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Introduccién

Los hongos son un grupo de organismos eucariotas que se pueden presentar
como hongos filamentosos (mohos) y hongos levaduriformes (levaduras). Se ca-
racterizan por segregar enzimas para realizar una digestion externa y absorber los
nutrientes de sustancias disueltas. Los hongos han acompanado la vida productiva
del hombre desde la antigiiedad y cada dia su importancia aumenta en campos
como la agroindustria, la medicina y la biotecnologia, debido a su capacidad de
produccién de una gran variedad de enzimas y metabolitos secundarios.

En este libro se presenta a los lectores los resultados de algunas de las investi-
gaciones realizadas con este importante grupo de organismos, un enfoque desde
la agroindustria y la biotecnologia llevadas a cabo por los grupos de investigacion
Biotecnologia de la Universidad de San Buenaventura Cali y Microbiologia,
Industria y Ambiente de la Universidad Santiago de Cali.

Aqui se refleja el trabajo interinstitucional e interdisciplinario, que retine los
esfuerzos de estudiantes de pregrado y posgrado, al igual que el de los docentes,
quienes desde diferentes espacios como los semilleros de investigacién, los tra-
bajos de grado, las tesis y los proyectos de investigacion logran demostrar que en
nuestra region es posible realizar investigacion, para dar un uso biotecnoldgico
a los hongos y mostrar la gran diversidad biolégica con la que se cuenta para
desarrollar investigaciones que potencien el sector agroindustrial e impacten el
mundo.

El presente titulo se compone de seis capitulos en los cuales se exponen los
muchos usos que se pueden dar a los hongos y sus aplicaciones agroindustriales,
permitiendo asf al lector tener una visién general del gran potencial de los mi-
croorganismos en la solucién de los problemas que afectan el sector y las opor-
tunidades que se pueden presentar. Cada capitulo tiene un breve cuadro de los
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elementos tedricos que detallan la problemadtica y los resultados de investigacién
asociados. Asi, el primer capitulo muestra la capacidad de los hongos de actuar
como controladores biolégicos, describe los diferentes métodos de infeccién de
hongos a insectos y otros hongos, y se enfoca en su utilidad para el control de
plagas, mediante una investigaciéon del desarrollo de un bionsecticida para el
control de la hormiga arriera (Atta cephalotes). El segundo capitulo contiene
una descripcién de la funcionalidad y las fuentes de las enzimas pectioliticas en
el reino fungi y un analisis investigativo de algunas especies fingicas aisladas en
Valle del Cauca con capacidad para degradar pectinas. El tercer capitulo muestra
un lado negativo de los hongos, las micotoxinas, metabolitos secundarios que
son capaces de generar riesgos para la salud de los consumidores, esto es sujeto
de investigacién en una materia prima prometedora para la agroindustria en
Colombia: el Cacao.

Los capitulos 4, 5 y 6 corresponden a resultados de investigacion cientifica
presentados en formato tipo articulo. El capitulo cuatro muestra cémo la pro-
duccién de enzimas puede convertirse en un aliado estratégico para mitigar el
impacto ambiental generado por algunas industrias. El capitulo cinco muestra la
suceptibilidad de los hongos a ser controlados por metabolitos producidos por las
plantas, como los aceites esenciales y en el capitulo seis la investigacién sobre la
produccién de orellana, muestra la importancia de los hongos en la produccion
de alimentos y su potencial en la produccién de metabolitos como la lovastatina.
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CAPITULO1

Los hongos como controladores biolégicos

Raul Alberto Cuervo Mulet," Fabidn Felipe Ferndndez Daza,’
Marino Valencia Rodriguez’ y Marney Pascoli Cereda.*

Introduccién

Segtin la norma técnica colombiana NTC 4422-2[1], el control bioldgico se
refiere al uso dirigido de insectos parasitos, predadores y patdgenos para el control
de insectos plagas, en los programas de manejo integrado en general. El control
bioldgico incluye diferentes estrategias para eliminar o controlar un organismo
considerado nocivo en la agricultura, entre las cuales se incluye Ia utilizacién de
enemigos naturales generalistas que se alimentan de un gran nimero de indivi-
duos, bien sea que estén en estadios juveniles o en la fase adulta.

Entre los controladores generalistas [2], [3] encontramos: Phytoseiulus persimilis
[4], Coccinella septempunctata [5], Lebia grandis Aleochara bilineata [6], Chrysoperla

1. Grupo Biotecnologfa, Facultad de Ingenierfa, Universidad de San Buenaventura Cali, Carrera 122 # 6-65,
76001, Cali, Colombia.

2. Grupo Salud, Ambiente y Productividad (GISAP), Facultad de Educacién Virtual y a Distancia, Institucién
Universitaria Antonio José Camacho, Avenida 6N # 28N-102, 25663, Cali, Colombia.

3. Grupo Economia, Gestién, Territorio y Desarrollo Sostenible, Facultad de ciencias econémicas, Universidad
de San Buenaventura Cali, Carrera 122 # 6-65, 76001, Cali, Colombia.

4. Centro de Raizes e Amidos Tropicais (CERAT), Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Rua Quirino de Andrade 215, Centro Sao Paulo, Brasil.
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camnea 7], Podisus maculiventris [8] y Deraeocoris nebulosus [9], [10], los cuales son
empleados en control de plagas que afectan cultivos de tomate, papa, pimienta,
algodén y leguminosas, entre otros [11]. El uso de parasitoides entre los que se en-
cuentran Ophelimus maskelli [12], Homalodisca vitripennis [13] y Aphidius colemani
[14], se caracteriza por ser especifico a ciertos insectos o sus etapas de desarrollo
y por la utilizacién de extractos vegetales ya sea a partir del procesamiento de
la planta completa o de algunas de sus partes (hojas, raices, flores, frutos) para
obtener algunos ingredientes activos, los cuales pueden causar mortalidad, inhi-
bicién del crecimiento, supresion del comportamiento reproductivo y reduccién
de la fertilidad y la fecundidad [15], [16]. Son también efectivos en el control de
hongos con el empleo de aceites esenciales [17]. Entre las plantas utilizadas para
tal fin se encuentran Parthenium hysterophorus, Tagetes evecta y Piper nigrum, entre
otros [16]. En la utilizacién de patégenos se agrupan las bacterias, los hongos y
los virus. Los plaguicidas microbianos (bacterias) se caracterizan por tener costos
de produccién bajos, alta especificidad y patogenicidad contra una o més plagas
que afectan cultivos de importancia econémica o social. Estos microorganismos
se multiplican en el sistema digestivo y producen la muerte de su hospedero por
septicemia. Entre las bacterias empleadas se encuentran Bacillus popillae, Bacillus
thuringiensis [18] y Pseudomonas aeruginosa [19]. Los plaguicidas virales entre los
que se destacan Oryctes virus [20] y virus de la granulosis [21], son altamente
especificos con sus insectos huésped y seguros para el medioambiente, los seres
humanos, las plantas y sus enemigos naturales.

Este capitulo mostrara las generalidades asociadas a la utilizaciéon de hongos
como agentes controladores y los mecanismos implicados en el control ya sea
por infeccién a organismos plaga o por parasitismo de otros hongos. Asi mismo,
se dara un ejemplo de aplicacién como controlador de Atta cephalotes.

Especies fungicas empleadas como agentes
controladores de plagas

Actualmente se estima la existencia de mas de 750 especies flingicas que se
desempefian como controladores bioldgicos. Se encuentran en el medioambiente
(suelo, plantas e insectos infestados) y entre ellas se destacan los géneros Me-
tarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces y Verticillium [22],
[23] (Tablas 1y 2), por su forma caracteristica de infeccién, son los microor-
ganismos mds importantes que infectan insectos como &fidos, mosca blanca,
escamas, cigarras y chinches, entre otros. Su accién se ve mediada por la invasién
de la hemolinfa y produce la muerte por la combinacién de dafios mecanicos,
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desnutricién y la accién de metabolitos secundarios y de toxinas segtin el hongo.
Durante el proceso de infeccién se producen cuerpos hifales y protoplastos que
carecen de una pared celular por lo que no son detectados por los hemocitos del
insecto, lo que permite que el hongo lo colonice al acceder a los nutrientes que
requiere para su desarrollo y ocasionado la muerte del huésped (insecto) [7],
[8], [24]. Por esta razén, los hongos se han utilizado alrededor del mundo en el
control de diferentes plagas y entre ellos se encuentran géneros como Metarhi-
zium y Beauwveria ~que naturalmente se han establecido e infectado especies de
insectos sociales~; Trichoderma sp. [7] Beauveria, Brongniartii [11], Metarhizium
[12], Isaria fumosorosea [25], [26] y Verticillium lecanii [27], [28].

Con la utilizacién de estos hongos (esporas) se han desarrollado diferentes
bioformulados comerciales, entre los que encontramos Green Guard (SC/ULV)
formulado en Australia, que contiene como agente activo esporas de Metarhi-
zium anisopliae var. Acridum, empleado para el control de langostas en cultivos
[18]. En el mundo podemos identificar a Tracer® (Saccharopolyspora spinosa),
Aseronija (Rusia), cuyo ingrediente es Aschersonia aleyrodis. A partir de esporas
de Beauweria bassiana encontramos Biotrol FBB (USA), Boverin (Rusia) y ABG-
6178 (USA). Con el empleo de Hirsutella thompsonii se elabora Mycar (USA) y
con Metarhizium anisopliae se fabrica Biotrol FMA (USA) y Metaquino (Brasil).
Se tiene también Mycobac, cuyo principio activo es Trichoderma lignorum es pro-
ducido en México. Por dltimo, en Inglaterra estan las marcas Vertalec y Mycotol
que producen Verticillium lecanii [80]. Entre los productos latinoamericanos se
encuentran Adral wp, Agronova, Bassianil, Baubassil, Botanigard, Brocaril, Mus-
cardin, Micosis, Mycontrol SE®, Naturalis-L® y Mycotech, Conidia® (Beauwveria
bassiana) [78]. Micos Plag® (Colombia) emplea la combinacién de esporas de
los hongos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces lilacinus, con
el objetivo de controlar trips, 4fidos, acaros, broca del café y nematodos. Estos
productos se indican claramente su manejo adecuado y advierten los riesgos que
podrian presentar para la salud que se pueden controlar utilizando elementos
de proteccién personal (guantes, tapaboca y gafas, entre otros). Es importante
considerar que dada la naturaleza de sus componentes activos (esporas fingicas),
estos productos son seguros para el hombre y otras especies del ecosistema, ya
que pueden infectar diferentes hospederos, por lo cual no son especificos para
el insecto de interés.

Mecanismo de accién de los hongos entomopatdgenos

La Figura 1 describe las fases de desarrollo de la infeccién del insecto por los
hongos entomopatégenos.
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Figura 1
Modelo general del proceso de infeccién de los hongos entomopatdgenos

Germ tube Conidium

Appressorium
Envelope \‘

Epicuticle

Cuticle

Epidermal cells

Hemocoel

i A @ @.’n wvablasmspmea or:
. hyphalbodles 5

Fuente: Vega et al., 2012.

Adhesion de esporas

La naturaleza heterétrofa de los hongos los obliga a obtener los nutrientes
para su desarrollo a partir del organismo infectado. En el caso de los hongos
entomopatdgenos, estos deben penetrar la cuticula del insecto compuesta prin-
cipalmente por quitina. Previo a esto, las esporas deben adherirse y para ello
utilizan diferentes estrategias, entre las que se tienen las interacciones hidréfobas/
hidrofilicas por medio de las cuales los conidios aéreos se unen fuertemente a
las superficies hidréfobas, pero débilmente a las superficies hidréfilas. Los coni-
dios sumergidos tendran la misma fuerza de adhesién en superficies hidréfobas
e hidrofilicas, contrariamente a las blastosporas que se unen fuertemente a las
superficies hidrofilicas y débilmente a las hidrofébicas. Adicionalmente ocurren
cambios, como la expresion de proteinas similares a las adhesinas (MADI1 y
MAD?2), produccién de sustancias adhesivas (Neozygites y Zoophthora), y esporas
recubiertas por mucilago [29] [81].
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Tabla 1

Principales especies de hongos entomopatégenos presentes en el medioambiente

Género Especie Artrépodo LD50 LT50 Autor
Akanthomyces | Akanthomyces Arafas NA NA [29]
spp.
A. pistillariiformis
A. koratensis
A. aculeatus
Aschersonia A. dleyrodis Insectos de NA NA [291(30]
A. marginata los géneros
A. coffeae Coccidae,
Lecaniidae y
Homoptera y
mariposas de
los géneros
Aleyrodidae y
Homoptera
Beauveria B. bassiana Lycoriella 2,16 x 105 6 dias [31]
B. brongniartii Ingenua conidias/cm2 | 10 dfas [32]
B. tenella Sinoxylon anale | 1 X 108 [33]
B. pseudobassiana | Lesne conidias/mL (6,8 dfasa 1 x | [34]
Frankliniella 107 conidias/
occidentalis mLy 5,8 dfas
Scatella alx108
tenuicosta conidias/mL)
Beauveria B. medogensis Spodoptera 3,6 x 106 [35]
littoralis conidias/mL
Corcyra 10 dias
Cephalonica 109 conidias/ [36]
mL
Dermanyssus 11-12 dfas [37]
gallinae
T. molitor 1x 107 coni- [38]
dias mL-1
[39]
1 X 108 coni- [40]
dias mL—1
2,02 x 108 [41]
spores/mL
109conidia/ [42]
mL
103 conidias
mL-1
Culicinomyces C. clavisporus Aedes aegypti | 3,6 x 105 1al,3 dfas
C. bisporalis conidias/mL [43]
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Cordyceps C. tenuipes Infecta lepi- NA NA [44]
dépteros en
estadio de
pupa
Coelomomyces C. santabrancae | Onirion sp. NA NA [45]
sp.
Entomophthora | E. syrphii Afidos NA NA [29]
E. planchoniana | Tetraleurodes [46]
E. leyteensis acaciae [47]
Erynia Erynia spp NA NA
E. radicans
(29]
Eryniopsis E. lampyridarum | Escarabajos NA NA
Hirsutella H. Thompsonii Hypothenemus [48]
hampei
H. nivea 1[29]
H. saussurei 2[49]
H. eleutherato-
Tum
Hymenostilbe Hymenostilbe spp
Isaria L. fumosorosea Haematobia 107 conidias/ | 71 %-86 %
irritans mL en ocho dfas
Bemisia tabaci [50]
[51]
Lagenidium L. giganteum Larvas de 5,92 x 106
mosquitos
Aedes aegyptil [29]

152]
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Género Especie Artrépodo LD50 LT50
L. attenuatuml
L. lecanii
Lecanicillium 2 L 1 P
(Verticillium) L. longispoum Botrytis cinérea 1 x 106 conidias/ml 2,8 dias
L. muscarium
(Verticillium
lecanii)
Leptolegnia L. chapmanii Aedes aegypti NA NA
M. anisopliae Dysdercus
M. flavoviridae Peruvianus
M. Brunneum Stomoxys calcitrans 1x108 conidias/mL
Metarhizium Agriotes lineatus 14-21 dfas
Agriotes obscurus
Haematobia irritans
Bemisia tabaci
Nomuraea N. rileyi Fmﬁklinieﬂa 1x 107 conidias/ml
occidentalis
Género Especie Artrépodo LD50 LT50
N. parvispora Limothrips dentricornis
Neozygites N. flovidana Tetranychus urticae NA NA
P, farinosus
P fumosoroseus
(Isaria fumosoro-
Paecilomyces seus) NA NA NA
P tenuipes
P lilacinus
Trichoderma T longibrachiatum | Leucinodes orbonalis 2,87%107 esporas ml—1 | 11,7 dfas
2. independentia Tipula (Lunatipula)
submaculata
Zoophthora Z. porteri Tipula (Tﬁp licitipu- NA NA
la) colei
7. vadicans Bagmda hilaris leac~
tericera cockerelli

LD50: dosis letal 50, LT50: tiempo letal 50, N.A: no se registra
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Tabla 2
Principales hongos parésitos con sus especies antagdnicas.
Género Especie Antagonista DL Inhibicién Autor
Aspergillus A. piperis Alternaria alternata, 71,85 %- 85% [63]
A. tubingensis | Alternaria solani, [64]
A. aculeatus Botrytis cinerea,
A. nomius 2 Sclerotium cepivorum,
Sclerotinia sclerotiorum
Cimex hemipterus2
Trichoderma | T asperellum Meloidogyne javanica | 2,7 x 107 60,1 %-66,8% [65]
T harzianum Sclerotium rolfsii conidia ml 62,39 %-91- [66]
T. citrinoviride | Sacc. 1x107 conidia | 13 % [67]
T viride Erysiphe necator, ml 35,71 % [68]
T virens Calonectria pseudo- -53,40 % [69]
T. koningii naviculata 2,87x107 85% [70]
T. afroharzia- Sclerotinia sclero- esporas ml” 56,3 % [71]
num tiorum [72]
T. asperelloi- Phytophthora me- 90 % [73]
des gakarya 56,4 %- 81,1 % | [74]
T. koningiopsis | Fusarium grami- 87 %-91 % [75]
T. velutinum nearum 63,52 % - [76]
T. longibra- Colletotrichum 78,80 % [68]
chiatum gloeosporioides [60]
Phoma exigua, (64,2 +0,5,
Fusarium nygamai 'y 75,0+ 0,7,71,4
Rhizoctonia solani +0,6, 62,5+
Phytopthora ramo- 0,5)
rum 85 %
Fusarium oxyspo- 85 %, 11,3 dias
rum, Verticillium
dahlia,
Colletotrichum
capsici, Alternaria
alternata
Calonectria pseudo-
naviculata
Leucinodes orbonalis
Escovopsis E. weberi Leucoagaricus sp NA NA [77]

DL: dosis letal

Germinacion de esporas

En esta fase, a partir de la espora se forma un tibulo que penetra la cuticula.
Este puede ser afectado por factores ambientales, de la cepa o de la naturaleza de
la cuticula. En los pliegues intersegmentales se presenta mayor humedad y carecen
de la esclerotinosa, lo que facilita la penetracién. Al unirse la espora se forma
un apresorio al final del tubo germinal, estructura que permite la penetracion a

través de una clavija de penetracién o infeccion. [29], [81].
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Penetracion de la cuticula

Con el objetivo de comprender la manera como el hongo accede al interior
del insecto, se requiere conocer la estructura de la cuticula. Esta consiste en
una red polimérica de quitina (70 %) y se divide en tres secciones: la envoltura,
que corresponde a la capa més externa tiene un grosor que varfa entre 10y 30
nm. Siguen la epicuticula y la procuticula, secciones en donde se forman la
quitina y las protefnas de la matriz. La procuticula se divide en endocuticula y
exocuticula. En la base de la procuticula se encuentran las células epidérmicas.
La infeccion requiere la ruptura mecanica de la cuticula, la que ocurre por la
presion ejercida por el apresorio y por la exposicion a proteasas, entre las cuales
se pueden encontrar quitinasas y lipasas. Cuando el hongo accede al hemocele,
emplea los nutrientes disponibles en este para su crecimiento y reproduccién,
interfiriendo asf con la fisiologia del huésped hasta lograr su muerte. [29], [81]

Respuestas de los insectos a la infeccion

Si bien la infeccién ocurre de forma natural, los insectos han desarrollado
diferentes estrategias para disminuir el efecto de la exposicion a las esporas fin-
gicas, entre las que se encuentra el aseo entre individuos orientado a retirar las
esporas. Las hormigas, por ejemplo, presentan glandulas metapleurales secretoras
de antibiéticos que inactivan los hongos entomopatégenos. Adicionalmente, es
usual la eliminacién de individuos infectados. El sistema inmune celular esta
compuesto por hemocitos y estos fagocitan las conidias cuando se encuentran
en concentraciones bajas. En caso contrario, se forman nddulos que buscan
aislarse. Por otro lado, el sistema humoral produce cropinas, defensinas, atacinas
y lisozimas, entre otras [29], [81].

