microorganismo.

El efecto del estrés acuoso se manifiesta en
un mayor indice de esporulaciéon, este
aspecto es importante a la hora de disehar
el proceso fermentativo (De la Cruz-Quiroz
et al., 2015). Por ejemplo, se reporté6 un
rendimiento de B. bassiana en el orden de
2,88x1010 conidios/ g de sustrato, usando
una mezcla de arroz y salvado de trigo con
un 35% de humedad y 1,5% de extracto de
levadura (Priyanka-Dhar, 2011). En este
reporte se evidencié que la humedad del
sustrato es un parametro que tiene gran
influencia sobre el rendimiento de conidios
de B. bassiana, al demostrar que usando
una humedad superior al 60% el rendi-
miento de esporas disminuye en aproxima-
damente un 30%.

La concentracion de conidiosporas de M.
anisopliae fue determinada usando diferen-
tes medios de cultivos, como son el arroz,
cebada y sorgo (Bhanu-Prakash et al,
2008). En cada uno de estos sustratos se
optimizé la produccion de conidiésporas
evaluando el pH, contenido de humedad, y
la concentracion de extracto de levadura.
Estas tres variables resultaron significa-
tivas, en la produccion de conidiosporas de
M. anisopliae, aunque para cada sustrato
evaluado, las tres variables estudiadas
fueron diferentes en las zonas de 6ptimos
resultados. Cuando el sustrato usado fue el
arroz, la condicion de humedad y pH donde
se obtuvo el maximo de conidiosporas
(5,25x1010 conidiosporas/g) fue de 23% y
7,01, respectivamente. Para el sorgo y la
cebada la produccion 6ptima de conidios
se obtuvo en un rango de humedad de 73-
76%. En los tres sustratos usados, el rango

de pH 6ptimo estuvo entre 6,7y 7,1 y el
sustrato arroz fue que necesité la menor
concentracion de extracto de levadura.

El efecto de la edad y tamaiio de in6culo en
los resultados de la fermentacion ha sido
menos abordado en la literatura, pero se
encuentra muy bien argumentado en el
articulo de revision de Muiiz-Paredes et al.
(2017). Como plantean los autores, en
algunos casos, es recomendable un tama-
fio de inéculo alto (> 10% m/m) para
minimizar el tiempo de fermentacion.

Con respecto a la temperatura, los hongos
entomopatéogenos son microorganismos
mesofilos y la temperatura 6ptima para la
produccion de conidios varia entre las
diferentes especies y las cepas de la misma
especie (Muhiz-Paredes et al., 2017). Para
el caso de M. rileyi Nm006, después de 7
dias de fermentacion a 25 °C creciendo
sobre una leguminosa en bolsas de polie-
tileno, influyé positivamente un choque
térmico a 5 °C durante 3,45 horas sobre el
rendimiento, germinacion y eficacia de los
conidios (Santos-Diaz, 2014). También, la
produccion de conidios por /. javanica
cultivada en arroz fue dos veces mayor
cuando se cultivd a 25 °C en comparacion
con 20 °C (Xie et al., 2016).

La aireacion es un factor muy importante
que influye en el crecimiento y la esporula-
cion, ya que los hongos entomopatégenos
son organismos aeroébicos. Este parametro
puede ser optimizado en biorreactores de
columna o bandeja. La aireacion forzada,
ademas de suministrar los requerimientos
de oxigeno en el sistema de FES, permite el
desplazamiento de CO2 y calor producidos
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por el metabolismo microbiano (De la Cruz-
Quiroz et al., 2015). Van Breukelen et al.
(2011) estudiaron el uso de varios tipos de
medios, comparando dos bioreactores:
lecho estatico compacto con aireaciéon y
tambor rotatorio por rozamiento para el
crecimiento de M. anisopliae. En el tambor
rotatorio M. anisopliae fue incapaz de
crecer, pero en el reactor de lecho empa-
cado obtuvo un rendimiento de conidios de
8x10° conidios/g usando cafamo impreg-
nado en una soluciéon de glucosa, extracto
de levadura y peptona bacteriolégica.
Estos resultados fueron comprobados a en
un reactor de lecho compacto con aeracion
con un volumen util de 20 decimetros
cubicos (Van Breukelen et al/, 2011). En
este estudio, las diferentes tasas de
aireacion no afectaron la produccion de
conidios de M. anisopliae IMI330189 en
biorreactores de columna.

Recientemente, Liu et a/. (2018) reportaron
el crecimiento y produccion de conidios
basados en la formacion de picnidios de
Conithyrium minitans utilizando el sistema
FES en un equipo con doble paso dinamico
de gas disefado por los propios autores.
Este fue un proceso peridodico de alter-
nancia de alta y baja presion con el cual se
incremento la produccion de biomasa en un
48,6%y la formacion de picnidios.

Existen varios tipos de biorreactores dispo-
nibles para FES, entre ellos: reactores
mixtos, reactores no mixtos con enfria-
miento conductivo, reactores no mixtos con
enfriamiento por evaporacion. Varias com-
paiias utilizan estos bioreactores para la
produccion de micoplaguicidas, p.e.
Koppert, Laberlam y Prophyta, la cual
desde el 2013 opera bajo el nhombre de
Bayer CropScience Biologics GmbH
(Ravensberg, 2011; Farm Industry News,
2018). Sin embargo, para la mayoria de los
procesos industriales existentes en la
produccion de hongos en los paises en vias
de desarrollo, se aplican extensivamente el
sistema de bolsa de polietileno y camas
rellenas aireadas (sistema de bandejas) (De
la Cruz-Quiroz et al., 2015; Van Breukelen
et al., 2011). Estos sistemas no requieren
aireacion forzada y el intercambio gaseoso
natural con el ambiente es suficiente
(Lopez-Perez et al., 2015). Dentro de las
ventajas de usar las bandejas y bolsas
estan la facilidad de implementacion y la
poca inversion.

El proceso en sistema de bandejas tiene
algunas variables que pueden ser modifi-
cadas para mejorar los parametros rendi-
miento y concentracion de conidios. Por
ejemplo, Xie et al. (2012) estudiaron la
produccion de conidios aéreos por B.

bassiana usando arroz como sustrato en un
proceso de FES en bandejas. Se estudio la
variacion en el grosor y el area de
superficie del sustrato en cada bandeja.
Los resultados demostraron que usando un
grosor del sustrato de 2 cm y cortandolo en
varias piezas pequefas (6 cm x 4 cm x 2
cm) aumenta el area superficial del
sustrato, y la transferencia metabodlica de
calor y gas, podria mejorarse. Bajo estas
condiciones, el rendimiento de los conidios
se incrementd significativamente con
respecto a la condicion base. Adicional-
mente, los cultivos de arroz al finalizar la
FES se secaron mas facilmente. Esta
variacion en el proceso, que no requiere
equipamiento complicado, aumenté el
rendimiento de los conidios en un 45%.

Otro estudio reporté el uso de campos
electromagnéticos para aumentar el
rendimiento de conidios de 7. harzianum
Rifai cepa A34, crecidas en bandejas
usando como sustrato bagazo de cana y
cascarillas de arroz. Al aplicarle campos
electromagnéticos por 15 minutos por dia
durante 14 dias, el rendimiento se
increment6 al orden de 1011 conidios/ g de
sustrato en comparacion con el control (sin
aplicacion de campo electromagnético)
que fue del orden de 10° conidios/g de
sustrato. También, con la aplicaciéon de los
campos electromagnéticos la densidad
aparente de las particulas se incremento lo
que favorece el proceso de separacion y
formulacion (Torres-Brizuela et al., 2017).
Ademas, existen otros factores importantes
para la produccion o6ptima de conidios
como el tamaio de particulas del sustrato,
el uso de texturizantes y aditivos, y la
modificacion de la relaciéon C/N, entre otros
(Muniz-Paredes et al., 2017). No obstante,
si bien las variables especificas y sus
valores estan optimizados para algunas
cepas, esta informacion debe ser conside-
rada cuidadosamente para el estudio de
cada cepa en particular.

3.5 Procesos de separacion o cosecha

La recuperacion de las esporas del sistema
de produccion en masa es una parte
intrinseca del proceso. En la mayoria de los
casos, las esporas deben separarse del
medio y este proceso no debe influir
negativamente en la calidad de las mismas
y el porcentaje de recuperacion debe ser
tan grande como sea posible. Los métodos
de cosecha dependen del sistema de
produccion ya sea de la FS o FES; los
aparatos tipicos son centrifugas, separa-
dores, equipos de tamizado y molienda, y
maquinaria para esporas secas o medio-
transportador con esporas o micelio, como
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un secador por pulverizaciéon, un secador
de lecho fluidizado, un liofilizador o un
sistema de forzado mas simple, soplador
de aire. Estos equipos son necesarios para
concentrar las esporas de la fase de
produccion y en el proceso de formulacién
(Ravensberg, 2011).