Mecanismo de accién de hongos micoparasitos

De los diferentes hongos que ejecutan esta forma de control, el género Tri-
choderma es el més estudiado a pesar de que también presenta otra estrategia
de control denominada competencia. Esta se define como el comportamiento
diferencial de dos organismos en un mismo ambiente (sustrato y concentracién
de nutrientes, entre otros), lo que da lugar a la reduccién de espacio y cantidad
de uno respecto del otro. Este tipo de control se asocia a la plasticidad ecolégica,
ala velocidad de crecimiento y desarrollo y a factores externos como la tipologia
del suelo, el pH, la temperatura y la humedad, entre otros [82]—[84].
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Micoparasitismo

Se define como la simbiosis antagdnica entre organismos, en la que general-
mente estan implicadas enzimas extracelulares como quitinasas y celulasas, que
permiten sobrepasar los diferentes componentes de las paredes celulares de los
hongos parasitados. En relacién con Trichoderma, este se caracteriza por presentar
crecimiento quimiotrépico hacia el hospedante, reconocido por interacciones
lectinas-carbohidratos. La adhesion de las hifas se hace mediante la formacion
de apresorios que se enrollan alrededor de la hifa del hongo infectado, al cual se
adhieren las hifas, y donde generalmente se cubre y penetran las hifas del hongo
parasitado. Seguidamente, se lleva a cabo la degradacién de las paredes celulares
por la produccién de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitina-
sas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del hospedante
y posibilitan la penetracién de las hifas del antagonista por los poros formados,
permitiendo asi el acceso al citoplasma (Figura 2), del cual extraera los nutrientes
requeridos para su desarrollo [82]-[84].

Figura 2

Modelo general del proceso de infeccién de los hongos micoparasitos

S P

Figure 2: Schematic ion of the itism by which spp. ar ize R. solani within the sail commui —

Fuente: Abbas et al., 2017.

Levaduras antagonistas

Las levaduras son consideradas biocontroladoras potenciales por su facil re-
produccidn, alta capacidad de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales
y requerimientos de nutrientes simples [85]. Estas se han aislado a partir de
hormigueros asociados a la produccién de nutrientes requeridos para el creci-
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miento de hongos de los cuales se alimentan las hormigas [77]. A pesar de esto,
algunas especies de levaduras como Candida zemplinina M3, Saccharomyces ce-
revisiae M114, C297, Pichia kluyveri M117, Metschnikowia aff. fructicola M1 [85],
Metschnikowia sp. FLO2 [86], Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima,
Starmerella bacilaris o Candida zemplinina [77] y Debaryomyces nepalensis [77],
poseen actividad antagénica en hongos. Diferentes estudios reportan actividad
antagénica en Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus, Penicillium digitatum
y Alternaria alternate, respectivamente. El efecto antagénico de las levaduras ha sido
explicado por la competencia de nutrientes y espacio, asi como la expresion de proteinas
killer en Wickerhamomyces anomalus NCYC 434 vy en especies de los géneros Can-
dida, Pseudozyma, Barnettozyma, Hansenula y Pichia [86]. En Wickerhamomyces
anomalus se ha dedectado la presencia de glucanasa [87].

Consideraciones legales

En Colombia, la comercializacién de insecticidas basados en microorganismos
estd reglamentada por el ICA mediante la Resolucién 307. El registro de pro-
ductores y de venta de los bioinsumos elaborados con microorganismos ento-
mopatdgenos, deben cumplir las siguientes normas: NTC 292 sobre plaguicidas,
coadyuvantes y reguladores fisioldgicos, ensayos de suspensibilidad, humecta-
bilidad y criterios de aceptacién. La norma NTC 439 sobre plaguicidas, polvos
mojables y polvos para espolvoreo. La norma NTC 577 (Icontec 1972) para la
determinacién de la granulometria. La norma NTC 4612 que regula los agentes
bioldgicos para el control de plagas y los agentes microbianos a base de hongos y
bacterias. Rotulado por la Official Methods of Analysis AOAC, 1995 y las técnicas
para el control de calidad de formulaciones de hongos entomopatégenos, del
Centro Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafé) [1].

Aplicacién de hongos en el control de la hormiga arriera (Atta
cephalotes)

La utilizacién de depredadores naturales —parésitos, hongos entomopatdgenos
y antagonistas— para destruccién total o parcial de diferentes tipos de insectos,
microorganismos u otro tipo de organismo considerado plaga en la agricultura, es
definida como control biolégico [88]. El uso de este tipo de controles se asocia a
ventajas como poco o ningtn efecto nocivo colateral; casos raros de resistencia;
control a largo plazo; eliminacién completa o parcial del uso de insecticidas;
relacién costo/beneficio muy favorable; proteccién contra plagas secundarias;
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no provoca intoxicaciones y puede usarse como parte del manejo integrado de

plagas [11], [16], [89], [90].

Importancia econémica del control de la hormiga arriera (Atta cephalotes)

Las zonas tropicales y subtropicales cuentan con ecosistemas propicios para la
supervivencia de diferentes tipos de insectos. Atta cephalotes 0 hormiga arriera,
es una de estas especies que gracias a su gran adaptabilidad prospera en estas
zonas del planeta. Se cataloga como una de las cinco plagas mas importantes
de Sudamérica, al punto de que en muchas ocasiones se opta por no sembrar
cultivos atacados por estas hormigas. Esta especie ataca y defolia cultivos de
importancia econdémica y alimenticia como algodén (Gossypium spp.), cacao
(Theobroma cacao), yuca (Manihot esculenta), maiz (Zea mays), caucho (Hevea
brasiliensis) [91], cafia de azdcar (Saccharum officinarum), papa china (Colocacia
esculenta), café (Coffea arabica), uva (Vitis vinifera L.), platano, arroz (Oryza
sativa L), tomate (Solanum lycopersicum L), cebolla junca (Allium fistulosum L),
cafa panelera (Saccharum officinarum L), coco (Cocos nucifera), fiame (Dioscorea
trifida L), arbol del pan (Artocarpus altilis Parkinson), papaya (Carica papaya L),
maranén (Anacardium occidentale L), borojé (Borojoa patinoi), chontaduro (Bac-
tris gasipaes Kunth), pifia (Ananas comosus L), lulo (Solanum quitoense Lamark),
granadilla (Passiflora ligularis Juss), limén (Citrus X limon Burms)[92],cedro
(Cedrela odorata L), guerregue (Astrocaryum standleyanum von Martius), guamo
(Inga spuria Humb y Bonpl)y eucalipto (Eucalyptus sp), entre otras [3], Adi-
cionalmente, se tiene dafio a edificaciones y carreteras [14], [93]. En Colombia
afectan la costa Atlantica, los santanderes, los llanos orientales, la zona cafetera
y los departamentos de Tolima, Huila, Antioquia, Chocé y Valle del Cauca.
Este efecto nocivo se ve incrementado por control inapropiado o la falta de
este. Adema4s de su capacidad de multiplicacién, la reina pone de 3.000 a 5.000
huevos por dia y alcanza a vivir hasta quince afios [94].

Atta cephalotes (Linnaeus, 1758), se encuentra distribuida por toda Colombia,
especialmente en las regiones Pacifica y Andina. Por su actividad defoliadora
afecta cultivos como algodén (Gossypium L.), cacao (Theobroma cacao L.), yuca
(Manihot esculenta Crantz), maiz (Zea mays L.), caucho (Hewvea brasiliensis Mull.
Arg.), cana de aztcar (Saccharum officinarum L.) y citricos [101], [141]. Es con-
siderada una plaga que puede consumir entre 50 y 150 kg de material vegetal
por dfa. Adicionalmente, se ha reportado dafio a edificaciones y carreteras por la
desestabilizacion de los suelos a causa de la remocién de tierra en la construccién
de hormigueros [11]. Se estima que el consumo diario de hojas por hormiguero
varia entre los 50 y los 150 kilos, lo que en pérdidas econémicas se traduce en,
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por lo menos, mil millones de ddlares anuales para los cultivos en América, en
especial en estado de plantulas [95]. En Colombia, solo en el departamento de
Valle del Cauca se destinaron 320 millones de pesos en el 2010 para el control,
ya que en este departamento la hormiga afecta mas de 500 000 hectéreas vy es
responsable del 40 % de las pérdidas [96], [97]. En cultivos de especies de interés
econémico y forestal, se estima que se pierde un crecimiento del 10 % en arboles
de pinoy del 5 % en especies de eucalipto, ademéas de reducciones de produccién
por hectérea del 3,26 % en Corymbia citriodora, 1,78 % en Eucalyptus tereticornis
y en Eucalyptus camaldulensis el 0.68 % [11].

Meétodos de control

Entre los métodos de control de la hormiga arriera se encuentran los métodos
mecénicos, quimicos y biolégicos. El control mecénico consiste en la remocién de
los hormigueros con la extraccién de la hormiga reina y destruccién de las cAmaras
de cria. Este método presenta una efectividad de aproximadamente el 30 % [11]
y es eficiente en nidos menores de 10 m*[98]. El control quimico se fundamenta
en la aplicacién de insecticidas, que generalmente tienen como componentes
activos sulfluramida, fipronil, deltametrina, cloporifos y fenitrotion, los cuales
pueden presentar riesgos para la salud humana [99]-[101] (Anexo 4). Por su
bioconcentracién, bioacumulacién y biomagnificacién en el ecosistema [122],
[142], [143], estan asociados al desarrollo de resistencia en plagas de impacto
econdmico, como las garrapatas (Rhipicephalus; Boophilus microplus) [100], los
acaros (Phenacoccus solenopsis) [112] y la hormiga de fuego (Solenopsis invicta)
[110]. Ahora bien, el control quimico es mas efectivo por nebulizacién térmica,
lo cual, sin embargo, no garantiza la esparcion de los componentes activos por
la totalidad de las cAmaras del hormiguero, pero si incrementa la contaminacién
del suelo y los costos [127], ademas de que no logra afectar la totalidad del hor-
miguero y tiene efectos nocivos en la salud y el medioambiente.

Entre los efectos a la exposicién del sulfluramida se encuentra la reduccién en
la produccién de anticuerpos [102], alteraciones morfolégicas en fetos, pérdida de
peso, alteraciones en el esqueleto y en tejidos urogenitales [103] y dafios renales
[104], efectos observados en modelos de estudio animal. Si bien son escasos los
casos presentados en humanos, en estos se pueden observar alteraciones en el
desarrollo cerebral [105]. El fipronil permanece en suelos y cuerpos de agua —en
estos tltimos en condiciones de anaerobiosis— vy se trasforma en fipronil-sulfide
y fipronil-sulfode, compuestos altamente téxicos y acumulables en organismos
acudticos y en el suelo [106], [107], induciendo asi la apoptosis en hepatocitos
(observada en murinos) [108] y dafos en células neuronales humanas (linea
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SHSY5Y) asociados a deterioro mitocondrial y reduccién de oxigeno [109].
Su uso extensivo ha permitido el desarrollo de resistencia en insectos [110] y
acaros [112]. Los efectos en la salud y el ambiente no son diferentes en el caso
de la deltametrina. La exposicion a insecticidas con este componente afecta el
sistema inmune y produce apoptosis en timocitos [24] causando asi dafio neu-
rodegenerativo [113] y dafio renal en mamiferos, [114]-[116]. Su uso continuo
no solo contamina suelos y cuerpos de agua, sino que también genera resistencia
en insectos de importancia econémica como garrapatas (Rhipicephalus; Boophilus
microplus) [117] y 4caros (Typhlodromus pyri) [118]. Por tGltimo, fenitrotién (Su-
mithion®) que al igual que los anteriores produce dafio en rifiones e higado [116],
[119], [120], tiene también efectos mutagénicos durante su biodegradacion en
condiciones aerébicas [121] y como es de esperarse, dafios ambientales [106],
[107], [122]-[124]. Su permanencia o la de sus residuos toxicos en diferentes
productos almacenados es preocupante, ya que posee efectos adversos a la salud
[115]. Los efectos a la exposicion al clorpirifés son neurotoxicidad en células
para la enfermedad de Huntington [99], resistencia en Phenacoccus solenopsis,
insecto considerado plaga en el algodén [112] y a nivel ambiental estimula la
produccién de metano, gas que contribuye al calentamiento global [125]. Al
efecto descrito, se suma la incidencia de envenenamiento por insecticidas, que
en pafses desarrollados se estima en 18,2 por cada 100 000 trabajadores, y en
paises en desarrollo en aproximadamente 35 por cada 100 000, esto sin incluir
eventos por exposicién en infantes [126].

Investigacion sobre biocontrol de hormiga arriera

Por las razones mencionadas anteriormente, para el control de esta especie
es prioritario el desarrollo y empleo de soluciones amigables con el ambiente,
la salud del agricultor y de bajo costo. Entre estas opciones se encuentra el em-
pleo de extractos vegetales [144], [145]. Un estudio desarrollado con Ageratum
conyzoides, Coriandrum sativum y Mentha piperita, mostr6 un efecto inhibidor del
100 % sobre el hongo L. gongylophorus (hongo simbionte) aislado de hormigueros
en Brasil, en condiciones de laboratorio y a concentraciones 100mg/mL [128].
Otro estudio en Valle del Cauca, empled extracto de Tithonia diversifolia en
etanol. Mediante aspersion e ingestion en hormigas soldado, mostré una mor-
talidad del 89,8 %y 72,5 % respectivamente, y del 97,5 % cuando fue empleado
en forma de liofilizado [129]. Canavalia ensiformis mostré reduccion del hongo
en un 95,3 % y una mortalidad del 66,6 % [130]. Carica papaya inhibi6 el creci-
miento del hongo en 100 %; la inoculacién de cebos con Anacardium occidentale
extraidos con diclorometano, etil acetato y metanol, produjeron en laboratorio
una mortalidad del 100 % en hormigueros [131]. La Corporacién Colombiana
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de Investigacion Agropecuaria (Corpoica) sugiere el empleo de cultivos trampa
toxicos para el cultivo del hongo de las hormigas, como lo son higuerilla (Ricinus
comunis), el ajonjoli (Sesamum indicum) y la batata (Ipomoea batata). Y para el
control de la poblacién, el uso de hojas pulverizadas de tres especies vegetales:
catalina (Clibadium asperum), chirrinchao (Phyllanthus acuminatus) y mirasol
(Tithonia diversifolia). Aplicadas en forma de cebo, reducen significativamente
la actividad de las hormigas arrieras (A. columbica y A. cephalotes) durante un
periodo aproximado de siete a ocho semanas [132]. Sin embargo, se aconseja el
uso integrado con otros sistemas de control para garantizar la efectividad.

El control mediante accién de hongos emplea diferentes tipos entomopatége-
nos, definidos como aquellos que infectan insectos y hongos antagonistas. Estos
tltimos se caracterizan por parasitar otras especies fingicas [133]. Dentro de los
hongos antagonistas se destacan las especies T. lignorum, T. virens, T. hamatum, T.
harzianum, T. pseudokoningii (Rifai), T. koningii, T. aureoviride y T. longibrachiatum,
las cuales han demostrado tener actividad antagénica efectiva en bacterias y
hongos [134]-[136]. Este puede ser empleado directamente o en compostaje,
que ademas de ayudar con la nutricién de plantas, las protege contra hongos
patdgenos [74], [137]. En estudios desarrollados para el control de la hormiga
arriera se ha empleado formulaciones con Metarhizium anisopliae [138], Metar-
hizium anisopliae y Trichoderma viride, las cuales demuestran mayor efectividad
(80 % de mortalidad) que Pirimifos Metil (60 % mortalidad) en campo [139].
Estudios similares in vitro demostraron la efectividad de Trichoderma sp y Glio-
cladium sp, contra Attamices sp, con valores del 86,2 % de inhibicién [140]. En
Colombia, entre los productos comerciales empleados se encuentran Arrieril,
cebo con esporas de Trichoderma sp, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopleae;
Trichobiol cuyo componente activo es Trichoderma sp. Bassianil que contiene
esporas de Beauveria bassiana Metabiol, el cual contiene esporas de Metarhizium
anisopliae y Vertilec que contiene esporas de Verticillium lecanii

Entre los métodos bioldgicos se encuentra el empleo de cultivos trampa [146],
los cuales reducen temporalmente la poblacién del hormiguero sin eliminarlo
definitivamente, razén por la cual se recomienda el acompafiamiento de otros
mecanismos de control para garantizar la efectividad [11]. Por todo lo mencio-
nado, el uso de controles biolégicos en la agricultura ha ido creciendo continua-
mente. Dentro de estos se han utilizado cada vez mas biocontroles compuestos
por esporas de hongos filamentosos, como es el caso de B. bassiana cuyas esporas
atacan al insecto plaga (hormiga arriera) y Trichoderma sp., que se caracteriza no
solo por atacar el insecto sino también por parasitar otras especies fiingicas que
afectan a cultivos agroindustrialmente importantes [147].



| 30  Los hongos como controladores bioldgicos

Debido a los impactos negativos de la hormiga arriera en la seguridad alimenta-
ria y en la economia de la region y el pais, se hizo necesario desarrollar y evaluar
la capacidad de un bioinsecticida compuesto por esporas de B. bassiana (ATCC
MYA-4886) y T lignorum (ATCC 8751), para el control de la hormiga arriera

(Atta cephalotes) en condiciones de laboratorio y campo.

Métodos

Fase de laboratorio

En esta investigacién se emplearon cepas de Beauveria bassiana (ATCC MYA-
4886) y Trichoderma lignorum (ATCC 8751), crecidas en medio PDA (agar, papa,
dextrosa), incubadas a 28 °C = 1 °C, durante 5 dias. Las esporas se colectaron
por raspado de la superficie y posterior filtrado, luego de lo cual se depositaron en
500 mL de YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose) y ajustando a 1x10° esporas/mL
empleando un hemocitémetro Neubauer [148]. En un fermentador (BIOSTAT®
B) se puo el inéculo en 4L de YPD, para su crecimiento durante cuatro dfas, a
20 rpm de agitacién, 30 °Cy pH de 5,4 [149], [150]. Finalizado el crecimiento,
se prosiguid a la corroboracién de las especies fingicas crecidas y al posterior
conteo de esporas.

Se desarrollaron cinco formulaciones con las siguientes relaciones: (1:1), (6:4),
(4:6), (3:7), (2:8) de Beauveria bassiana y Trichoderma lignorum (Formulaciones
A, B, C, D y E, respectivamente) a una concentracién de 1x10’ esporas/mL de
cada uno de los hongos. Se evaluaron viabilidad, pureza, patogenicidad y pH de
cada una de las formulaciones experimentales.

Prueba de viabilidad

La viabilidad se determiné como la relacién entre las esporas germinadas por
cada 100 [151]. Para esto, se deposit6 en medio agar-agar (5 mL en caja de Petri
y 100 ul en cubreobjetos), diluciones de (1:4) y de (1:20) de cada formulacién
y se incubaron a 30 °C por 24 h, seguidamente se tiiid con azul de lactofenol y
se observé a 40X realizando conteo por triplicado.

Prueba de pureza

La existencia de organismos contaminantes en las formulaciones se evalué
depositando 100 ul (1x10” esporas/ul) en cajas de Petri con PDA (papa, dextrosa,
agar) y AN (agar nutritivo). Estas se incubaron por diez dias a 30°C, evaluando
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diariamente la presencia de colonias de organismos contaminantes. El porcen-
taje de pureza se determiné como la relacién entre las unidades formadoras de
colonias de los microorganismos contaminantes y las unidades formadoras de
colonia de las especies fingicas del insecticida por 100. En todas las formulacio-
nes se determiné el pH, tomando 1 mL de la formulacién y se depositaron en 9
mL de agua ultrapura estéril y luego se prosigui6 a cuantificar el valor del pH.

Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se hizo por triplicado. Se emplearon 30 individuos
de Atta cephalotes (cortadoras) por cada formulacion. Cada individuo se desinfecté
por inmersién en una solucién de 0,5 % de etanol [152], secando y sumergiendo
por treinta segundos en cada una de las formulaciones, retirando el exceso con
papel absorbente y depositindolos en frascos estériles a 28 °C y humedad relativa
del 80 %. Se emple6 como solucién de inmersion negativa agua estéril [153]. Se
registré diariamente la muerte de individuos y el crecimiento fingico.

Fase de campo local

Esta fase se hizo en once hormigueros (Tabla 3) presentes en el campus de la
Universidad de San Buenaventura Cali. Se inocularon 10 mL/m’ de las soluciones
Mycotrol (Beauveria bassiana), Micobac (Trichoderma lignorum), y la formulacién
con mayor patogenicidad a una concentracion final de 1x10’ conidias/mL, en las
semanas 2, 7y 11. Para cada hormiguero se estimé el flujo de hormigas [154],
medido como el niimero de hormigas que salian de este en un lapso de cinco
minutos (entre las 17:00 y las 18:00 horas). Cada conteo se hizo diariamente
por triplicado durante 14 semanas. Adicionalmente, se registrd el area de los
hormigueros.

Tabla 3
Caracteristicas de los hormigueros empleados para las pruebas de campo de los
diferentes bioinsecticidas

. RN i Control Formulacién A

Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 T1 T2 R3
Longitud (m) 7,23 6,45 | 833 | 457 5,6 6,2 725 |6123 632 | 415 543
Ancho (m) 315 218 | 412 |337 317 330 |28 421 175 | 476 3,86
Area (m’) 2,71 1793 | 3432 | 1540 | 17,75 | 20,56 | 203 | 26,60 | 17,38 | 19,754 | 20,96

R= cada uno de los hormigueros
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Fase de campo externo

Las pruebas de campo externo se efectuaron en 49 hormigueros, en 14 locali-
dades colombianas con diferentes caracteristicas de suelo, clima (temperatura)
y pluviosidad (precipitacion) (Tabla 4), a los cuales se les aplicé el bionsecticida
experimental como se describi6 previamente. Su efectividad se estimé como el
promedio de flujo de hormigas expresado como porcentaje y se calculé como
la relacion entre el porcentaje inicial y el observado al finalizar cada uno de los
rangos de tiempo estimados (semanas 4, 8 y 12). Adicionalmente, se clasificaron
los nidos intervenidos segtin su 4rea (pequefio: menor de 10 m’, mediano: entre
10 m* y menor de 50 m’ y grande: mayor de 50 m’). Se incluy6 el monitoreo de
14 hormigueros no intervenidos como control negativo. Al finalizar el monitoreo
(12 semanas) se recolectaron 14 individuos muertos, los cuales se depositaron
en cajas de Petri con PDA y YPDA vy se incubaron por diez dias a 30 °C, moni-
toreando el crecimiento fngico.

Tabla 4

Distribucién geogréfica de los hormigueros intervenidos en la prueba de campo 11

Departa- Localidad Altura Pluvio- | HR T(°C) Coordenadas de los nidos
mento (msnm) sidad (%) intervenidos

anual
Choco Lloré 65 1714 84 26,9 5°29'46.0"N 76°32'06.5"W

5°29'59.0°N 76732'19.7"W
5°30'53.3'N 76732'32.9"W
5°31'117'N 76732'36.1"W
Atrato # 12000 | 84 30 5°31"30.5"N 76°38'08.6"W
53154, 1N 76°38'29.4"W
5°31'47.9'N 76738'34.9"W
Valle del Buenaventura | 7 38|60 30 357 14.8"'N 76°58'45.4"W
Cauea £0000.3'N 76°57'33.7'W
3°59'50.1"N 76°58'45.4"W
Bugalagrande | 941 941 40 28 #1127.7N 16°1007.6"W
£1259.5'N 76°09'15.5"W

4°1142.1°N 76°09'50.9"W
Caicedonia 1100 1872 60 22,4 4°19'48.7"N 75°48'42.7"W
4°20°06.6"N 75°48'48.4"W
4°19'27.7°N 75°48'58.4"W
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Cundinamarca Tocaima 400 1260 NA 27,0 4°27T12.2°N 74°37'11.0"W

4°2705.5"N 74°38'23.7"W

4°25'47.0"N 74°38'49.8"W

4°26'19.9"N 74°37°55.5"W

Sucre Sincelejo 213 1164 54 26,6 9°18'24.4"N 75°21'29.1"W

9°18'01.0"N 75°21'35.8"W

Magdalena Santa Marta | 2 512 52 28,3 11°17'33.7°N 4°00°01.5"W

11°17'37.5"N 4°00°00.8"W

11°17'40.8"N 4°00°00.9"W

Cérdoba Monterfa 18 1225 66 214 8°46'41.4"N 75°58'26.3"W

8°47°59.3"N 75°5717.1"W

8°48'34.6"N 75°56’20.6"W

H.R (%) = porcentaje de humedad relativa; T = temperatura; msnm=metros sobre el nivel del mar

Andlisis estadistico

En las pruebas de campo I (local) y II, cada hormiguero sometido a un mismo
tratamiento se considerd replica y el del flujo de hormigas (hecho por triplicado
cada dia, durante 14 semanas) como repeticién. La eficacia del tratamiento se
estimé como el valor porcentual de la relacion entre el flujo de hormigas po-
sexposicién y preexposicion. Las diferencias entre los tratamientos se evaluaron
mediante Anova y prueba de Tukey (o= 0,05) (software SPSS 20.0), empleando
el promedio de conteos diarios de flujo de hormigas obtenidos para cada perfodo
de semana en las pruebas de campo, previo cumplimiento del supuesto de ho-
mogeneidad de varianzas y distribucién normal.

Aspectos éticos

Para la ejecucion de la investigaciéon se contd con el aval ético Ing7115,
otorgado por el comité de ética de la investigacién de la Universidad de San
Buenaventura Cali y el aval 0023 del 2017, del comité de ética animal Ciecuae
de la Universidad Icesi.
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Resultados

Fase de laboratorio

La prueba de viabilidad en cajas de Petri mostrd crecimiento a 24 y 48 horas
de la totalidad de las formulaciones en sus diferentes diluciones (1:20), (1:4) y
formulacién pura. No se observé crecimiento en la caja designada como control
(Figura 3). Las esporas contenidas en la formulacién presentaron viabilidad de
90 % a 92 %, y la mayor viabilidad se observé en las esporas contenidas en la
formulacion B. No se registr6 crecimiento de organismos diferentes a B. bassiana
y T lignorum en las pruebas de pureza de las soluciones de esporas individuales, a
partir de las cuales se hicieron las diferentes formulaciones. Resultados similares
se observaron al evaluar la pureza de cada una de las formulaciones.

Figura 3
Prueba de viabilidad de las formulaciones evaluadas de bioinsecticidas

E 46H Control 48H Espora 244
Figura 1. Prueba de Viabllidad de las formulaciones de biolnsecticidas a partir de esporas

O 0 B We 8 R

Las formulaciones se designaron con las letras de la A a la E. En estas se ob-
serva el crecimiento de las diluciones 1:20 (indicado por flecha de color rojo),
1:4 (indicado por flecha de color azul), y formulacién pura (indicado por flecha
de color blanco) a 24 y 48 horas. Adicionalmente, se observa la placa control
(los puntos negros corresponden a los lugares de siembra) y la viabilidad de las
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esporas a 40X. En la placa se puede identificar la germinacién de la espora y el
crecimiento de la hifa. Segtin la relacién de los hongos, se observé el crecimiento
mayor o menor de una especie en particular. Un caso es la formulacion B, en
la cual se observa la dominancia de la especie T. lignorum y pequefios bordes
asociados a B. bassiana, los cuales se redujeron proporcionalmente a la relacién
de T. Lignorum en las formulaciones.

Las formulaciones con mayor patogenicidad fueron A y B, medida como la
muerte de la totalidad de los individuos en menor tiempo, seguidas en el orden
por las formulaciones E, D y C, en las que se observé la muerte de la totalidad
de las hormigas a los dfas 8, 9, y 10, respectivamente (Figura 4).

Figura 4
Prueba de patogenicidad en laboratorio para cada una de las formulaciones, en
donde se relaciona el numero de hormigas vivas con los dias de exposicién. Las letras
corresponden a las formulaciones evaluadas.
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En los individuos expuestos a las formulaciones A, B, C, D, y E, se observé
crecimiento flngico corroborandose asi la infeccién por las esporas que las
constituyen (Figura 5).
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Figura 5
Prueba de patogenicidad de las formulaciones.

Se observa el crecimiento fingico (indicado por flecha color azul) en las hormigas

después de la exposicién a cada una de las formulaciones (letras en recuadro).

Fase de campo local

Se emplearon en total once hormigueros. El 50 % presentaban tres bocas de
salida y entrada de las hormigas, con una longitud promedio de 5,86 m y una
amplitud promedio (ancho) de 3,38 m. El 4rea de los hormigueros oscil6 entre
15 m’y 23 m’. La temperatura en esta fase se mantuvo en un rango entre 22°
Cy 32 °C. En promedio, el flujo de hormigas se observé entre 90 a 103 para la
semana 1 (semana sin inoculacién). La mayor reduccion en el flujo de hormigas
respecto al flujo inicial se observé en las semanas 6 (29,54 % a 52,26 %), 12 (entre
66 % a 97 %) y 14 (87,9 % al00 %), y un incremento promedio del 30,6 % en
los controles. La mayor efectividad correspondi6 a la formulacion A (esporas
de B. bassiana y T. lignorum, patente AOIN 65/00). Se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre el control y los diferentes tratamientos
evaluados en la prueba de campo local (Tabla 5).
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Tabla 5

Efectividad en campo local de la formulacién

Tratamiento n | Semana I | Semana 61 Semana 122 Semana 143

R1 5 1100 66,67 2,09 be | 32,07 1,52 de | 22,83 0,76 d
lT.”ChOd”m“ R2 |5 | 100 7134 329 |c |31,96 239 |d |236008 d
gnorum

R3 5 1100 78,91 2,83 d | 3587 1,88 e | 2587+091 |c

R1 5 | 100 59,50 4,62 b | 13,452,02 b | 13,90 0,90 b
fe‘“,“’e”“ R2 |5 | 100 48,82 4,6 a | 1565245 |b |12901,58 b
assianda

R3 5 | 100 51,61 3,79 a | 1627+ 1,65 |b | 10,04 0,71 f

R1 5 | 100 48,6 1,96 a | 3,88 0,86 a |0 *
Formulacién R2 5 1100 50,84 150 a | 1,86 1,73 a |0 *

R3 5 | 100 45,22 0,86 a | 2,72 1,57 a |0 *

R1 5 | 100 101,57 4,10 |e 122,85 1,34 c | 130,06 1,65 e
Control

R2 5 | 100 109,02 4,34 | e 124,27 1,83 c |131,310,82 e

Los valores corresponden al porcentaje de flujo de hormigas, calculado
respecto al valor de la semana 1 4+ una desviacién estandar (S.D.). Las
letras iguales identifican grupos con medias similares segtin la prueba

deTukey para un o= 0805.
'F= 3076,408 df= 10 p= 0,0001
*F= 3080,971 df= 10 p= 0,0001
F= 11934,834 df= 7 p= 0,0001

Fase de campo externa

En total se intervinieron 108 hormigueros (54 control, sin inoculacién y 54
inoculados con el bioinsceticida), en 17 localidades y se observaron diferencias
en la efectividad asociada al tamafio del nido y de contraste en regiones, en las
cuales se logré el control de hormigueros de mas del0 m’ en un promedio de
cuatro semanas (30 dfas). En hormigueros de tamafio mediano, el promedio de
control se observd en promedio de ocho semanas (60 dias) y en hormigueros
grandes se registré reducciéon de méas del 80 % (flujo de hormigas de 20 %) al
trascurrir ocho semanas. Se lograron observaciones de valores de 0 % de flujo
transcurridas doce semanas. Las variaciones de las agrupaciones entre tamafio
de hormigueos, se asociaron a diferencias entre estos en cada localidad. Esta
efectividad se ratificé con los resultados de monitoreo a las catorce semanas, en
las cuales el flujo de hormigas permaneci6 en O %. El bioinsecticidad no presenté
efectividad en localidades lluviosas como las evaluadas en el departamento de
Choc6 y Buenaventura en el departamento del Valle del Cauca (Tabla 6).
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Tabla 6
Porcentajes de flujo de hormigas en las pruebas de campo externas (flujo promedio

del final del periodo/ flujo inicial)
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tesis corres-

en

valor porcentual promedio del incremento del flujo de hormigas. Los valores entre paré

ponden al error estdndar en porcentaje. 54 hormigueros controles y 54 tratados.
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Prueba de campo Antioquia

En el departamento de Antioquia, las pruebas se realizaron en los municipios de
Girardota, San Rafael y Yolombé. En Girardota, los hormigueros se presentaron
frecuentemente en la zona urbana-rural, con dafios asociados a infraestructuras
(remocién en cimentos de carretera y de edificios). El 75 % fueron hormigueros
menores a 10 m’, encontrados en predios correspondientes a fincas, cafeteras y
de citricos.

La aplicacién del bioinsecticida permitié el control de los hormigueros evalua-
dos en los municipios de Girardota, San Rafael y Yolomb¢, en los cuales se observo
la reduccién del flujo de hormigas de 86,77 % a 100 %; 90,48 % a 98,22 % vy
de 80,53 %, en hormigueros pequefios (menores al0 m’) respectivamente, a la
sexta semana de evaluacién, y del 100 % para las semanas doce y catorce. Se
observaron hormigueros medianos (entre 10 m’ y menores de 50 m’) en Girar-
dota y Yolomb¢, en los cuales la reduccién del flujo de hormigas fue de 43,66
%y 36,61 % a 38,80 % en la semana sexta, de 87,25 % y 79,55 % a 96,17 % en
la semana 12, y del 100 % para la semana catorce. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos control y bioinsecticida para las
estimaciones de flujo de hormigas en las semanas 6, 12 y 14 (Tabla 7 y Figura 6).