Las esporas de los hongos son relativa-
mente delicadas, por lo que su separacion
del sustrato debe ser un proceso seguro y
eficiente. La cosecha a menudo significa un
cambio repentino en las condiciones y se
debe tener cuidado para evitar daios
potenciales a las mismas por choque
osmético, temperaturas bajas o altas,
desecacion, fuerzas de corte o alta
presion. Existen basicamente dos métodos
de cosecha de las esporas en FES: por via
humeda y por via seca. La factibilidad de
aplicacion de cosecha de uno u otro
método dependen de ciertas propiedades
como: las caracteristicas del microorga-
nismo, propiedades del sustrato empleado,
método de fermentacion, y formulacion
final del producto a comercializar.

Por via seca tradicionalmente y de forma
artesanal se ha logrado la colecta con
tamices manuales, lo que permite obtener
un polvo con determinado tamano de
particula segin el tamafho del poro de la
malla. Este método es laborioso y consume
mucho tiempo, ademas de formar muchos
aerosoles de esporas con riesgo respira-
torio para el personal expuesto, y la
uniformidad de las particulas fisicas no es
homogénea, ademas de no tener alta
eficiencia en la separacion (Martinez et al.,
2013). También, se utilizan otras alterna-
tivas como la tecnologia de lecho fluidizado
y ciclon a partir de sustratos sélidos. Para
este caso de separacion de esporas a
partir de sustratos soélidos, se ha sido
disefiado y mejorado durante afos, un
equipo especifico para la colecta de
esporas de algunos hongos micoplagui-
cidas, el Mycoharvester que consiste en la
tecnologia de ciclon dual (Mycoharvester,
2017). Entre las ventajas de usar el
Mycoharvester para la separacion de
esporas estan: 1) separacion de las
esporas con alta calidad, 2) seguridad del
operador, 3) proceso rapido y efectivo
econdmicamente y 4) mejoramiento de las
técnicas de almacenamiento debido a la
concentracion de las esporas producto del
secado. Esta tecnologia se ha usado con
éxito a nivel industrial para separar
esporas de varios hongos entre ellos M.
anisopliae, B. bassiana, Purpureocillium
spp., Neurospora crassa y Trichoderma
spp. También, las esporas de T. harzianum
Rifai cepa A34 creciendo sobre un sustrato

que mezcla arroz partido (de desecho de
los molinos) y cascara de arroz, fueron
separadas por tamizaje vibratorio, que, si
bien produjo un menor rendimiento de
esporas en comparacion con Mycohar-
vester debido a un mayor daifo mecanico
de las esporas, las esporas obtenidas
fueron mas estables al ser almacenadas
por largos periodos de tiempo usando
agentes desecantes como silica gel y en
refrigeracion (Claro et al., 2009).

La separacion por via humeda es factible
cuando la morfologia y caracteristicas
propias del microorganismo y el sustrato lo
permita, asi como cuando la formulaciéon
final del producto lo requiera. Esta separa-
cion se hace a través de agitadores /
separadores donde previamente se deter-
mina el tiempo y velocidad de agitacion
6ptimos. En comparacion a los métodos de
separacion en seco, en este método en
himedo, se le adiciona al sustrato con los
conidios un determinado volumen de
solucion con tensoactivo para proceder a
la separacion (cuando es FES). A nivel de
laboratorio y plantas piloto se utilizan
lavadoras como aparatos de agitacion.
Luego, el liquido se pasa por filtros prensa
para separar el sustrato soélido de la
suspension que contiene las esporas.
Finalmente, la suspension se centrifuga
para precipitar las esporas y separarlas del
sobrenadante.

Liu et al. (2015) compararon varios méto-
dos de separacion de las esporas de B.
bassiana. ciclon dual (Mycoharvester),
tamizaje y elucién (separacion en humedo)
usando una solucion de tween 80 al 0,02%.
El mejor resultado fue alcanzado cuando se
uso6 la separacion en seco con ciclon dual,
alcanzando un rendimiento de esporas de
12,6 mg/g de biomasa y una concentracion
de 1,8x1010 esporasl/g.

En general, existe poca informacion dispo-
nible para uso publico de los métodos de
separacion de esporas a partir de sustratos
s6lidos y su eficiencia para productos
usados en el biocontrol de plagas agrico-
las. Ademas, la informacion disponible no
brinda datos criticos del proceso, proba-
blemente por constituir secretos indus-
triales de los procesos de produccion de
bioplaguicidas.