Tabla 7
Efectividad de la formulacién en las pruebas de campo en localidades en el
departamento de Antioquia

Tratamiento n Islzrrlla— Semana 61 Semana 122 Semana 143
R1* |5 100 0 a |0 ab |0 ab
R2* |5 100 13,234+ 0,68 |b |0 ab | 0 ab
R3** | 5 100 56,24 +0,80 |c |12,754+0,72 |c |O ab
Girardota
CI** | 5 100 103,05+ 2,71 |d | 10578+ 2,12 | e | 109,61 + 1,84 |e
C2* |5 100 101,95+ 1,26 | d | 104,35+ 1,14 | d | 10599 + 0,56 |d
C3* |5 100 101,24 +0,98 |4 | 101,85+ 0,88 |d | 103,95+ 1,32 |f
RI* |5 100 1,78 + 1,25 a |0 ab | 0 ab
R2* |5 100 9,52 + 3,26 a |0 ab |0 ab
R3* |5 100 10,12+ 4,65 |b |0 ab | 0 ab
San Rafael
Cr* |5 100 101,29 + 2,41 | ¢ | 105,52+ 2,44 | c 108,49 + 1,56 | ¢
C2* |5 100 102,25+ 1,38 | ¢ | 104,01 + 1,41 | c | 104,52 + 3,18 | c
C3* |5 100 101,31 + 1,80 | ¢ | 102,94 + 3,16 | c 103,24 + 2,61 |d
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RI* |5 100 1947 +392 | a 0 ab | 0 ab

R2#* | 5 100 63,39 +1,9 |b |3,03+ 1,78 ab | 0 ab

R3** | 5 100 61,20 + 1,07 | ¢ 20,45 + 0,77 ab | 0 ab
Yolombé

Cl** | 5 100 103,75 + 2,31 | d 106,35 + 1,09 | de | 107,88 + 3,17 | de

C2%*% | 5 100 104,34 + 2,54 | d 107,75+ 2,32 | d 108,88 + 1,99 | de

C3* |5 100 101,57 + 1,29 | d 104,12 + 1,51 | de | 106,95 + 0,98 | de

Los valores corresponden al porcentaje de flujo de hormigas, calculado respecto al valor de la semana 1, +
desviacién estandar; *hormigueros pequefios;** hormigueros medianos; ***hormigueros grandes; R= hor-
migueros tratados con el bioinsecticida y C= hormigueros sin exposicién al bioinsecticida. Las letras iguales
identifican grupos con medias similares (Tukey oo= 0.05). F= prueba de Fisher; gl= grados de libertad y p=
probabilidad estimada para el valor E

Girardota San Rafael Yolombé

1F= 6042.67 gl=5p=00001  1F=1735.88 gl=5p=0.0001  1F= 1249.74 gl= 5 p= 0.0001
2F=12750.53 gl= 5p=0.0001  2F=5451.66 gl=5p=0.0001  2F= 7018.42 gl= 5 p= 0.0001
3F=18722.90 gl=5p=0.0001  3F=5184.48 gl=5p=00001  3F= 7011.74 gl= 5 p= 0.0001

Figura 6
Prueba de efectividad del bioinsecticida en las localidades de Girardota, San Rafael y
Yolombé en el departamento de Antioquia.
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La figura corresponde al diagrama de barras del comportamiento del flujo de
hormigas (%), en relacién al flujo estimado en la primera semana (barras de color
azul), sexta semana (barras de color naranja), decimosegunda semana (barras
de color gris), y decimocuarta semana (barras de color amarillo). Las barras de
error corresponden al error estdndar (cada flujo fue estimado por triplicado); en
el eje x la letra R corresponde a los hormigueros tratados con el bioinsecticida,
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y la letra C a los controles. Los ntimero continuos en ambos casos corresponde
al hormiguero intervenido. Letras A, B, y C en la parte inferior izquierda de
las figuras corresponden a las localidades Girardota, San Rafael y Yolombo,
respectivamente.

Prueba de campo Chocé

En el departamento del Chocé, las pruebas se hicieron en los municipios Atrato,
Llor6 y Medio Atrato en la zona rural donde prevalecian las inundaciones por
el rio Atrato y en éreas fuera de las fincas donde su control era poco o nulo; ast
mismo, la instruccién sobre su manejo. El 75 % de los hormigueros encontrados e
intervenidos presentaban dreas entre 10 m’ y menores de 50 m’. En ninguna loca-
lidad se logré eliminar los hormigueros luego de las pruebas con el bioinsecticida.
Se observé una reduccién en el flujo de hormigas entre el 51,74 % y el 3,66 %,
Las reducciones del flujo fueron del 3,66 %, 6,30 % y 20 %, para hormigueros
de 4reas mayores a 50 m’, en Atrato, Lloré y Medio Atrato, respectivamente, y
del 37,36 %, 51,74 %y 24,62 % en hormigueros entre 10 m’y menores de 50 m’,
para las primeras cuatro semanas de monitoreo y la recuperacién del flujo inicial
a partir de la semana doce. Las diferencias estadisticas presentadas se asociaron
al promedio y variancias entre mediciones (Tabla 8 y Figura 7).

Tabla 8
Efectividad de la formulacién en pruebas de campo en localidades del departamento
del Choco
Tratamiento n | Semanal | Semana 6' Semana 12° Semana 14’
RI** 5 100 62,64 + 0,88 a | 100,55 + 3,49 | abed | 101,90 + 2,44 | a
R2** 5 | 100 72,55 +3,00 | b | 102,47 + 4,67 | abed | 105,56 + 3,26 | bd
R3*** |5 100 96,04 + 1,11 c | 100,96 + 1,57 | abed | 101,77 £ 2,57 | ¢
Awmato Cl##* |5 | 100 103,67 £ 4,61 | d | 106,49 +3,25 | abed | 177,77 +1,93 | e
C2** 5 100 102,64 + 2,88 | d | 104,59 + 3,09 | abed | 104,37 + 3,03 | bd
C3#* 5 100 102,39 +£ 1,51 | d | 103,14 + 1,37 | abed | 104,02 + 2,04 | bd
R1#* 5 100 47,26 + 0,99 a | 98974072 |ab 100,52 + 0,98 | ab
R2#* 5 100 49,32 + 0,62 a 96,98+ 106 |a 101,67 £ 1,26 | cd
) R3#*x 15 100 93,70 £+ 1,68 b | 100,74 4+ 1,32 | abc | 100,74 + 1,00 | ab
Hord Cr** 5 100 101,41 +£ 0,67 |c | 102,66 + 1,6 |cd 103,15 + 3,08 | cd
C2*x* 5 100 101,13 £ 2,36 | ¢ | 101,82 + 2,36 | cd 101,82 + 2,58 | cd
C3#*x |5 100 100,97 £ 1,20 | ¢ | 103,63+ 1,15 | e 104,70 + 1,06 | e
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RI** |5 | 100 7538+ 1,74 |a | 9547+ 1,65 |a 100,03 +2,67 |a
R2#% |5 | 100 78,19 3,01 |a | 101,36 + 1,83 | bed | 103,98 +2,73 | bed
Medio | R3*™* |5 | 100 80,71+ 1,55 |a | 9871+ 1,77 |cd |102,23 + 1,43 | bed
Atrato | o | 50| 100 101,31 +2,43 | b | 103,88 + 1,32 | bed | 104,66 + 1,17 | bed
C2#* |5 | 100 101,01 +2,77 | b | 102,98 +2,97 | bed | 105,96 + 1,49 | bed
C3##* |5 | 100 103,21 +4,39 | b | 104,68 + 1,00 | bed | 103,56 + 4,45 | bed

Los valores corresponden al p23de flujo de hormigas, calculado respecto al valor de la semana 1, +
desviacién estandar; * hormigueros pequefios; ** hormigueros medianos; ***hormigueros grandes; R=
hormigueros tratados con el bioinsecticida y C= hormigueros sin exposicién al bioinsecticida. Las letras
iguales identifican grupos con medias similares (Tukey o= 0.05). F= prueba de Fisher; gl= grados de
libertad y p= probabilidad estimada para el valor E

Atrato

'F= 222,48 ¢l=5p=0,0001
F= 2,583 gl=5p=0,053
F=3,848 g¢l=5p=0,011

Llor6

Medio Atrato
F=2048,00 gl=5p=0,0001 'F=10932 gl=5p=0,0001
F= 15,095 gl=5p= 0,0001 F= 17,788  ¢l=5p=0,0001
F=358) gl=5p=0015 F=3181  gl=5p=0024
Figura 7

Prueba de efectividad den bioinsecticida en las localidades Atrato, Lloré y Medio
Atrato en el departamento del Chocé
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La figura corresponde al diagrama de barras del comportamiento del flujo de
hormigas (%), en relacién al flujo estimado en la primera semana (barras de color
azul), sexta semana (barras de color naranja), decimosegunda semana (barras
de color gris), y decimocuarta semana (barras de color amarillo). Las barras de
error corresponde al error estandar (cada flujo fue estimado por triplicado); en
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el eje x laletra R corresponden a los hormigueros tratados con el bioinsecticida,
y la letra C a los controles. Los nlimero continuos en ambos casos corresponde
al hormiguero intervenido. Letras A, B, y C en la parte inferior izquierda de las
figuras corresponden a las localidades de Atrato, Llor6 y Medio Atrato, respec-

tivamente.

Prueba de campo Cérdoba, Cundinamarca y Sucre

El bioinsecticida fue efectivo en las localidades de Monteria (Cordoba), Fu-
sagasugd y Tocaima (Cundinamarca) y Sincelejo (Sucre). A la semana sexta de
evaluacion, en el municipio de Monterfa la reduccién del flujo en hormigueros
pequefios (menores a 10 m?) fue entre 99,3 % y 99,7 %. De 98,76 % a 99,68 %
para las localidades de Fusagasugd y Tocaima, y del 98,52 % al 99,72 % en
Sincelejo. Se alcanzé la eliminacién del flujo de hormigas para la semana doce,
comportamiento que persistio hasta la semana catorce. En los hormigueros me-
dianos (entre 10 m’ y menores de 50 m’), la reduccién del flujo de hormigas en
la semana seis, fue del 81,4 % al 92,56 % en Tocaima y del 93,8 % al 100 % en
Fusagasugd. La reduccién del 100 % fue en la semana 12 en Tocaima y en la se-
mana 14 en Fusagasuga. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
para el flujo de hormigas entre los grupos evaluados (control y bioinsecticida),

a las semanas seis, doce y catorce, diferencidndose en grupos independientes

(Tabla 9 y Figura 8).

Tabla 9
Efectividad de formulacién en pruebas de campo en las localidades de Montera,

Tocaima, Fusagasugd y Sincelejo.

Tratamiento n | Semana 1 | Semana 61 Semana 122 Semana 143
RI* |5 | 100 0,7+ 1,44 a 0 0
R2* |5 | 100 0 a 0 0
R3* |5 | 100 0,28 + 0,21 a 0 0

Monteri.

e e s |00 10256 +239 | b | 10554+396 |b | 10850+439 |b

C2* |5 | 100 104,06 + 2,87 | b 104,72 +3,01 | b 105,72 + 3,10 b
C3* |5 | 100 101,26 + 2,65 | b 103,47+ 2,74 | b 104,50 + 3,17 b
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RI* |5 | 100 0,32 +0,72 a 0 0
R2* |5 | 100 0 a 0 0
R3** | 5 | 100 18,6+ 6,66 a 0 0

Fusagasugd
Cr* |5 | 100 100,50 + 7,62 | b 101,33 +3,58 | b | 101,96 + 4,50 b
C2* |5 | 100 100,05 + 3,60 | b 104,28 + 4,50 | b | 104,40 + 7,69 b
C3** | 5 | 100 102,4 + 9,98 b 105,60 + 11,93 | b | 105,69 + 5,77 b
RI* |5 | 100 1,24 + 1,31 a 0 0
R2#* | 5 | 100 4,21 + 1,90 a 0 0
R3** | 5 | 100 8,44+ 1,10 a 0,62 + 1,10 0

Tocaima
Cr#* | 5 | 100 101,78 + 7,10 | b 102,03 +390 | b | 102,15+ 6,26 e
C2* |5 | 100 98,4 + 5,46 b 97,50 + 4,60 b | 100,08 + 3,91 bd
C3** | 5 | 100 101,13 +343 | b 103,46 + 6,30 | b | 104,70 + 6,65 bd
RI* |5 | 100 1,48 + 1,79 a 0 0
R2* |5 | 100 0,26 + 0,59 a 0 0
R3* |5 | 100 1,21+ 1,51 a 0 0

Sincelejo
Cr* |5 |100 101,00 + 6,69 | b 101,21 +3,65 | b | 101,72 + 7,41 b
C2* |5 | 100 101,78 + 7,59 | b 102,64 + 7,66 | b | 10292 + 6,15 b
C3* |5 | 100 100,10 + 4,59 | b 101,01 +2,54 | b | 101,55 + 3,96 b

Los valores corresponden al porcentaje de flujo de hormigas, calculado respecto al valor de la semana 1,
+ desviacién estdndar; * hormigueros pequefios; ** hormigueros medianos; ***hormigueros grandes; R=
hormigueros tratados con el bioinsecticida y C= hormigueros sin exposicién al bioinsecticida. Las letras
iguales identifican grupos con medias similares (Tukey o= 0.05). F= prueba de Fisher; gl= grados de
libertad y p= probabilidad estimada para el valor E

Monterfa Tocaima Fusagasugé Sincelejo

1F=40154 ¢l=5p=0,0001 1F=8425 ¢=5p=00001  1F=5095 df=5p=00001  1F=6954  g¢l=5p=0,0001
2F=30494 ¢l=5p=0,0001 2F=12013 ¢l=5p=0,0001 2F=5387 df=5p=00001  2F=11848 gl=5p=0,0001
3F=26007,1 g=5p=00001 3F=9546 g¢l=5p=0,0001  3F=8651 df=5p=00001  3F=863,7  gl=5p=0,0001
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Figura 8
Prueba de efectividad del bioinsecticida en las localidades de Cérdoba,
Cundinamarca y Sucre.
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La figura corresponde al diagrama de barras del comportamiento del flujo de
hormigas (%), en relacién al flujo estimado en la primera semana (barras de color
azul), sexta semana (barras de color naranja), decimosegunda semana (barras
de color gris), y decimocuarta semana (barras de color amarillo). Las barras de
error corresponden al error estdndar (cada flujo fue estimado por triplicado). En
el eje X la letra R corresponde a los hormigueros tratados con el bioinsecticida,
y laletra C a los controles, los niimeros continuos en ambos casos corresponden
al hormiguero intervenido. Letras A, B, C y D en la parte inferior izquierda de
las figuras corresponden a las localidades de Monterfa, Tocaima, Fusagasuga y
Sincelejo, respectivamente.

Prueba de campo en los departamentos Huila y Magdalena

La efectividad del bioinsecticida en las localidades La Argentina, La Plata, Te-
salia, del departamento del Huila mostré una reduccién del flujo en hormigueros
pequefios (<10 m’ entre 95,80 % y 100 %, y en Santa Marta, del departamento
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del Magdalena del 99,7 % a 100 % y la eliminacién de estos a las 12 semanas. En
el caso de hormigueros medianos (entre 10m’ y menores de 50 m’) la reduccién
oscilé entre 71,69 %y 85,21 % en la semana 6 y de 91,47 % a 100 % en la semana
12 para las localidades de La Plata y Tesalia, reduciéndose al 100 % del flujo en la
semana 14. En relacién a las pruebas realizadas en el municipio de Santa Marta
la reduccion fue de 86,89 % a 99,70 % en hormigueros pequefios y medianos
respectivamente, observindose diferencias estadisticamente significativas en el
flujo de hormigas entre los grupos evaluados (control y bioinsecticida) en las 6,

12 y 14 semanas (Tabla 10y Figura 9).

Tabla 10
Efectividad de formulacién en pruebas de campo en localidades La Argentina,

La Plata, Tesalia del departamento del Huila y Santa Marta, del departamento del

Magdalena

Tratamiento rslinlla' Semana 61 Semana 122 Semana 143
R1* 100 0 a |0 0
R2* 100 0 a |0 0
R3#* 100 14,79 + 2,31 a |0 0

La Argentina
C1* 100 101,21 + 2,38 b | 102,71 + 3,34 103,30 + 1,31 b
C2** 100 103,14 + 2,76 b | 103,97 + 3,20 103,70 + 2,24 b
C3* 100 101,72 + 1,91 b | 103,92 + 3,74 104,13 + 3,00 b
RI1* 100 0,324+ 0,72 + a |0 0
R2#* 100 29,20 + 0,52 a | 853+ 3,49 0
R3#* 100 29,31 + 0,63 a | 575 +425 0

La Plata
Cl** 100 101,11 + 1,93 b | 102,21 + 1,90 102,11 + 2,45 b
C2* 100 100,82 + 2,10 b | 101,00 + 2,59 100,70 + 3,14 b
C3* 100 100,34 + 3,25 b | 102,00 + 1,92 102,26 + 3,23 b
RI1* 100 4,20 + 4,7 a |0 0
R2#* 100 23,0 + 3,72 a | 498+203 0
R3##* 100 62,71 + 1,28 a | 19,01 + 3,24 0

Tesalia
Cr=* 100 10,1 + 3,76 b | 1049 + 3,24 104,40 + 2,37 e
C2** 100 101,22 + 2,52 b | 103,43 + 2,09 103,90 + 3,00 bd
C3* 100 101,24 + 1,33 b | 102,90 + 1,37 0 bd
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RI1* 5 | 100 0 a |0 0

R2* 5 | 100 0,30 + 0,64 a |0 0

R3** |5 | 100 13,11 + 1,31 a |0 101,05 + 4,94
Santa Marta

C1* 5 | 100 101,08 + 5,73 b | 100,73 + 5,75 b | 104,00 + 2,42 b

C2#* |5 | 100 101,18 + 3,58 b | 104,00 + 2,17 b | 103,80 + 4,40 b

C3* 5 | 100 100,1 + 5,55 b | 102,70 + 2,83 b |0 b

Los valores corresponden al porcentaje de flujo de hormigas, calculado respecto al valor de la semana 1,
+ desviacién estédndar;* hormigueros pequefios; ** hormigueros medianos; ***hormigueros grandes; R=
hormigueros tratados con el bioinsecticida, y C= hormigueros sin exposicién al bioinsecticida. Las letras
iguales identifican grupos con medias similares (Tukey o= 0,05). ). F= prueba de Fisher; gl= grados de
libertad y p= probabilidad estimada para el valor E

La Argentina Laplata Tesalia Santa Marta

F=385046 gl=5p=00001  'F=3157.94 ¢l=5p=0.0001 'F=100244 ¢l=5p=00001  'F=1174.16 gl=5p=0.0001
F=274335 ¢l=5p=00001 F=191822 gl=5p=00001 °’F=2550.09 gl=5p=0.0001  F=2066.60 gl=5p=0.0001
F=624997 gl=5p=00001  F=354835 gl=5p=0.0001 F=747440 g¢l=5p=00001  'F=192249 gl=5p=0.0001

Figura 9
Prueba de efectividad del bioinsecticida en las localidades de los departamentos del
Huila y Magdalena.
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La figura corresponde al diagrama de barras del comportamiento del flujo de
hormigas (%), en relacién al flujo estimado en la primera semana (barras de color
azul), sexta semana (barras de color naranja), decimosegunda semana (barras
de color gris), y decimocuarta semana (barras de color amarillo). Las barras de
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error corresponde al error estandar (cada flujo fue estimado por triplicado); en
el eje x la letra R corresponde a los hormigueros tratados con el bioinsecticida,
y laletra C a los controles. Los niimero continuos en ambos casos corresponden
al hormiguero intervenido. Letras A, B, C y D en la parte inferior izquierda de
las figuras corresponden a las localidades de La Argentina, La Plata, Tesalia y
Santa Marta, respectivamente.