3.6 Produccion de micoplaguicidas a gran
escala por FES

Diversas publicaciones (Castillo-Lopez et
al., 2014; Jenkins et al., 1998; Kobori et al.,
2015; Mascarin et al., 2014; Michel-Aceves
et al., 2008; Mishra et al., 2016; Xie et al.,
2016) abordan la produccion masiva de
hongos para control bioloégico, aunque la
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mayoria describe investigaciones sobre la
optimizacion de la produccién de conidios
para una cepa especifica en un deter-
minado sustrato, pero pocas veces van
mas alla del nivel de laboratorio.

También se hace dificil la comparacion
entre los procesos de produccidon que se
publican debido a las diferencias en la
forma en que se reportan los resultados
obtenidos. Esto hace que la comparacion
de la eficiencia y la capacidad de sistemas
de produccion similares sea complicada.
Segun Jenkins et al. (1998) para evaluar un
sistema de produccion de esporas, los
siguientes parametros son esenciales 1)
Rendimiento que describe el numero de
conidios producidos por gramo o kilogramo
de sustrato, tomado como el valor medio
sobre un nimero de ciclos de produccioén,
2) concentracion de conidios en el
producto final, descrito como el nUmero de
conidios por gramo final de producto
después de la extraccion y formulacion, 3)
cantidad de sustrato usado para cada ciclo
de produccion, tomado como la media del
numero de ciclos, 4) rendimiento, que es
descrito como el nUmero maximo de ciclos
de producciéon posibles por aifo (u otro
intervalo de tiempo) y por ultimo 5)
frecuencia de aplicacion en campo que
esta medido como la dosis del producto por
hectarea depende si el producto es para
aplicacion foliar, para tratamiento a la
semilla o para usar en sistemas de trampas
en los cuales las hectareas protegidas
pueden ser mayores que cuando es otro
tipo de aplicacion.

También se debe tener en cuenta que el
sistema de produccion es solo una parte
del gran engranaje que las empresas
productoras de bioproductos agricolas
deben cumplir. Es imperante considerar
situaciones como la prevencion de la
contaminacion, potencia de las formula-
ciones, atenuacion de la actividad violo6-
gica, ylo el deterioro fisico del producto
formulado. Por lo tanto, se necesita
experiencia, materiales, equipos, el capital
humano para hacer frente a los inconve-
nientes que se pueden presentar. Por tal
razon, se debe evaluar en detalles la
economia de escala de las plantas
productoras, ya que puede ser mas
eficiente financiar menos plantas, pero con
mayor capacidad, ya que como se ha
demostrado, la produccion de bioproduc-
tos para control biolégico no es barata, un
hecho que limita ain mas su rentabilidad y
atractivo comercial (Skovmand, 2007).

La economia de escala podria proporcionar
una forma de disminuir los costos en tres
areas: capital, trabajo y materiales. Las

mejoras en la tecnologia de produccién
deberian ser un objetivo continuo de
investigacion, asi como también reducir los
costos de produccion. Al disehar una
planta de produccion y un proceso de
produccion, las posibilidades y ventajas de
la ampliacion deben ser parte del plan de
negocios en caso de que aumente la
demanda del mercado (Ravensberg, 2011).
La optimizacion de las condiciones de
fermentacion y los componentes del medio
pueden ser rapidamente alcanzadas a nivel
de laboratorio, mientras que una fermenta-
cion a escala piloto ayuda a la verificacion
efectiva de los parametros seleccionados.
No obstante, las condiciones requeridas
para alcanzar los rendimientos optimos,
costos asequibles y la eficiencia a escala
industrial pueden ser mas dificil de
alcanzar. Entre los factores biolégicos que
son necesarios monitorear estan la estabi-
lidad del cultivo, el nimero de genera-
ciones; y entre los parametros fisicos estan
el pH, la calidad del agua y del medio de
fermentacion. Estos factores, a escala de
laboratorio, tienen una importancia limita-
da, pero al aumentar la escala de produc-
cion pueden tener un peso significativo
sobre la operacion y disefio del proceso de
fermentacion.

Un ejemplo de produccion de bioplagui-
cidas a base de un aislamiento del hongo
entomopatogeno Metarhizium para el con-
trol de plagas de langostas y saltamontes,
fue el programa Lubilosa (Bateman, 2004).
Este programa comenz6 en el aifio 1990 y
culminé en el 2002, contando con 4 fases,
desde la investigacion a nivel de labo-
ratorio hasta la comercializacion del
producto. Con la ejecucion de este pro-
grama se evidencié que los sistemas de
produccion y aplicacion de los micopla-
guicidas requieren de un nivel de
sofisticacion similares al desarrollo de
plaguicidas quimicos convencionales.
Ademas, se demostré que es necesario un
buen prototipo para asi demostrar la
eficacia del producto a los agricultores.
También, el compromiso de los cientificos
en los centros de investigacion y de las
pequeihas empresas fue imprescindible
para lograr el desarrollo del bioproducto
asi como su comercializacion (Thomas et
al.,, 2007). El legado de este programa,
ademas de mostrar un flujo del desarrollo
del bioproducto muy completo incluyendo
la seleccion de las cepas, el desarrollo de
la tecnologia, la aplicacion en campo y los
aspectos regulatorios, mostré un camino a
seguir y proporcion6 una base sélida para
el desarrollo de bioplaguicidas a base de
hongos.
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Para el desarrollo de un micoplaguicida, se
requiere un enfoque pragmatico, holistico y
sistematico para seleccionar al microor-
ganismo apropiado y debe considerarse
una vision amplia entre los factores que
influyen en el rendimiento en campo de los
bioproductos fangicos. Asi como los facto-
res nutricionales y fisicos son importantes
en la fermentacion, los procesos aguas
abajo son claves en un sistema eficiente de
produccion de biomasa, esporas, metabo-
litos secundarios y/o enzimas. Los proce-
sos de fermentacién influyen en la selec-
cion de una tecnologia de formulaciéon
apropiada que puede estar basada en
limitaciones criticas como vida atil y
restricciones ambientales encontradas en
el desarrollo del micoplaguicida (Boyetch-
ko et al., 1999). El sistema de produccion
de esporas incluyendo los procesos de
aguas abajo, la formulacién y la aplicacion
estan interrelacionadas (Figura 2). Un
cambio en una de esas etapas puede influir
sobre las otras y sobre la actividad
biolégica del bioproducto.

4. Desarrollo tecnolégico de micopla-
guicidas en Latinoamerica y El Caribe

En Latinoamerica y El Caribe la industria de
bioplaguicidas en parte esta apoyada por
los gobiernos y organizaciones no guberna-
mentales, y por algunas inversiones por
parte del sector privado. Las empresas

MICOPLAGUICIDA

existentes se dedican mayormente al
desarrollo y produccion en pequeia escala
de bioplaguicidas principalmente micro-
bianos (Mordor Intelligence, 2016; Rivera-
Méndez, 2016). No obstante, a esta
situacioén, la investigacion sobre agentes
de control biolégico ha tenido una dinamica
creciente en los ultimos afos. Al realizar
una busqueda de documentos en la base de
datos Scopus, utilizando como palabra de
busqueda “fungi biopesticides” y seleccio-
nando los campos de busqueda “Article
title, Abstract, Keywords”, se analizé la
distribucion de estas publicaciones depen-
diendo del pais de origen de los autores
entre los anos 2000-2018 (Figura 3).
Adicionalmente, los resultados fueron
filtrados solamente para incluir los paises
de Latinoamérica y ElI Caribe. Brasil,
México, Chile, y Colombia son los paises
con mayor numero de documentos
publicados con relaciéon a micoplaguicidas
durante este periodo. Sin embargo, la
mayor parte de estas publicaciones se
dedican a la busqueda y seleccion de
microorganismos con potencial controla-
dor, pero pocos se refieren al desarrollo
tecnolégico de bioplaguicidas. De los 97
documentos encontrados en esta revision
en Scopus, solamente el 4,1% contiene
palabras claves asociadas a desarrollo
tecnolégico (production, culture media, y
culture medium).
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Figura 2. Flujograma del proceso de desarrollo de micoplaguicidas.
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Figura 3. Analisis de resultados de la busqueda de
documentos en la base de datos Scopus utilizando
como palabra de busqueda “fungi biopesticides” y
seleccionando los campos de busqueda “Article title,
Abstract, Keywords”, durante el periodo 2000-2018.
Solo se analiz6 la informacion correspondiente a los 10
paises de Latinoaméricay El Caribe.