Prueba de campo en el Valle del Cauca

La efectividad del bioinsecticida en las localidades de Buenaventura,
Bugalagrande, Caicedonia y Darién, mostré una reduccion del flujo de hormigas
en Buenaventura entre 48,40 % y 40,85 % en la semana sexta de monitoreo,
seguido de la restauracién del flujo para las semanas 12 y 14. En esta localidad
no se observo control de los hormigueros intervenidos. En Bugalagrande, Cai-
cedonia y Darién, la reduccion del flujo fue entre 63,93 % y 83,70 % en el caso
hormigueros medianos (entre 10 m’y 50 m®). Para la semana sexta de monitoreo,
se observd una reduccién entre 97,66 % y 100 % a la semana 12, y del 100 %
para la semana 14. Se observan diferencias estadisticamente significativas en
el flujo de hormigas entre los grupos evaluados (control y bioinsecticida) para
las localidades de Bugalagrande, Caicedonia y Darién, a las semanas 6, 12 y 14
respectivamente (Tabla 11 y Figura 10).

Tabla 11
Efectividad de la formulacion en las pruebas de campo en localidades de Valle del Cauca
Tratamiento n | Semana l | Semana 61 Semana 122 Semana 143
RI** 5 100 59,15 + 2,08 a | 87,79 + 3,01 a 100,37 + 2,18 | ab
R2## 5 100 63,9 + 2,18 b 96,66+ 1,8 |b | 10021+ 1,08 | ab
Buenaven. | R¥** |5 | 100 5160+207 | c | 107,24 4058 |cd | 10747 +155 | od
tura Cl#* 5 100 101,30 + 0,94 d | 102,284+092 | d | 104,06+ 1,19 |d
C2¥x 15 100 103,32 +091 |d | 104,83 + 1,53 | cd | 106,63 + 0,90 | cd
C3** |5 100 101,98 +3,06 |d |102,40+ 2,66 |d | 104,96 + 2,25 | cd
RI#** 5 100 31,16 + 1,25 a |0 a |0
R2* 5 100 19,35 + 1,77 b |0 a |0
Bugalagrande R3** 5 100 24,81 + 4,08 c |0 a |0
Cr#= |5 100 102,60 + 1,15 | d | 10440+ 1,70 | d | 106,00 + 0,75 | d
C2¥x 15 100 101,06 + 1,56 | d | 103,82 +0,81 |d | 10560+ 1,86 |d
C3* 5 100 102,51 + 1,21 d | 104014202 | d | 106,00+ 0,76 | d
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RI** |5 100 36,07 + 1,39 a | LI5+ 1,15 ab | 0 ab
R2#* |5 100 26,3 + 2,34 b |2,34+0,50 ab | 0 ab
R3** |5 100 27,47 + 0,51 b | 1,96+ 0,70 ab | 0 ab
Caicedona
Cr#* |5 100 102,37 +1,40 |d |10453+ 1,40 | d | 10540+ 1,08 | d
C2#* |5 100 101,86 + 0,63 | d | 103,49+ 1,66 | d | 104,65+ 1,68 | d
C3** |5 100 103,80+ 1,82 | d | 10519+ 1,69 |d | 10559+ 1,72 | d
RI#* 5 100 19,39 + 2,39 a |0 a |0 a
R2** |5 100 16,10 + 2,38 a |0 a |0 a
R3** |5 100 18,55 + 1,42 a |0 a |0 a
Darién
Cr#* |5 100 101,90 +1,33 | b [104124+088 |b | 10539+ 144 | b
C2#* |5 100 102,78 4095 | b | 10521+ 1,26 | b | 10592+ 2,04 | b
C3** |53 100 101,31+ 1,80 | b |102,94+3,16 | b | 10647 + 2,68 | b

Los valores corresponden al porcentaje de flujo de hormigas, calculado respecto al valor de la semana 1,
+ desviacién estandar; * hormigueros pequefios; ** hormigueros medianos; ***hormigueros grandes; R=
hormigueros tratados con el bioinsecticida, y C= hormigueros sin exposicién al bioinsecticida. Las letras
iguales identifican grupos con medias similares (Tukey o= 0.05). F= prueba de Fisher; gl= grados de
libertad y p= probabilidad estimada para el valor E

Buenaventura

IF=73261 gl=5p=0.0001
IF=63.88 gl=5p=00001
3F=1820 gl=5p=0.0001

1F=2015.85 gl=5p=0.0001
2F=12790.1 gl=5p=0.0001
3F=121992.6 gl=5p=0.0001

Darién
1F=3291.20 gl=5p=0.0001
2F=7901.6  gl=5p=0.0001
3F=17529.7 df=5p=0.0001

Caicedonia
1F=3259.3  ¢l=5p=0.0001
2F=9896.9 gl=5p=0.0001
3F=14342.8 ¢l=5p=0.0001

Bugalagrande

Figura 10

Prueba de efectividad del bioinsecticida en las localidades en Valle del Cauca
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La figura corresponde al diagrama de barras del comportamiento del flujo de
hormigas (%), en relacién al flujo estimado en la primera semana (barras de color
azul), sexta semana (barras de color naranja), decimosegunda semana (barras
de color gris), y decimocuarta semana (barras de color amarillo). Las barras de
error corresponden al error estdndar (cada flujo fue estimado por triplicado). En
el eje X la letra R corresponde a los hormigueros tratados con el bioinsecticida,
y laletra C a los controles, los niimeros continuos en ambos casos corresponden
al hormiguero intervenido. Letras A, B, C y D en la parte inferior izquierda de
las figuras corresponden a las localidades de Buenaventura, Bugalagrande, Cai-
dedonia y Darién, respectivamente.

Discusion

En el presente estudio de laboratorio se demostré que el tratamiento con
una formulacién con conidias de B. bassiana y T. lignorum, presenta actividad
insecticida sobre A. cephalotes y puede ser considerada como una herramienta
para el control de esta plaga agricola. Las diferentes formulaciones evaluadas
presentaron letalidad en los individuos. Se encontraron diferencias en el tiempo
de muerte de los individuos, asi: siete dias correspondieron a la relacién 1:1 de
las conidias de ambos hongos filamentosos. El tiempo de eliminacion del insecto
se incrementa a mayor relacién de esporas de B. bassiana respecto de T. lignorum.
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Estos resultados (tiempo de control) son similares a los reportados en los estudios
realizados para Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana y en la infeccién de
Atta bisphaerica, Atta sexdens [155] y Atta sexdens rubropilosa [156], en los cuales
se observé una mortalidad del 100 % de los individuos después de siete dias de
exposicion a las esporas de cada una de las cepas en presentacién individual.

El efecto del bioisecticida evaluado en esta investigacion, corresponde al ac-
cionar de esporas de B. bassiana, especie ampliamente empleada como agente
control de diferentes artrépodos considerados plaga [31], [33] y T lignorum,
especie asociada al control de hongos por efecto antagénico [135]. El mecanis-
mo de accién de estas especies difiere en el insecto B. bassiana, el cual infecta
mediante la adhesion de la conidia al exoesqueleto, seguido por la formacién del
tdbulo germinal, la degradacién de la cuticula y la colonizacién del hemocele
evadiendo de esta forma el sistema inmune, segrega toxinas y se alimenta de la
hemolinfa hasta finalmente producir la muerte del anfitrion del cual emerge
[157]. En contraste, T. lignorum produce toxinas que en general tienden a la
destruccién de los esclerocios produciendo asf la muerte de hongos [65], [135].
Estas diferencias permiten afirmar que la infeccién y muerte de los individuos en
rangos de tiempo mds cortos, sea posiblemente por un efecto aditivo durante la
infeccién fingica, en la que la colonizacién por B. bassiana permitiré la exposicién
del hemocele y la entrada de T. lignorum, que incrementarfa la concentracién de
toxinas o la pérdida de nutrientes en el huésped y conducirfa a una muerte més
temprana [158]. Otra posible explicacion serfa la infeccion inicial del huésped
por B. bassiana. Al establecerse esta infeccion, la especie puede ser empleada
como sustrato por T. lignorum, el cual la parasitarfa y de esta forma puede ingresar
al hemocele del insecto y asi continuar con la infeccién en el individuo. Ambas
hipétesis requieren estudios més precisos. A pesar de esto, se puede resaltar la
obtencién de ambas especies a partir de los individuos infectados. Adicionalmen-
te, al cultivar las formulaciones en medio PDA se observé un crecimiento inicial
de la especie B. bassiana, seguido por la colonizacién de T. lignorum. Después de
15 dias, este tltimo se convertirfa en la Gnica especie fingica presente, lo cual
sugiere una infeccién secuencial en los individuos.

Diferentes estudios han evaluado la actividad de esporas fingicas como con-
troladoras de hormigas cortadoras. En el caso de la cepa B. bassiana (ZGNKY-5),
se evalu6 la efectividad de las esporas en suspension liquida (1 x 10° conidias/
mL) sobre hormigueros de Solenopsis invicta, ubicados en la localidad de Panyu,
Guangzhou. Se logré una efectividad del 100 %, en dosis entre 500 y 1000 mL,
aplicadas a hormigueros de 4dreas menores a 10 m’ [159]. Adicionalmente, un
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estudio realizado en Atta cephalotes, en nidos (4reas menores a 50 m’) en Girar-
dota (también evaluada en este estudio) y Barbosa, evalué esporas de T, wiride
y M. anisopliae. El estudio mostré una efectividad del 100 % de erradicacion, a
excepcion del tratamiento con T. viride. En la localidad de Girardota, esta efica-
cia se observo tras 42 semanas de evaluacion y los efectos se detectaron a partir
de Ia semana doce. Estos tiempos son superiores a los observados en nuestras
pruebas, en las que se lograron efectividades similares incluso en nidos de éreas
superiores a 50 m’en la semana doce de evaluacién. Esta reduccién en el tiempo
se puede asociar a la inoculacién repetida del bioinsecticida (semanas 1, 6y 12),
lo cual incrementa la dosis y la presencia de esporas en las cdmaras de hongos
simbiontes, por lo cual las obreras incrementan su actividad de remocién en estas
camaras, con una reduccion drastica del flujo de obreras en la superficie [160].

En este estudio se observé que el bioinsecticida no fue efectivo en los nidos
ubicados en Buenaventura, Lloré y Atrato. Estas localidades se encuentran en
la regién Pacifica colombiana, caracterizada por una pluviosidad superior a 7000
mm. Durante la aplicacién del bioinsecticida, las lluvias que se presentaron pudie-
ron haber lavado la superficie y reducido el ingreso de las esporas al hormiguero
a pequenas cantidades. Adicionalmente, este efecto redujo la dosificacién en
hormigueros superiores a 50 m’, y pudo ser retirado efectivamente de las cAmaras
por las hormigas obreras [160]. El efecto de las lluvias y la reduccién de la efec-
tividad de los métodos de control ~hechos probados experimentalmente en este
estudio— asf como el control quimico, fueron expresados por las comunidades
intervenidas.

Conclusiones

La combinacién de esporas de B. bassiana y T. lignorum, es una alternativa
viable en el control de la hormiga arriera en condiciones de laboratorio, donde
una relacién de 1:1 en las esporas presenta mayor efectividad.

La efectividad del bioinsecticida muestra asociacidn significativa con el tamafio
del hormiguero.

Es necesario hacer dosificaciones seriadas del bioinseticida experimental con
el objetivo de garantizar el control de los hormigueros de A. cephalotes.

La formulacién experimental llevada a cabo con las esporas de los hongos
filamentosos de B. basiana y T. lignorum, fue patentada (AOIN 65/00) y se
espera hacer la transferencia de la tecnologia a todos los agricultores afectados
por esta plaga.
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CAPITULO 2

Hongos como productores de enzimas
pectinoliticas

Ivan Andrés Gonzdlez Vargas,' Ranil Alberto Cuervo Mulet,” Fabidn Felipe
Ferndndez Daza,’ Esteban Osorio Cadavid' y Rosa del Pilar Cogua Romero.’

Introduccién

La microbiota de cada ecosistema difiere segiin de factores como ubicacién,
clima, geografia y disponibilidad de sustratos. La gran biodiversidad en pafses
como Colombia es gracias a la variedad de ecosistemas del pais. El departamento
de Valle del Cauca presenta una potencialidad importante en biodiversidad del
microbiota, porque cuenta con gran variedad de frutos, ademas de una notable
vocacién agroindustrial basada en la cafia de azticar. Actualmente, los estudios
para caracterizar levaduras presentes en frutas y suelos dedicados al cultivo de
la cafia de azdcar del departamento de Valle del Cauca, Colombia, son pocos.
Ambos sustratos son oriundos de la regiéon en mencién. Se utilizaron pulpas de

1 Grupo Microbiologfa, Industria y Ambiente (GIMIA), Universidad Santiago de Cali, Calle 5 # 62-00,
760035, Cali, Colombia

2 Grupo Biotecnologfa, Facultad de Ingenierfa, Universidad de San Buenaventura Cali, Carrera 122 # 6-65,
76001, Cali, Colombia.

3 Grupo Salud, Ambiente y Productividad (GISAP), Facultad de Educacién Virtual y a Distancia, Institucién
Universitaria Antonio José Camacho, Avenida 6N # 28N-102, 25663, Cali, Colombia.

4 Grupo de Investigacién en Biologia Molecular de Microorganismos, Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas, Universidad del Valle, Calle 13 # 100-00, 25360, Cali, Colombia.

5 Grupo de Investigacién en Ecologia y contaminacién Acuatica (ECONACUA), Facultad de ciencias,
Universidad Santiago de Cali, Calle 5 # 62-00, 760035, Cali, Colombia.
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guandabana (Annona muricata), mora (Rubus glaucus), naranja (Citrus sinensis),
guayaba (Psidium guajava), pifia, (Ananas comosus) y uva (Vitis vinifera) y muestras
de suelo en cultivos de cafia de azicar.

Las frutas son microhébitats importantes para una variedad de especies de
levaduras en la naturaleza debido a su alta concentracion de aztcares simples,
bajo pH y la constante visita de insectos vectores. En estos sustratos, la suce-
si6n de levaduras esté involucrada en varios procesos bioquimicos y ecolégicos,
incluido el deterioro de las frutas. Esto ocurre dada la habilidad de las levaduras
para utilizar rapidamente aztcares simples presentes en los sustratos. La presencia
de especies proteoliticas y pectinoliticas en estos sustratos, puede cumplir un
papel muy importante en el establecimiento y mantenimiento de la comunidad
levaduriforme.

Durante la colonizacién de las frutas, algunos de estos factores pueden confe-
rirles ventajas adaptativas a algunas especies. La presencia de cepas productoras
de glucosidasa puede contribuir a mejorar las caracteristicas aromaticas de las
frutas, ademas de ser de importancia biotecnoldgica para su aplicacién en la
industria alimenticia.

Investigacion sobre la identificacion de levaduras con
actividad pectinolitica de aislamientos obtenidos a partir de
de pulpas frutales y suelos de Valle del Cauca

Las levaduras son microorganismos unicelulares de colonizacién cosmopolita,
que pueden ser aisladas a partir de muestras de suelos [1], [2], [3], aguas salo-
bres [4], aguas residuales [5], agua dulce [6] y frutas [7]. En estas tltimas, las
levaduras pueden ser identificadas ya sea a partir del procesamiento de la fruta
entera o de su pulpa [8], [9]. Lo anterior se asocia a la disponibilidad natural de
altas concentraciones de azicares simples y sus bajos indices de pH, ademas de
la interaccién de las frutas con los insectos [9].

La diversidad de especies levaduriformes y los mdltiples ecosistemas que co-
lonizan los sustratos, permitié a las levaduras desarrollar caracteristicas propias
que han sido aprovechadas por el ser humano en diversos procesos industriales,
como la produccién de etanol [10], pectinasas [11], [12], biodisel [13], manitol
[14] entre otros. Sin embargo, aunque se cuenta con una alta relevancia en el
ambito agroindustrial, en Colombia, es incipiente el nimero de estudios donde
es identificada la diversidad levaduriforme.

Entre los estudios destacados sobre esta temdtica se encuentran descripciones
de las levaduras presentes en la cafia de aztcar, el compost, la céscara de toma-
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te con potencial de produccion de xilitol [15], levaduras presentes en bebidas
fermentadas tradicionales de departamentos como el Valle del Cauca, como lo
es el champs y la chicha, ambos preparados a partir del maiz, otros estudios de
levaduras presentes en la fermentacién de la leche para la produccién del kumis,
bebida lactea fermentada tradicional en Colombia [16].

Uno de los microorganismos mas utilizados en la produccién de metabolitos
como el alcohol y las enzimas, entre otros, y que ademds se encuentra reportado
en la literatura cientifica, es la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual posee
el complejo enzimatico para convertir las hexosas en etanol en condiciones
anaerdbicas, generando con ello dos moles del compuesto portador de energia
en los seres vivos, el adenosin trifosfato (ATP). Pero otra de las caracteristicas
de la levadura que aparece registrada en los informes investigativos es poseer
enzimas intracelulares de gran potencial e interés en la industria. Una de estas
enzimas es, por supuesto, la que degradan la pectina, tambien llamada pectinasa.

Las pectinasas disponibles en el mercado y ttiles en la vinificaciéon o la cla-
rificacién de zumos de frutas son producidas por los hongos Aspergillus niger
o Penicillium notatum [17]. Sin embargo, estos hongos secretan otras enzimas
indeseables para la produccién de vinos y jugos de fruta como la arabinofurano-
sidasa, que puede causar turbidez [18]. Las levaduras son una fuente alternativa
para la produccién a gran escala de enzimas comerciales [19], [20]. Respecto a
la produccién de pectinasas, estos organismos presentan ventajas comparadas
con los hongos filamentosos, debido a que son unicelulares, su crecimiento es
relativamente simple y casi no liberan metanol téxico.

Las enzimas tienen muchas aplicaciones en diversos tipos de industria, espe-
cialmente en alimentos. En algunos casos, las enzimas son propias de los microor-
ganismos utilizados directamente en los procesos. En otros casos, se emplean
enzimas aisladas de microorganismos para su posterior uso.