En Centroamérica, la contribucion econ6-
mica al pais de las empresas productoras
de bioplaguicidas es muy pequeia al punto
que en analisis macroeconémicos este
sector aun no se considera (Rivera-
Méndez, 2016). Principalmente, el desarro-
llo se realiza en universidades y algunas
empresas técnicas apoyadas por los
gobiernos y/o por asociaciones del sector
agricola. Un caso especial en Centroamé-
rica es México, en donde durante los
Gltimos afos la investigacion y desarrollo
de Dbioplaguicidas ha tenido mayor
expansion, debido a que muchos de los
productos agricolas son exportados bajo la
denominacion de alimentos organicos.
Asimismo, el gobierno realiza campahas
fitosanitarias para aplicacion de bioplagui-
cidas como parte de programas de MIP en
cultivos agricolas extensivos de determi-
nadas regiones del pais. Para suplir la
demanda interna de bioplaguicidas, México
cuenta con alrededor de 68 pequeias y
medianas plantas de capital nacional que
producen alrededor de 37 bioplaguicidas,
14 basados en hongos, 6 en bacterias, 15
en insectos, y 2 en nematodos. Estas
plantas estan ubicadas principalmente en
el centro del pais, en el pacifico norte, y en
el norte (Bettiol et al., 2014; de Leodn et al.,
2010).

El mayor desarrollo tecnolégico en biopla-
guicidas en el caribe se ha dado en Cuba,
donde en 1991 se incluy6 en el Programa
Alimentario la produccion de bioplaguici-
das y biofertilizantes como estrategia para
enfrentar las necesidades de fertilizacion
de los suelos y para el control de plagas de
los cultivos, dada a la dificultad para
importar insumos. La red de Centro de
Reproduccion de Entoméfagos y Entomo-
patégenos (CREE) se ha dedicado a la
produccion artesanal de bioplaguicidas
basados en cinco lineas de produccion;

tres de hongos (B. bassiana, V. lecan,
Trichoderma spp), uno de bacterias
(Bacillus thurigiensis) y uno de acaros
(Phytoselius) cubriendo principalmente la
demanda local de los agricultores (Diaz et
al.,, 1994). Para realizar la transferencia
tecnolégica y comercializacion del de-
sarrollo cientifico de los distintos institutos
de investigacion, Cuba cuenta con el grupo
empresarial LABIOFAM, donde se trabaja
en conjunto para perfeccionar las
tecnologias de produccion de acuerdo a los
estandares internacionales (Bettiol et al,
2014) y para la comercializacion de los pro-
ductos tanto a mercados nacionales como
internacionales.

En Sudamérica se destacan Brasil, Chile y
Colombia como lideres en investigacion de
control biolégico de plagas. Entre estos
paises, Colombia a 2010, era el pais que
contaba con mayor nimero de bioplagui-
cidas registrados (48). El contar con una
regulacion especifica para el registro de
bioplaguicidas ha favorecido el proceso de
registro en Colombia (Ceballos-Vazquez et
al., 2016), mientras que en Brasil y Chile
SAG la regulacion que se aplica es la
misma que la utilizada con los plaguicidas
quimicos (Ceballos-Vazquez et al., 2016;
Pelaez et al., 2017). En Colombia, la Corpo-
racion de Investigacion Agropecuaria de
Colombia (Agrosavia) a partir de 1994 inicio
un programa de investigacion y desarrollo
de bioplaguicidas que ha resultado en el
registro ante el ICA de cinco biopla-
guicidas. Dos de ellos basados en hongos
(Moreno et al, 2010) y tres en virus
(Cubillos et al., 2014, 2016; Géomez et al.,
2009; Santos et al, 2014). Agrosavia
cuenta con un modelo de investigacion
integral y un equipo de investigacion
multidisciplinario, que realiza desde Ila
busqueda de nuevos bioproductos, disefio
y desarrollo de procesos de produccion y
formulacion, hasta el licenciamiento y
transferencia de la tecnologia a otras
empresas ya sean en Colombia o en otros
paises como Alemania, Brasil y Estados
Unidos.

5. Desafios actuales y futuros

Dentro de los productos potenciales que se
encuentran actualmente en desarrollo se
puede encontrar bioplaguicidas a base de
las proteinas, metabolitos secundarios y
enzimas producidas por hongos. Estos
compuestos son secretados extracelular-
mente durante los procesos de fermen-
tacion, en algunos casos en pequeias
cantidades dependiendo de las especies,
cepas y las condiciones de cultivo. Varios
metabolitos secundarios han sido reporta-
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dos como compuestos con actividad
biocontroladora (Cotes, 2014, Leland,
2013; Lozano-Tovar et al., 2017; Panpatte
et al., 2017; Patel, 2011), algunos de ellos
son Beauvericina, Efrapeptinas, Destru-
xinas, Leucinostatinas, Kantomicina,
Bassiacridina, entre otros. Adicionalmente
estos hongos cuentan con un poderoso
sistema enzimatico que incluye proteasas,
lipasas, amilasas, glucanasa, quitinasas, y
celulasas, que les permite convertir los
tejidos de los insectos en nutrientes para
su crecimiento. La Tabla 2 presenta varios
ejemplos de metabolitos secundarios y
enzimas producidos por hongos entomopa-
tégenos y con potencial biocontrolador. En
muchas de las formulaciones actuales de
bioplaguicidas solo se utilizan las esporas
de los hongos y estos compuestos son
desperdiciados en los medios usados
después de la fermentaciéon. Sin embargo,
podrian ser agregados a la formulacion de
los bioplaguicidas actuales para mejorar su
efectividad y agilizar su tiempo de accion
(Deshpande, 1999). Por ejemplo, se nece-
sitan aproximadamente 3 mg/kg de esterol
fungitéxico, miconazol para destruir 50%
de Bolrytis cinerea. La inclusion de 10
mg/kg de endoquitinasa de 7. harzianum
disminuy6 la cantidad de antibiotico a sélo
70 ug/kg (Deshpande, 1999).

Una nueva opcion de bioplaguicidas que se
encuentran bajo un rapido desarrollo son
los basados en ARN de interferencia
(ARNi). Este es un mecanismo bioldgico,
que ha sido reportado en diferentes
organismos eucariotas, en el cual se con-
sigue silenciar genes mediante moléculas
de ARN de doble cadena (ARNdc). Por
medio de este mecanismo se puede realizar
silenciamiento selectivo de genes, con-

Tabla 2

siderados esenciales para la sobrevivencia
de los insectos plagas, concediendo una
alta especificidad a esta tecnologia
(Noriega et al., 2016; Seiber et al., 2014).
Christiaens et al. investigaron el uso de
ARNi contra el gorgojo africano de la
batata, utilizando dosis con concentra-
ciones bajas alrededor de 1 ug ARNdc/cc
agregandolo a la dieta, y lograron obtener
mortalidades mayores al 50% (Christiaens
et al, 2016). El ARNi generalmente se
aplica topicamente a la planta o por
modificacion genética de la planta, sin
embargo, Murphy et al. modificaron
genéticamente levaduras para que exprese
ARNdc con el objetivo de silenciar el gen y-
Tubulin  en Drosophila suzukii. Ellos
aprovecharon la interaccion simbiética
entre Drosophila, levadura, y plantaciones
de frutas, obteniendo como resultado una
disminucion en la supervivencia de larvas y
una reduccion de la movilidad de los
adultos (Murphy et al., 2016).

Actualmente, el desarrollo de bioplagui-
cidas ha empezado a aprovechar las
técnicas multiomicas de alto rendimiento,
la integracion computacional de los datos a
través de biologia de sistemas, y el uso de
técnicas de recombinacion de ADN, con el
propodsito de acelerar los procesos de
bioprospeccion, el diseio y optimizacion de
los procesos de produccion (Trivedi et al,
2017).

La bausqueda de nuevas moléculas, genes,
y microorganismo se agilizara por el uso de
los genomas de las plagas y hongos para
mejorar el entendimiento de las interac-
ciones que existen entre plagas-plantas-y
enemigos naturales, que favorecera el
desarrollo de bioplaguicidas fungicos mas
eficientes (Chandler et al., 2011).

Ejemplos de metabolitos secundarios y enzimas producidos por diferentes hongos y con varios blancos bioloégicos

Hongo Producto Blanco biolégico Referencia
Metarhizium Extractos crudos del hongo o Verticillium causa (Lozano-Tovar et al.,
brunneum Petch parcialmente purificados marchitez en olivares 2017)

. . Combinacion de esporas y extracto
b AR, de enzimas, grasas Plagas de follaje e insectos
B.bassianay V. § (Patel, 2011)

y moléculas promotoras del

Lecanii crecimiento

de suelo

Combinacion de esporas con

M. anisopliae F52 X
proteasa comercial

Gusano de harina (Leland, 2013)

Hypocrella . A o (Panpatte et al.,

raciborskiiZinn ergosterol y dustanin Acaro arafna 2017)

V. lecanii Vertilecanina A, By c y sus ésteres Gusano de maiz (Panpatte et al.,

: de metilo (Helicoverpa zeaK) 2017)

B. bassiana Basianslido R D SR (Borges et al., 2010)
(Bombix mori)

Tolipocladium o Escarabajo colorado de la

e Extracto lipidico papa (Borges et al., 2010)

Myrothecium Producto DiTera contiene . (Twomey etal.,
Nematodos

verucaria metabolitos fungicos

2000)
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El genoma de hongos es rico en metabo-
litos secundarios, y muchos de ellos aun no
han sido caracterizados. Un analisis del
genoma de Metarhizium y Beauveria
identifico que alrededor del 80% de genes
asociados a metabolitos secundarios aun
no tienen un producto caracterizado
(Gibson et al., 2014).