Generalidades de las pectinasas

Hasta el momento se conocen alrededor de 678 especies de levaduras ple-
namente identificadas y caracterizadas [21] y de estas solo un pequefio grupo
produce enzimas pectoliticas. La primera descripcién de una levadura con
produccién de endoPG fue publicada en 1951 por Luh y Phaff [22]. En este
trabajo se identificaron cuatro especies de levaduras pectoliticas: Saccharomyces
fragilis, Torulopsis kéfir, Candida pseudotropicalis (mas tarde rebautizada como
Kluyveromyces marxianus) y Saccharomyces thermantitonum (reclasificada como
Saccharomyces cerevisiae)
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Las levaduras pectinoliticas pueden producir enzimas diferentes segin el
medioambiente y el acervo genético. Pueden producir PG, PL, PE o pectato liasa
(PAL) de forma individual o una combinacién de estas segtin las condiciones
de temperatura, pH y disponibilidad de sustrato. Entre las cepas con actividad
PG se encuentran P guilliermondii, P anomala, Zygosaccharomyces cidri, Z. fer-
mentati, Candida krusei, C. pseudoglaebosa, C. intermedia, Debaryomyces hansenii,
D. polymorphus, Candida rugopelliculosa, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus y Candida [23][24][25]1[26][27](28] [29][30]. De este grupo, Sac-
charomyces cerevisiae es la mas estudiadada —inicialmente lo fue por su actividad
pectinolitica [22] [31]- y Rhodotorula produce PG y PE [32]. Por otro lado,
la actividad de tipo PG, PL y PE se ha observado en levaduras de las especies
Cryptococcus cylindricus, Cystofiliobasidium lari-marini y C. capitatum, en ambientes
frios [32]. Es importante sefialar que la mayoria de las actividades pectoliticas
se han descrito en las levaduras nativas [33]. De hecho, estas levaduras fueron
descubiertas durante varios procesos de fermentacién [34],[35] o durante el
prensado y la clarificacién de jugos de fruta concentrados [34][36] [37].

Las pectinasas son un grupo heterogéneo de enzimas relacionadas presentes en
las plantas superiores y los microorganismos. Se caracterizan por la hidrolizacion
de sustancias de pectina. Estas sustancias constituyen los principales componentes
estructurales de la pared celular primaria y de la lamina media en las plantas
superiores, asociadas a la extension de la pared celular en la que se encuentran
ligadas a la celulosa y el xyloglucano. También se involucran en el ablandamiento
de algunos tejidos de la planta durante la maduracién y almacenamiento [38].
Estas son conocidas como enzimas pectoliticas o pécticas y pertenecen a la familia
de las polisacaridasas, las cuales contribuyen a la ruptura de pectinas presentes
en una variedad de plantas [39] [40]. Estas enzimas actdan solamente sobre las
regiones del homogalacturano (HG), también llamada regién suave, que contiene
grandes segmentos de enlaces o (1-4) unidos con residuos de 4cido uronico de
D—galactopiranosil y la regién del ramnogalacturonano (RG), también conocida
como region ramificada formada por la repeticiéon de unidades disacaridas de —
DGalAp—(1-2)— a—L-Rhap, unida a otro disacarido. Por lo tanto, las arabinasas
y galactanasas capaces de degradar las cadenas laterales de sustancias pécticas,
no se clasifican como pectinasas [39] [41].

Clasificacion de las pectinasas
Segtin el tipo de actividad bioquimica las pectinasas se clasifican en:

1. Actividad poligalacturonasa (PG). Las endo PG poseen diferentes formas,
con pesos moleculares comprendidos en un rango entre los 30 y 80 kDa y
un punto isoeléctrico (pI) que oscila entre 3,8 y 7,6. La mayoria de las endo
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PG tienen un pH 6ptimo en el rango dcido comprendido entre 2,5 a 6,0 y
una temperatura Optima en el intervalo entre los 30 °Cy 50 °C. Las exo PG
estan presentes en bacterias, plantas y hongos, entre los que se destacan
A. niger, Erwinia sp. y algunas plantas como zanahorias, duraznos y frutas
citricas. El peso molecular de las exo PG varfa entre 30 y 50 kDa y su rango

de pl entre 4,0 y 6,0 [39] [40].

2. Pectinliasas (PL). Estas enzimas poseen una masa molecular comprendida
entre 30 y 40 kDa [90, 91]. La literatura reporta una execpcion en el caso
de Aureobasidium pullulans y Pichia pinus, cuya masa molecular se encuentra
alrededor de los 90 kDa. En general, las pectinliasas (PL) son activas en un
rango de pH 4cido comprendido entre 4,0 y 7,0, aunque algunos estudios
muestran actividad PL en condiciones alcalinas. El punto isoeléctrico de
estas enzimas se encuentra alrededor de 3,5. Los valores de Km estdn en un
rango comprendido entre 0,1 y 5 mg/mL, respectivamente, segtin el sustrato
utilizado. La inactivacién térmica de la enzima PL proveniente de A. niger
fue modelada y se encontré su inactiviacion a un pH minimo de 3,9 y 29 °C
y un pH y temperatura éptimos para actividad enziméatica de 4,8 y 35 °C,
respectivamente [39] [40].

3. Pectinesterasas (PE) o pectinmetilesterasas. El peso molecular de estas
enzimas varfa entre 30 y 50 kDa. El pH 6ptimo para su actividad esté entre
4,0y 7,0 excepto, segtin la literatura, la PE proveniente de Erwinia sp cuyo
pH 6ptimo esté en la regién alcalina. La mayoria de PE tiene una tempe-
ratura ptima en el rango comprendido entre los 4 °Cy 60 °C y su pl varia
entre 4.0 y 8.0. Industrialmente, la PE puede ser utilizada para mantener la
textura y la firmeza en los productos de frutas procesadas y en la clarificacién

de jugos de frutas [39][40].

Modo de accién de las pectinasas

Las protopectinasas, poligalacturonasas, liasas y las pectinesterasas, son algu-
nas de las enzimas pectinoliticas m4s estudiadas y conocidas en la actualidad.
Las protopectinasas catalizan las protopectinas solubles; las poligalacturonasas
hidrolizan la cadena de 4cido-poligalacturonico mediante la adicién de agua
(hidrolisis) y son las de mayor abundancia de todas las enzimas pectinoliticas.
Las liasas catalizan el clivaje de eliminacion trans del polimero del 4cido galac-
turénico. Las pectinesterasas liberan pectina y metanol por la desertificacién en
la unién metil-éster en la cadena de la pectina [39] [40].
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Las enzimas son clasificadas de acuerdo con el modo de ataque a la region
galacturdnica de la molécula de pectina y se pueden agrupar en metilesterasas
(esterasas) y las despolimerasas, que rompen las uniones glucosidicas entre los re-
siduos de galacturonosyl (éster metilico). Los dos tipos de endo poligalacturonasas
(PGs) y pectina-liasas (PLS) se caracterizan por cortar aleatoriamente la cadena
de pectina. Las exopoligalacturonasas dejan monémeros o dimeros provenientes
del extremo no reductor de la cadena pectina, mientras que la exopectinaliasas
liberan dimeros insaturados provenientes de la terminal reducida [39] [40][44].

Aplicaciones de las pectinasas en la industria
Algunas de las aplicaciones de las pectinasas mas importantes referenciadas
en la literartura son:

Pectinasas en los jugos de frutas y vinos

El uso de levaduras pectinoliticas o sus enzimas es altamente ventajoso en el
desarrollo de los jugos de frutas, vinos, cidras y concentrados frutales. En 1994,
Gainvors y col. demostraron que cuando se afiade al mosto de uva un extracto
pectinolitico crudo proveniente de una cepa de S. cerevisiae, esta tenia el mismo
efecto sobre la turbidez que la misma cantidad de la pectinasa [45].

El empleo de estas proteinas en los vinos mejora la licuefaccion, clarificacién
y filtracion del mosto de uva, permitiendo con ello la liberacién de compuestos
de color y sabor atrapados en el epicarpio de la uva y generando un valor agre-
gado en el buqué del vino [46]. De hecho, los productores de levaduras han
comenzado a vender las levaduras pectinoliticas como la cepa Fermol Clarifiant
(grupo AEB) o cepa Lalvin Rhone 2323 (Lallemand) para ayudar en el proceso
de la elaboracion del vino rojo [46, 47].

Pectinasas en el procesamiento de alimentos

El uso de levaduras pectinoliticas para la elaboracién de alimentos se sugiri6
en la década de 1990 en diversos campos de la industria alimentaria. Servili
et al. (1992) demostraron que usando un extracto de endoPG proveniente de
Cryptococcus albidus se mejoraba la extracciéon de aceite de oliva [48].

Una cepa K. marxianus aislada de la pulpa de cacao que posefa actividad PG,
fue utilizada directamente en granos de cacao para la extraccién de jugo de cacao
[49]. M4s recientemente, algunos autores centraron su interés en la capacidad
de producir enzimas pectinoliticas a partir de cepas de Pichia sp, implicadas en
la fermentacién de extracto de café [50]. Estas levaduras posefan la capacidad
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de inhibir el crecimiento de Aspergillus cchraceus y la produccién de ocratoxina
A por parte de este hongo filamentoso [51].

Pectinasas en el proceso de fabricacion de papel

La industria encargada de la produccién de pulpas y papel ha comenzado a
utilizar enzimas pectinoliticas para la solucién de problemas especificos en sus
procesos de manufactura. Una pectinasa alcalina producida por Bacillus sp y
Erwinia carotovora, ambas con una alta actividad pectinolitica, ha sido utilizada
en la industria japonesa para la produccién de papel despolimerizando la pectinaYy,
consecuentemente, reduciendo la demanda catiénica de la solucién de pectina'y
del filtrado proveniente del perdxido utilizado en el proceso de blanqueo [52, 53].

Pectinasas en el procesamiento de textiles y biofregado de fibras de algodén

Las pectinasas han sido utilizadas en conjunto con las amilasas, lipasas, celu-
lasas y hemicelulasas, para remover agentes provenientes del algodén de forma
segura y aceptada desde el punto de vista medioambiental, reemplazando asi la
soda céustica usada actualmente para el mismo propdsito. El biofregado es un
proceso novedoso utilizado para la remocién de impurezas no celulésicas pro-
venientes de la fibra utilizando para ello enzimas especificas. Las pectinasas han
sido usadas para este propdsito sin identificar efectos negativos en la degradacion

de la celulosa [54].

Pectinasas en el tratamiento de aguas residuales

Las aguas residuales provenientes de la industria de procesamiento de citricos
y otros vegetales, contienen por lo general materiales con pectina que no son
descompuestos facilmente por los microorganismos que participan en el trata-
miento de lodos activados [55]. El pretratamiento de estas aguas residuales con
enzimas pectinoliticas facilita la remocion del material con pectina y hace posible
su descomposicion por el tratamiento con lodos activados [54].

Pectinasas para la nutricién animal

Las pectinasas son utilizadas para la elaboracion del coctel enzimético utilizado
en la produccién de alimentos para animales. Este coctel tiene la particularidad
de reducir la viscosidad en el alimento, lo cual a su vez incrementa la absorcién
de nutrientes y por lo tanto reduce la cantidad de heces producidas por el animal

[54].

En la actualidad, la industria de alimentos emplea una amplia gama de enzimas,
tales como amilasas, celulasas, invertasas, glucanasas, enzimas proteoliticas y
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enzimas pécticas, entre otras [55]. Segin se afirma [56], las aplicaciones en la
industria de alimentos de las pectinasas corresponden a un 25 % de las ventas
globales de enzimas de grado alimentario, ya que tienen la capacidad de degradar
pectinas (polisacaridos complejos presentes en los tejidos vegetales) en moléculas
mas simples como el 4cido D-galacturénico [57]. En el procesamiento de jugos
de frutas, el uso de enzimas comerciales ayuda a tener mayores rendimientos y
mejor calidad del producto final. Estas trabajan destruyendo las estructuras de
los componentes de la fruta y disminuyendo su capacidad de retencién de agua.
Las pectinasas son un complejo sistema de enzimas que incluyen hidrolasas, liasas
y oxidasas que degradan o modifican la pectina [58], [59].

De acuerdo con lo anterior, se debe tener en cuenta que la regién del departa-
mento del Valle del Cauca produce cerca de 721 000 toneladas de frutas por afio
[60], que estas frutas presentan caracteristicas que favorecen la presencia de es-
pecies [61], [9] y que son pocas las investigaciones orientadas a la caracterizacion
de especies levaduriformes presentes en frutas cultivadas en la region, al igual que
las presentes en sus suelos. Ademas, se tienen 62000 ha destinadas al cultivo de
cafa de azdcar para la produccion de azicar y 41000 ha para la produccién de
etanol [62]. En este sentido, esta investigacién tuvo como propdsito caracterizar
e identificar la capacidad pectinolitica de las especies de levaduras presentes en
las frutas: guandbana (Annona muricata), mora (Rubus glaucus), naranja (Citrus
sinensis), guayaba (Psidium guajava), pifia (Ananas comosus) y uva (vitis vinicola),
y en muestras de suelos utilizados en cultivos comerciales de la cafia de azticar.
Ambas clasificaciones de sustratos provenientes del departamento del Valle del
Cauca, Colombia.

Métodos

Recolecciéon de muestras

Los aislamientos levaduriformes se obtuvieron a partir de fermentos de pulpas
de frutas cultivadas en el departamento del Valle del Cauca. Se utilizaron las
pulpas de guanabana (Annona muricata), mora (Rubus glaucus), naranja (Citrus
sinensis), guayaba (Psidium guajava), pifia, (Ananas comosus) y uva (Vitis vinifera).
Estas fueron obtenidas en centros de mercado de los municipios de Jamundi,
Pradera, Buga y Cali. Por otra parte, se obtuvieron dos muestras de diferentes
suelos destinados al cultivo de la cafia de aztcar ubicados en las siguientes coor-
denadas geograficas: suelo A: 3.277278,0N -76.315074W y suelo B: 3.499448,0N
-76.433446W. Dichas muestras fueron tomadas de tierra superficial aledafia a
los cultivos de cafia de azticar en tiempo de cosecha.
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Aislamiento de las especies levaduriformes

Las frutas se lavaron con abundante agua estéril y se dejaron secar en una
camara de flujo laminar por espacio de dos horas a 25 °C. Posteriormente, se
retiraron 200 g de pulpa separados de la c4scara, se depositaron en un frasco de
vidrio y se adicionaron 60 g de sacarosa (Merck®) y agua estéril hasta un volumen
de 1000 mL. La suspensién se licué (licuadora Oster® mod 4655) hasta obtener
una solucién homogénea. Para las muestras de suelo, se depositaron 10 g de cada
una, se adicionaron 90 mL de agua, y se agit6 a 60 rmp hasta homogenizar. A las
soluciones obtenidas se les agregd sacarosa hasta obtener 12°Brix. Se suplement6
con 25mgL" de cloranfenicol y se incub6 a 30°C por 72 horas. El aislamiento
se hizo inoculando 20 ul en medio YPDA (Difco®, Le Port de Claix, France)
suplementado con 25 mgL" de cloranfenicol e incubando a 30 °C por 72 horas.

Los cultivos puros se obtuvieron mediante replicacion y siembra en superficie
de colonias individuales en YPDA e incubacién a 30 °C por 72 horas. Este pro-
cedimiento se repiti6 hasta obtener cultivos axénicos, los cuales se preservaron

en medio YPD-glicerol 20 % a —20 °C.

Caracterizacion de fenotipica de levaduras

La caracterizacién fenotipica de los aislados levaduriformes se hizo evaluando
su morfologfa y sus caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas y empleando los
criterios descritos por Kurtzman et al. [63].

Caracterizacion molecular de levaduras

La caracterizaciéon molecular requiri6 la extracciéon de ADN geondmico, la
amplificacion y secuenciacion de las regiones ITS1-ITS2 del gen 5.8S rRNA,
siguiendo los protocolos descritos por Osorio-Cadavid et al. [64]. Los amplifi-
cados purificados fueron enviados a secuenciar en MACROGEN®, laboratorio
externo que ofrece este servicio. La metodologia empleada se estandarizé a las
condiciones de laboratorio.

Posteriormente, las secuencias (forward y reverse) fueron ensambladas y corre-
gidas con el programa Chromas Pro v. 1.42 ® y comparadas con las secuencias
reportadas en el GenBank® mediante alineamiento de secuencias con la he-

rramienta BLAST.

Andlisis de diversidad ecolégica

Para el andlisis de diversidad ecolégica de las especies levaduriformes, se utiliza-
ron el indice de diversidad de Shannon, el cual representa la cantidad de especies
presentes en el drea de estudio (riqueza de especies) y la cantidad relativa de
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individuos de cada una de esas especies (abundancia); y el indice de Simpson, el
cual describe el grado de dominancia de especies de levadura individuales [65].

Evaluacion de la actividad pectinolitica)
Seleccion primaria de levaduras

Las colonias activadas anteriormente se sembraron en un medio que contenia
pectina como tnica fuente de carbono. El medio estaba compuesto de la siguiente
manera (g/100 mL de agua destilada): pectina citrica 2; extracto de levadura, 1;
agar, 15; KH PO, 0,2; CaCl, 0,05; (NH) SO, 1; MgSO ; THO, 0,8; MnSO,,
0,05; pH=>5. Las placas fueron incubadas a 28 °C durante 48 horas. La seleccién
se hizo de forma visual mediante la identificacién de las colonias desarrolladas
luego del agregado de lugol. Se detecté una zona clarificada alrededor de las
colonias. Se seleccionaron solo las levaduras que presentaron mayor tamafio de
halo de clarificacion.

Seleccion secundaria de levaduras

Las cepas seleccionadas se sometieron a un segundo ciclo de seleccién, segiin
su capacidad de crecimiento y de produccion de pectinasas a bajas temperaturas
(12 °C). El mismo procedimiento se llevé a cabo por medio de la determinacién
en placa con el medio descrito anteriormente, con pectina como tnica fuente
de carbono y posterior revelado con lugol. Se seleccionaron las mejores cepas
seglin dos criterios:

1. Las que presentaron mayor relaciéon didmetro de halo/didmetro de colonia.

2. Las que resultaron con mayor tamafo de colonia, aunque con una mediana
relacién didmetro de halo/didmetro de colonia.

Obtencién de los extractos enzimdticos

Se sembraron las cepas seleccionadas previamente como las mejores a 30 °C
(in6culo al 5 %) en caldo YEPD (g/100 mL buffer citrico-citrato, pH 3,5):
D-(+)-Glucosa, 2,0; peptona de soja, 1,0; peptona de carne, 1,0; extracto de
levadura, 1,0 y peptina (0,5%). Se incubaron a dicha temperatura durante
cinco dias. Los cultivos se sometieron a agitacion a una velocidad de 130 rpm.
Luego, los extractos obtenidos se centrifugaron a 5.000 g durante 15 minutos y
se filtraron a través de una membrana de 0,22 um de tamafio de poro. De esta
forma se obtuvieron los extractos enziméticos crudos a los cuales les se les evalu6
su capacidad pectinolitica.
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Evaluacién de actividad enzimdtica en los extractos obtenidos

Los extractos enzimdticos extracelulares libres de células se utilizaron para la
determinacién cuantitativa de la actividad pectinolitica a 12 °C. La misma fue
ensayada por la cuantificacion de los aztcares reductores liberados desde una
solucién de pectina (0,25 % de pectina en buffer citrico-citrato, pH 3,5) usando
el reactivo 4acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [66]. El acido galacturénico fue
utilizado como estdndar (Sigma Chem. Co.). La mezcla de reaccién incluyé
0,45 mL de sustrato y 0,05 mL de extracto enzimatico. Dichas soluciones se
incubaron a 12 °C durante 30 minutos. La determinacién se llevé a cabo por
triplicado. Una unidad de actividad enzimética se define como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 umol de 4cido galacturénico por minuto bajo
las condiciones del ensayo.

Resultados

Se obtuvieron un total de 299 aislamientos levariduformes, 275 de las muestras
de frutas y 24 de las muestras de suelos. En frutas, el mayor ntiimero de aislamien-
tos por fruta fue de 90 (30,10 %) a partir de mora, seguido por 50 (16,72 %) en
guandbana, 46 (15,38 %) en guayaba, naranja con 49 (16,39 %) aislados, pifa
con 22 (7,36 %) y uva con 18 (6,02 %) aislados.

En los suelos A y B, se obtuvieron 13 (4,35 %) y 11 (3,68 %) aislados respecti-
vamente; respecto a los aislados no identificados se presentaron 4, 7 y 1 aislados
en guanabana, mora y pifia, respectivamente (Figura 11).

Figura 11
Nimero de aislados y especies levadurifomes encontradas en frutas y suelos de los
Ingenios Incauca y Providencia, Valle del Cauca, Colombia
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Fuente de aislamiento

Al hacer la identificacion fenotipica (morfologia, color, elevacion de colonia y
célula) y molecular (amplificacion y secuenciacion de las regiones ITS1 y [TS2)
se identificaron 37 especies y 12 aislados no identificados (Tabla 12). Se encontré
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un total de 14 géneros correspondientes a Candida con 10 especies, Pichia con
9 especies, Cryptococcus y Hanseniaspora con 4 especies, y a los géneros Debar-
yomyces, Kagachstania, Lodderomyces, Metschnikowia, Pseudozyma, Rhodotorula,
Pseudozyma, Saccharomyces, Torulaspora y Wickerhamomyces, con una especie.

Tabla 12
Relacion de las especies levaduriformes identificadas en cada uno de los sustratos
analizados
Frutas
Total

Especies G |[Gu M |N |P U |[SA | SB

N [N I[N |N |N N [N [N %
Candida azyma 15 15 |502
Candida boidinii 5 1 6 2,01
Candida ethanolica 14 1 15 5,02
Candida oleophila 4 4 1,34
Candida parapsilosis 7 7 2,34
Candida pseudointermedia 1 1 0,33
Candida pseudolambica 1 1 0,33
Candida railenensis 3 3 1,00
Candida sergipensis 20 20 6,69
Candida sp 1 1 0,33
Cintractia fimbristylicola 1 1 2 0,67
Cryptococcus flavus 1 1 0,33
Cryptococcus podzolicus 5 5 1,67
Cryptococcus diffluens 1 1 0,33
Cryptococcus lawrentii 6 6 2,01
Debaryomyces nepalensis 11 11 3,68
Hanseniaspora guilliermondii 4 4 1,34
Hanseniaspora opuntiae 6 2 8 2,68
Hanseniaspora pseudoguilliermondii 3 3 1,00
Hanseniaspora Uvarum 4 1311 18 6,02
Issatchenkia occidentalis (Pichia occidentalis) 2 2 0,67
Issatchenkia terricola (Pichia terricola) 5 3 8 2,68
Kazachstania exigua 5 5 1,67
Kodamaea ohmeri (Pichia ohmeri) 2 2 0,67
Lodderomyces elongisporus 3 3 1,00
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Metschnikowia koreensis 2 2 0,67
Meyerozyma caribbica (Pichia caribbica) 4 4 1,34
Pichia fermentans 8 8 2,68
Pichia guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii) 3 1 3 7 2,34
Pichia klwyveri 1 1 14 4,68
Pichia membranaefaciens 1 2 12 1,00
Pichia pijperi (Wickerhamomyces pijperi) 25 2 27 19,03
Pseudozyma pruni 1 1 0,33
Rhodotorula mucilaginosa 2 2 0,67
Saccharomyces cerevisiae 13 |33 46 | 15,38
Torulaspora globosa 1 1 0,33
Wickerhamomyces anomalus 6 |5 11 3,68
No identificadas (posibles nuevas especies) 4 7 1 12 4,01
Total por sustrato 50 |46 |90 (49 |22 |18 |13 |11 |299 | 100,00

G (guanabana), Gu (guayaba), M (mora), N (naranja), P (pifia), U (uva), SA (suelo A destinado al cultivo
de la cafa de azicar) y SB (suelo B destinado al cultivo de la cafia de aztcar).

Al evaluar la diversidad de microrganismos no se observé relacion entre el
ntmero de aislados y la diversidad de especies. Se encontrd que a excepcién de
la mora y la guandbana que presentaron indices de diversidad de 2,96 y 2,67,
respectivamente. Solo la mora mostré el mayor nimero (90 aislamientos).
Los indices de diversidad para frutas con nimeros medios de aislados (entre
46 y 50) como la guandbana y la naranja, presentaron valores de 1,80 y 1,76
inferiores a los observados en pifia, suelos A y B con valores de 2,45, 1,98 y
2,22, respectivamente, muestras que solo presentaron 22, 13 y 11 aislamientos,
respectivamente. Respecto de la dominancia especifica, esta se observé en los
aislados obtenidos a partir de uva, naranja y guanabana. Las especies con mayor
ntmero de individuos fueron Candida azyma, Saccharomyces cerevisiae y Candida
sergipensis, respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13
Indices de diversidad de Simpson y de Shannon para las levaduras obtenidas
de suelos y frutas.

Indice G Gu M N P U SA SB
Simpson 0,30 0,15 0,15 0,46 0,18 0,67 024 10,20
Shannon 1,80 2.67 2,96 1,76 2,45 0,65 1,98 |222

Se identifican por G (guandbana), Gu (guayaba), M (mora), N (naranja), P (pifia), U (uva), SA (suelo A
destinado al cultivo de cafia de azicar) y SB (suelo B destinado al cultivo de cafia de aztcar).
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Evaluacion de la actividad pectinolitica

De los microorganismos aislados y estudiados fueron identificadas diez cepas
pectinoliticas. A todos los aislados se les determiné la capacidad pectinolitica
utilizando los métodos anteriormente mencionados. Se lograron identificar diez
cepas levaduriformes con posible capacidad pectinolitica, escogidas por poseer
un mayor halo de clarificacién, todas pertenecientes al género Saccharomyces
cerevisiae (Figura 12).

Figura 12
Halo de clarificacion observado en las cepas de Saccharomyces cerevisiae asiladas en la
regién de Valle del Cauca

Seleccion secundaria de levaduras

Las diez cepas levaduriformes seleccionadas fueron sometidas a una segunda
seleccion a 30 °C. Lo anterior se llevé a cabo con un sembrado en profundidad
por el método de puncién. Se hizo una repeticién en cajas de Petri de seis colonias
por placa. Luego de la incubacion a la temperatura anteriormente mencionada,
se pudo determinar la relacion entre el tamafio del halo desarrollado y el tamafio
de las colonias presentes (Dh/Dc) de cada una de las cepas (Figura 13).
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Figura 13
Relacion del didmetro del halo (Dh) y de la colonia (Dc), en las cepas levadurifomes

aisladas en la regién de Valle del Cauca, con actividad peptinolitica
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Cepas evaluadas

En el eje X se observan las cepas a las cuales se les evalué el didmetro de colonia (en
rojo), el didmetro de halo (en verde) y la relacién entre el didmetro de halo y colonia
(en verde). En el eje Y se observa la relacién de cada uno de estos didmetros en mm.

Las relaciones Dh/Dc estuvieron comprendidas en un rango de tres a ocho
unidades. Todas las cepas seleccionadas se caracterizaron por su alta relacién
Dh/Dc, lo cual permite entrever una alta capacidad de produccién de pectinasas
(Tabla 14). En cuanto al crecimiento de estas cepas en un medio de cultivo rico
en pectina todas tuvieron un crecimiento 6ptimo y lograron una multiplicacién
notoria a las 24 horas en medio s6lido y 18 horas en medio liquido (duplicacién
de la poblacién. Figura 12).

Tabla 14

Cepas de levaduras seleccionadas a 30°C con una mayor relacién
didmetro de halo/didmetro de colonia (Dh/Dc)-

Cepas Diametro del halo (mm) | Diametro de la colonia (mm) Dh/Dc
ITP1 11,0 2,5 4,4
ITP2 9,7 23 4,2
ITI1 11,0 2,5 4,4
ITI8 9,7 2,3 4,2
IFN1 14,0 2,5 5,6
IEN7 15,5 2,5 6,2




72 Hongos como productores de enzimas pectinoliticas

IFUL 12,0 3,0 4,0
IFU4 20,0 4,0 5,0
IFU6 20,0 4,0 5,0
IFU9 14,7 32 4,6
Testigo 11,2 2,0 5,6

Determinacion de la actividad enzimdtica en los extractos obtenidos

Las diez cepas levaduriformes seleccionadas se crecieron a 30 °C y se selec-
cionaroncon la mayor actividad pectinolitica, el cual fue determinado por el
método DNS (Fig 2.4).

Figura 14

Determinacién de la actividad enzimética de las cepas levadurifomes aisladas en la
regién de Valle del Cauca
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Se plantea el método DNS como parte de la seleccién secundaria debido a
que la técnica en placa (Dh/Dc) posee la limitante de la difusién de la enzima
pectinolitica a través del medio sélido en el cual se encuentra la pectina que se
va a degradar.

Lo anterior hace necesario un analisis en medio liquido en el que se encuentre
tanto la enzima como el sustrato. Esta técnica es, entonces, utilizada para dar
validez y seguridad cientifica a la seleccién hecha.

Las cepas que tuvieron mayor actividad pectinolitica por el método del DNS
resultaron ser practicamente todas aquellas seleccionadas por el método en placa
con buen crecimiento y una alta relacién Dh/Dc. Esto apoya la decisién tomada
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de hacer ensayos complementarios en medio liquido, para escoger finalmente
las mejores cepas productoras de pectinasas. Por lo tanto, se seleccionaron
finalmente las tres mejores cepas con actividad pectinolitica: las cepas IFNI,
IFN7 y IFUG6, con actividades enzimaticas de 0,57, 0,75 y 0,65 UE/mL extracto
enzimatico, respectivamente. Cabe anotar que solo la cepa IFN 7 tuvo una ac-
tividad enzimatica superior a la testigo; sin embargo, las otras dos cepas aisladas
tenfan actividades enzimdticas cercanas al testigo. El testigo corresponde a una
cepa de Kleuveromyces marxiannus (ATCC #) con actividad pectinolitica. Las
cepas IFN1 y IFN7 correspondian a la especie Saccharomyces cerevisiae y fue-
ron aisladas del zumo fermentado de naranja, mientras la cepa IFU6, aunque
tambien correspondia a la especie Saccharomyces cerevisiae, fue aislada del zumo
fermentado de la uva.

Algunos autores mencionan valores de actividad enzimética medida por el
método del DNS en los sobrenadantes de cultivos, desde 0,107 hasta 0,679
UE/mL, a pH 5,0 y 50 °C [67]. Por su parte, Martin y col. [68] estudiaron la
actividad PG de cepas indigenas y mutantes de Saccharomyces cerevisiae PGU1
y resultaron valores dentro del rango 0,103-0,974 UE/mL, a 37 °Cy pH 5,2. Las
cepas levaduriformes nativas con potencial agroindustrial aisladas en este trabajo,
producen pectinasas a 30 °Cy pH 3,5, comparable con los trabajos citados, con
actividades a 50 °C y 37 °C, a pH 5,0 y 5,2, respectivamente, lo que revela que
las cepas seleccionadas en el presente estudio tienen muy buenos niveles de
actividad en medio 4cido.

Asimismo, debido a que el medio de cultivo utilizado para la obtencién del
extracto enzimatico no contuvo pectina sino glucosa como tnica fuente de
carbono, se concluye que la produccién de enzima no es inducible y por lo tan-
to las levaduras seleccionadas son constitutivas. De este modo, la produccién
enzimdtica industrial no estara sujeta a las condiciones ambientales.

Discusion

A partir de la pulpa de mora, guayaba, naranja, pifia, guanibana y uva y mues-
tras de suelos dedicadas al cultivo de cafia (suelos A y B), se obtuvo un total de
299 aislados representados en 37 especies levaduriformes, de las cuales el 92 %
(275) se aislaron a partir de frutas cuyo habitat es mas adaptado a las necesidades
de las levaduras y corresponden a los géneros Rhodotorula, Cryptococcus, Candida,
Pichia, Hanseniaspora, Kazachstania, [69], Kluyveromyces, Saccharomyces, Torulas-
pora, Wickerhamomyces [70]; asi mismo, el género Debaryomyces [71], frecuente en
suelos. En este mismo sustrato, se observaron aislados de los géneros Pseudozyma
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y Rhodotorula, y en la naranja se encontraron Lodderomyces y Metschnikowia. En
la literatura consultada no se han reportado los géneros aislados hallados en los
dos sustratos anteriores.

De las 37 especies descritas en este estudio, cuatro se han reportado como
patdégenas oportunistas que podrian desarrollar enfermedades en humanos.
Corresponden a: C. laurentii, K. ohmeri, L. elongisporus, R. mucilaginosa y M. gui-
lliermondii, asociados a infecciones sanguineas [72], meningitis [73] e infecciones
en pacientes inmunosuprimidos [74], [75], [76]. La presencia de este tipo de
especies estarfa asociada a la manipulacién por personal expuesto, presente en
las plazas de mercado.

En este estudio se caracterizaron las especies levaduriformes presentes en
diferentes frutas cultivadas en la regién de Valle del Cauca, en las cuales se
encontraron las especies H. uvarum, L. elongisporus, M. koreensis, H. opuntiae, L.
elongisporus y Pichia guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii) en la naranja, lo
cual concuerda con lo reportado en la literatura [77], [78]. Adicionalmente, se
reporté para este sustrato la presencia de K. ohmeri (R ohmeri), levadura asociada
a infecciones oportunistas y que posiblemente se present por la manipulacién en
el mercado donde fue adquirida [79]. Aunque se tienen reportes de aislamiento de
levaduras en uva (V. vinifera) y pifia (A. comosus), en este estudio se identificaron
las especies C. azyma, L terricola (P terricola) y C. boidinii, C. pseudointermedia, H.
pseudoguilliermondii, M. caribbica (P, caribbica), P fermentans, E membranaefaciens,
P pijperi (W. pijperi) respectivamente, de las cuales no se posee registro de aisla-
miento en este tipo frutas. Adicionalmente, se hicieron asilamientos a partir de
guandbana (A. muricata), guayaba (Psidium guajava) y mora (Rubus glaucus). En
estos casos, los reportes fueron escasos y en algunos casos nulos. Se registraron
aislados de C. diffluens, D. nepalensis, H. guilliermondii, H. opuntiae, H. uvarum, P
guilliermondii (M. guilliermondii), P kluyveri y R membranaefaciens en guayaba. En
guandbana se encontraron aislados de C. ethanolica, C. parapsilosis, C. sergipensis,
K. exigua, y en guayaba de C. ethanolica, C. parapsilosis, C. sergipensi, K. exigua
y en mora de C. boidinii, C. ethanolica, C. oleophila, C. railenensis, H. uvarum, I.
terricola (P terricola), P kluyveri, P pijperi (W, pijperi), S. cerevisiae, y W. anomalus.
Aunque estas especies se reportan por primera vez para estas frutas, se les han
detectado como parte del microbiota en frutas tropicales [8], [7], [78], [80]. La
similaridad entre las especies de levaduras aisladas podria estar asociada a las
caracteristicas ambientales compartidas entre las regiones donde se hacen los
reportes previos y en el departamento de Valle del Cauca.

En las muestras de suelo estudiado, se identificaron las especies P guilliermon-
dii, C. laurentii, C. Flavus, R. mucilaginosa, C. flavus y T. Globosa empleadas en
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el cultivo industrial de cafia de aztcar. Los reportes sugieren que estas especies
forman parte del microh4bitat de este tipo de suelos [81] [82] [3], al igual que
su presencia en la planta de cafia de azicar (hojas, raiz), ya sea de forma epifita
o endofita [83], que pueden estar asociadas al crecimiento de estas [84], [85].
Adicionalmente, se identificaron las especies C. pseudolambicay C. fimbristylicola,
de las cuales se cuenta con poca informacién.

En este estudio se observaron diferencias marcadas en la diversidad de especies
identificadas a partir de cada uno de los sustratos (frutas), y esté asociada al na-
mero de aislamientos a excepcién de uva. Esta diversidad indicarfa que la relacion
de disponibilidad de nutrientes en frutas corresponderia en orden descendente,
que inicia con mora, guayaba, guandbana, naranja y finaliza en la uva. De igual
forma, se asocia a las condiciones de madurez de la fruta y al ambiente donde
fueron producidas. Esta combinacién de variables finalmente determinari la
composicién de la comunidad de microorganismos presentes [86], [87].

Entre las cepas aisladas en este estudio se tienen algunas de interés biotecno-
légico y agroindustrial. Uno de los campos de interés es el control de infeccio-
nes flngicas en la poscosecha. Entre las especies levaduriformes con potencial
aplicacién, se encuentran P membranaefaciens y P caribbica [88] en el control
de P italicum, P, digitatum, P expansum, A. alternata, B. cinerea y R. stolonifer [89],
[90], [91]. W/ anomalus se ha empleado por su capacidad antifingica contra P
digitatum [92] y M. laxa [93] y H. uvarum como potenciales controladores de B.
cinérea [94]. Adicionalmente, se reporta que su aplicacion previa a la cosecha,
disminuye las afecciones propias en la poscosecha [95].

Entre los aspectos importantes se encuentra la potencialidad de estas especies
en la enologfa, asociado al realce de aromas y sabores por la liberacién compues-
tos aromaticos, como es el caso H. uvarum y H. guilliermondii [96], [97], al igual
que en la produccion de fermentos y alimentos como el chocolate, en el que la
inoculacién como especies cofermentativas de P kluyveri y H. opuntiae, alteran
las caracteristicas organolépticas [98], [99]. Adicionalmente, se identificaron
especies con potencial en la produccién de enzimas involucradas en la indus-
tria, como es el caso de K. exigua, S. cerevisiae en la produccién de fitasas [99] y
pectinasas [100] y en la produccién de etanol a partir hemicelulosa hidrolizada,
como es el caso de Candida boidinii [101] y manitol a partir de glicerol por Can-
dida azyma [14]

Conclusiones
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La caracterizacién de un total de 299 especies levaduriformes en sustratos de
frutas y suelos del departamento de Valle del Cauca, es un aporte importante al
desarrollo biotecnoldgico y cientifico en materia de diversidad y pertinente, si
se tiene en cuenta la vocacion agroindustrial de la region.