Hasta hace poco muchas de las técnicas de
ingenieria genética eran dificiles de aplicar
en la mayoria de hongos filamentosos,
principalmente se aplicaban a hongos
modelos, de los cuales se tenia mas conoci-
miento sobre su estructura molecular y
bioquimica (Nedvig et al., 2015). Adicional-
mente debido al tamaiio de los genomas de
los hongos, y que muchos de los com-
puestos bioactivos son codificados por
cluster de genes largos, la manipulaciéon
genética de los hongos era una tarea ardua
y con resultados variables. Principalmente
se han utilizado técnicas de mutagénesis,
transformacion usando plasmidos, y fusion
de protoplastos para aumentar la virulencia
y estabilidad en campo (Arora et al., 2014).
Para facilitar la manipulacion genética de
los hongos filamentosos, se ha desa-
rrollado un sistema basado CRISPR-Cas9
que ha sido aplicado en diferentes especies
de Aspergillus (Katayama et al, 2016;
Ngdvig et al., 2015), B. bassiana (Chen et
al.,2017)y T. reesei (Liu et al., 2015). El uso
del sistema CRISPR-Cas9 para la edicion
de genomas facilitara knock-out y/o knock-
in de genes especificos (Donohoue et al,
2017). Esta técnica de alta precision ayuda
en el descubrimiento de las funciones de
los genes, también favorece la creacion de
cepas mas robustas y estables y con mayor
productividad mediante delecion de genes
no esenciales (Santero et al, 2016). Por
ejemplo, el rol esencial de la proteina
methiltransferasa (lae1) en la regulacion de
la capacidad celulolitica en 7. reesei fue
verificado utilizando un sistema CRISPR-
Cas9 para crear un mutante Alae1 que
poseia una actividad enzimatica mas baja
que la cepa madre (Deng et al., 2017).
También, CRISPR-Cas9 fue utilizado en
hongos terméfilicos de la especie
Myceliophthora para crear cepas hiper-
productoras de celulasas, fue reportado un
aumento hasta de 13 veces la actividad
enzimatica comparada con la cepa madre
(Liu et al., 2017).

Finalmente, el disefio y optimizacion de
bioprocesos utilizando biologia de sistemas
ayudara a reducir los costos y el tiempo en
experimentacion. Utilizando modelos mate-
maticos de los microorganismos se logra
integrar la informacion generada por
técnicas omicas (gendémica, transcripto-

mica, proteémica, metabolomica, y fluxo-
mica), y se podra predecir el compor-
tamiento de los mismo con respecto al
crecimiento y produccion de subproductos
deseados ante perturbaciones en el
ambiente (modificaciones en los medios de
cultivos), modificaciones genéticas (gene
knock-out/knock-in), y cocultivo de micro-
organismos (Chubukov et al., 2016; Kim et
al., 2016; Nielsen et al., 2017).

6. Conclusiones

Las tecnologias de fermentacion, son
fundamentales para determinar si el
microorganismo seleccionado, en teoria
altamente eficaz, pueda convertirse en un
micoplaguicida econémicamente viable. En
esta etapa de desarrollo, es clave lograr el
escalado eficiente del proceso basado en
los elementos fundamentales de reque-
rimientos nutricionales y fisicos de cada
microorganismo, teniendo en cuenta no
solo la cantidad de biomasa a obtener sino
también la produccion de metabolitos
secundarios y/o enzimas, para dar un valor
agregado al bioplaguicida final. Un area
clave del desarrollo de proceso es
combinar los agentes de control biolégico
con enzimas u otros componentes
derivados del metabolismo de los microor-
ganismos, asi como mayor aplicacion de
las técnicas oOmicas para la seleccion,
desarrollo y optimizacion del proceso
fermentativo. Finalmente, a pesar de existir
un enorme potencial para utilizar residuos
agroindustriales como medio de cultivo,
aun este recurso no es explotado de
manera eficiente en los procesos de
fermentacion para obtener micoplaguici-
das. Por lo tanto, es importante desarrollar
investigacion aplicada que resulte en el uso
de estos residuos como fuente nutricional
para los microorganismos.
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