Este estudio permiti6 evidenciar la gran diversidad de especies presentes en fru-
tas de la regién de Valle del Cauca (Colombia) y cémo podrian, potencialmente,
ser empleadas en las industrias de la regién, como la produccién de alimentos,
bebidas fermentadas, etanol y como biocontroladores.

De esta diversidad se aislaron levaduras nativas con capacidad de producir
pectinasas, las cuales poseen un alto potencial para ser utilizadas en la industria
de producciéon de jugos a partir de frutas, logrando con ello el aislamiento y
seleccion de diez cepas levaduriformes pertenecientes al género Saccharomyces
cerevisiae con propiedades pectinoliticas. A las cepas levaduriformes asiladas
se les determiné su produccién de pectinasas a 12 °C y presentaron buenos
niveles de actividad enzimitica, si se tiene encuenta que la evaluacién se hizo
en extractos crudos sin que este haya sido sometido a concentracién o algin
método de purificacién que aumentarfa la actividad enzimitica. Las cepas de
levaduras seleccionadas son constitutivas. Esta es una importante caracteristica
que significa una ventaja industrial, debido a que la produccién enziméatica no
estd sujeta a las condiciones ambientales.
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CAPITULO 3

Los hongos como determinantes de
la calidad alimentaria

Johannes Delgado Ospina,"’ Fabian Felipe Fernandez,’ Leidy Vanessa Balanta,’
Richard Andrés Martinez' y Clemencia Chaves Lopez.”

Introduccién

El cacao es el ingrediente de un ntimero indefinido de alimentos, entre los que
se encuentran los chocolates, los pasteles, los helados y los dulces. Este fruto se
obtiene de plantaciones y se cultiva en su mayorfa en Africa, Centroamérica y
Suramérica, donde las condiciones de almacenamientos de esta semilla no son
estrictas, pudiendo con ello ser susceptibles a eventos de contaminacién por
hongos tanto en el almacenamiento como en el proceso fermentativo, pasos
iniciales en la produccién [1].

La contaminacién flingica en el cacao, generalmente es producida por espe-
cies de los géneros Aspergillus, Mucor, Penicillium y Rhyzopus [1], presentes en
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el grano seco y en bebidas preparadas con semillas contaminadas. Esto puede
desencadenar problemas de salud publica, ya que diferentes especies de Aspergillus
y Penicillium producen micotoxinas, entre las cuales se encuentran las aflotoxinas
y las ocratoxinas [2], [5], consideradas posibles agentes carcinogénicos por la
IARC. Por ello, se encuentran reguladas las concentraciones méximas permitidas.
Por ejemplo, la comisién de la Comunidad Europea restringe su cantidad éstas a
2ug y lug, respectivamente, en productos que integren cacao.

Si bien se tienen hongos que podrian contaminar y causar dafios en la salud,
es durante el proceso fermentativo cuando se involucran otras especies que
pueden otorgar caracteristicas de olor y sabor tnicas, permitiendo asi incre-
mentar el valor del producto, razén por la cual se requiere el reconocimiento
de la micoflora presente en estos productos. En este capitulo, se mostraran las
generalidades asociadas a los hongos como agentes contaminantes en alimentos
con un enfoque en la descripcion de las micotoxinas, ya que estos organismos se
encuentran presenten en los diferentes procesos asociados a alimentos, entre los
cuales se registran el cultivo, el almacenamiento y la produccién. Asf mismo, se
muestra una investigacion llevada a cabo con el fin de caracterizar los hongos
presentes en granos del cacao seco de la regién geogréfica del valle del rio Cauca.

Micotoxinas

En la actualidad se conocen méas de 500 micotoxinas, metabolitos secundarios
producidos por hongos hallados como contaminantes en alimentos ya sea durante
la cosecha, el almacenaje, la ingesta, el contacto o inhalacién de estas. En algunos
casos generan efectos toxicos en humanos y animales que pueden producir la
muerte del individuo en casos de exposicién cronica [6], [7].

Las micotoxinas, denominadas aflatoxinas, esterigmatocistinas, fumunisinas,
ocratoxinas, tricotecenos y zearalenona [2], [3], [8], son consideradas entre las
mas importantes en la agricultura y derivados. A continuacion, se describe cada
una de estas.

Aflatoxinas

Son las mas importantes de las micotoxinas por su abundancia, toxicidad e
impacto en la salud humana. Son producidas principalmente por Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus pseudotamarii y As-
pergillus bombycis. Se han descrito 20 tipos de esta micotoxina, entre las cuales
se destacan las aflatoxinas B,B,G,G,M yM. El sufijo 2 sefiala en el isémero
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la pérdida de doble enlace, comparado con el sufijo 1 y las letras B (azul) y G
(verde), a la coloracién de estas al ser expuestas a luz UV [2]. Es importante
sefialar que las aflatoxinas M y M son el resultado del metabolismo, en mamife-
ros, de las aflatoxinas B y B . Estas primeras se pueden encontrar en la leche [2].
Las aflatoxinas B, B, G y G (Figura 15) pueden encontrarse en productos de
climas tropicales como cacahuetes, pistachos, maiz, arroz [9] y cacao [4], [10].
Su contaminacién ocurre, generalmente, por A. flavus [7]. En referencia a los
efectos en la salud, la aflatoxina B se encuentra asociada a carcinoma hepitico,
en especial en personas con historial de hepatitis B, efectos inmunosupresores
y déficit nutricionales. Sus efectos cancerigenos se asocian a la capacidad de
producir mutaciones en el gen P53, el que se produce la transversién de una
guanina a tiamina en el codén 249 [2], [4], [8], [9].

Figura 15
Estructura molecular de las aflatoxinas B, B, G y G,
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Esterigmatocistinas

Son producidas por diferentes especies de Aspergillus, entre las que se encuen-
tran Aspergillus versicolor (principal productor de esta aflotoxina), Aspergillus che-
valieri, Aspergillus ruber, Aspergillus amstelodami, Aspergillus aureolatus, Aspergillus
quadrilineatus y Aspergillus sydowi; y especies que incluyen Bipolaris, Chaetomium,
Emiricella, y Penicillium. La produccion de esta micotoxina por A. versicolor ocurre
entre los 23 °Cy los 29 °Cy a una actividad de agua de 0,76 [2], [4], [11]. La
esterigmatocistina (Figura 16) es un metabolito tardio de la via de sintesis de la
aflatoxina B . Entre los diferentes efectos en modelos animales, se incluyen car-
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cinoma hepatocelular [12], adenoma pulmonar, adenocarcinoma, inhibicién de
sintesis de ARN, tumores en piel, diarrea sanguinolenta y apoptosis en neuronas,
por lo cual ha sido reconocida por la IARC como carcindgeno 2 B [11], [13].

Figura 16
Estructura quimica de la esterigmatocistina (a) y de la aflatoxina B, (b).

Fuente: Dfaz et al., 2018.

Fumonisinas

Esta micotoxina fue descrita primeramente en Fusarium verticillioides (Fusarium
moniliforme) y es un contaminante frecuente en el maifz. Adicionalmente, se
ha descrito su produccién en catorce especies de Fusarium, entre las que se se
destacan Fusarium proliferatum, Fusarium fujikuroi, Fusarium globosum, Fusarium
oxysporum y Fusarium nyagamai [2], [3], [8], [9].

Las fumonisinas (Figura 17) se agrupan en cinco categorfas: A, B, C,DyP La
fumonisina B es la mas abundante y de mayor toxicidad, ya que se ha descrito en
maiz y en alimentos derivados, cebada, avena, trigo, arroz, pan e incluso comida
para recién nacidos. Adicionalmente, es termoestable y solo a temperaturas
superiores a 150 °C la toxicidad se reduce [14].

El efecto téxico de las fumonisinas se asocia a la inhibicién de la sintesis de
esfingolipidos, lo cual incrementa la cantidad de esfingosina intracelular, lo
que resulta en un efecto toxico. Adicionalmente, producen céncer de higado
y rifién en murinos, hipertrofia arterial en cerdos, edema pulmonar en ovejas y
arterosclerosis en simios. A esto se suma su deteccion en la leche materna cuando
son ingeridas por madres lactantes. En consecuencia, la IARC ha clasificado las
fumonisinas como posible carcindgeno en humanos (grupo B) y la FAO/WHO
establece como dosis tolerable de ingesta diaria 2 ug/kg [2].
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Figura 17

Estructura quimica de la fumonisina
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Ocratoxinas

Estas micotoxinas (Figura 18) son originadas principalmente por los géneros
Aspergillus y Penicillium. Las principales especies productoras son Aspergillus
seccion Circumdati, Aspergillus seccion Nigri, Penicillium verrucosum y Penicillium
nordicum [7]. Se pueden encontrar en cereales, cacao [5], nueces, frutas, vino,
cerveza, regaliz, especias, carne, leche, café, preparados para lactantes y ali-
mentos infantiles [2]. Las ocratoxinas se clasifican en A, B, C, a.y B, entre las
cuales la ocratoxina A es la mas toxica, con efectos nefrotdxicos, cancerigenos y

mutagénicos. Adicionalmente, esta toxina es termoestable y se puede encontrar

activia hasta 250 °C [2], [7].

Figura 18
Estructura quimica de las ocratoxinas
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Fuente: Marin et al., 2013.
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Tricotecenos

Producidas por hongos del género Fusarium. Se destacan las especies Fusarium
tricinctum, Fusarium nivale, Fusarium roseum, Fusarium crookwellense, Fusarium
graminearum, Fusarium solani, Fusarium culmorum y Fusarium poae, asi como
especies de otros géneros que incluyen Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys,
Cephalosporium, Trichoderma, y Trichothecium. En la actualidad se conocen més de
200 derivados, los cuales se dividen en dos grupos: A y B. Las toxinas de mayor
interés por sus efectos en la salud, corresponden a la toxina T, la toxina HT-2,
diacetoxiscirpenol, monoacetoxiscirpenol, triacetoxiscirpenol y escirpentriol del
grupo A, y la vomitoxina o deoxinivalenol, fugarenona X, nivalenol del grupo B.
Los tricotecenos (Figura 19) tienen mltiples mecanismos de accion, que incluyen
inhibicién de la sintesis de ARN, ADN vy proteinas, apoptosis, peroxidacién de
lipidos, inhibicién de la funcién mitocondrial, cambios en los neurotransmisores
y activacion de citoquinas [2], [7]. Estas se han asociado a afecciones géstricas
y a anorexia [15].

Figura 19
Estructura quimica de los tricotesenos
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Zearalenona (ZEA)

Es conocida como toxina F-2 y producida por especies de Fusarium, que incluye
a Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium equiseti, Fusarium semitec-
tum, Fusarium cerealis y Fusarium crookwellense. El maiz es el cereal mas susceptible
a riesgo de contaminacién, pero la toxina también se ha detectado en el trigo,
la cebada, la avena, el sorgo, el centeno, el arroz y los productos de soja. Esta
micotoxina se ha asociado a micotoxicosis agudas en personas, hiperestrogenismo
en animales —especialmente cerdos— caracterizado por vulvovaginitis, mamitis e
infertilidad. En estudios con animales de experimentacién, se han obtenido pocas
pruebas de la carcinogenicidad de la zearalenona [2], [7] (Figura 20).

Figura 20

Estructura quimica de la zearalenone
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Investigacion sobre micobiota de granos secos de cacao

(Theobroma cacao L)

Theobroma cacao L. es un érbol originario de la cuenca del rio Amazonas,
desde donde se extendi6 a todo el mundo gracias a las civilizaciones precolom-
binas consumidoras de sus semillas o granos, especialmente en Mesoamérica.
Las semillas de este fruto se conocen como cacao y son la materia prima para la
elaboracion de chocolate.

El cacao es cultivado en varios paises tropicales, entre los cuales Costa de
Marfil, Ghana, Indonesia, Ecuador, Nigeria, Camertn y Brasil son los mayores
productores (ICCO, 2017). En Colombia, los métodos de produccién se basan
en un sistema de pequefios agricultores, por lo que la produccién solo alcanza un
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1 % de la producciéon mundial, a pesar de tener el clima y los suelos apropiados
para este cultivo [16].

Los principales importadores del grano entero o partido, crudo o tostado,
utilizado como materia prima para la fabricacién de diferentes productos, son
Paises Bajos, Estados Unidos, Alemania, Bélgica, Francia, Espafia, Italia y Tur-
quia, entre otros [16]. Estos mercados requieren cacao de excelente calidad para
lograr preparaciones de productos con mayor valor agregado y aumentar asi su
competitividad.

Los granos de cacao se clasifican de acuerdo con su calidad, en dos categorias:
los de baja calidad, que se catalogan como ordinario o de bulto, destinados a la
produccién de manteca de cacao, cacao en polvo y otros derivados. Los granos
de cacao de excelente calidad se catalogan como finos o de aroma y se utilizan
en la industria de chocolates finos, ya que le otorgan al producto caracteristicas
de aroma y sabor especiales. Dentro de esta dltima clasificacién se encuentra el
cacao colombiano, declarado por la Organizacién Internacional del Cacao como
fino y de aroma, gracias a las caracteristicas agroecolégicas de los lugares en los
que se cultiva y a los adecuados procesos de poscosecha que se llevan a cabo,
categoria que alberga solo el 5 % del grano mundial. Segin los datos de ICCO
Panel (2016), que reconoce 23 paises exportadores de estos granos, el 95 % del
cacao que Colombia exporta pertenece a esta categoria.

La mayoria de los fabricantes de chocolate que tienen entre sus productos cacao
de primera calidad, con un sabor distinto, de origen, requieren de este grano fino
para sus productos. Los pafses consumidores —por tradiciéon— de cacao de Europa
Occidental (Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Suiza y Reino Unido), asi como
Japon, son los principales mercados de consumo de cacao fino. Algunos paises
de América Latina también tienen un gran mercado interno para el uso de cacao
fino, principalmente con el objetivo de exportar el producto final.

Se distinguen tres grupos genéticos o variedades principales de cacao [17]. En
primer lugar, el criollo, cultivado en Colombia y otros pafses de Latinoamérica.
Es reconocido por su gran calidad, sus aromas afrutados de intensidades medias,
con notas de frutos secos y ligeramente amargo pero refinado. Con él se elaboran
chocolates finos. Sin embargo, su rendimiento es bajo y representa aproximada-
mente el 10 % de la produccién mundial. En segundo lugar, se tiene el forastero,
un cacao més resistente a las enfermedades y de mayor rendimiento, pero con
el que dificilmente se pueden elaborar chocolates finos (esto se logra en muy
pocos paises, como Ecuador) por poseer un sabor fuerte y amargo, ligeramente
4cido, con mucho tanino y astringencia. Representa aproximadamente el 70 %
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de la produccién mundial. Y en tercer lugar el trinitario, originado por el cruce
entre el criollo y el forastero. Del cacao forastero heredé la resistencia y del
cacao criollo algunos sabores. Aunque normalmente se usa mezclado con otras
variedades, alcanza un 20 % de la produccién mundial [18]. En Colombia, las
investigaciones avanzan en el sentido de evaluar, seleccionar y propagar clones
regionales de cacao de alto rendimiento, tolerantes a plagas y enfermedades
como la moniliasis [19].

Para la cosecha, las mazorcas se cortan del drbol cuando estdn maduras para
extraer los granos. Después de la extraccion, los granos se someten a un proceso
de fermentacion y secado antes de ser procesados. Estas son las etapas mas im-
portantes y determinantes, durante las cuales ocurren los verdaderos cambios en
el cacao, que garantizan que obtenga sus sabores y aromas caracteristicos [20].

La fermentacién se lleva a cabo de manera natural, aunque se han hecho
estudios para tratar de encontrar microorganismos (starter culture) que poten-
cialicen este proceso [21]. Durante esta etapa se pierde el mucilago que cubre
los granos. La etapa efecttia en dos etapas: una anaerdbica, en la que los granos
son almacenados en contenedores de madera cubiertos con hojas de banano y en
este espacio se desarrollan levaduras y bacterias dcido-l4cticas (LAB). La segunda
o etapa aerobia, comienza al tercer dia cuando periddicamente se mezclan los
granos para que se oxigenen hasta el sexto dfa, cuando se favorece el desarrollo

de bacterias dcido-acéticas (AAB) [22].

El secado se hace sobre el piso bajo la luz del sol después de la fermentacion,
sin exceder los 65°C, con el fin de reducir el contenido de humedad del 70 %
al 10 %, aproximadamente. El secado se efectda lentamente para favorecer al-
gunas de las reacciones quimicas iniciadas durante el proceso de fermentacién,
reacciones que inciden sobre el desarrollo de sabores amargos si se excede la
temperatura para disminuir los tiempos de secado.

Una vez seco el cacao, se termina este proceso y estria listo para su comercia-
lizacion. Los precios del cacao para los campesinos colombianos son fluctuantes
y con tendencia a la baja. Gracias a los esfuerzos del Gobierno para implementar
este cultivo con miras no solo a satisfacer la demanda nacional del grano, sino
también con fines de exportacion, se espera que para el 2018 se siembren 60 000
nuevas hectareas [19].

Durante las diferentes etapas del proceso —en especial la etapa de secado que
se hace al aire libre—, es posible que por medio de esporas transportadas por el
aire o por vectores —insectos— que interacttian con los sitios de secado del cacao,
se anclen al grano algunos hongos filamentosos. Estas esporas se desarrollan en
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estructuras de hongos filamentosos, pero ello depende, principalmente, de fac-
tores como la humedad, la temperatura de almacenamiento y la disponibilidad
de nutrientes en la superficie del grano (derivada de una mala etapa de fermen-
tacién), aunque no es tan evidente que luego de la etapa de secado se puedan
desarrollar durante el almacenamiento de los granos.

Para que la humedad sea baja y se evite el desarrollo de los hongos, la etapa
de secado desempena un papel vital. Se debe garantizar que la humedad relativa
del sitio de secado esté por debajo del 70 %, lo que sucede en la mayor parte de
las regiones donde se siembra el cacao, a menos que las condiciones ambientales
cambien, como en la temporada de lluvias. En este periodo no se debe hacer el
secado al aire libre sino en sitios cubiertos con paso de luz solar. Se debe garantizar
un secado uniforme y una humedad final entre el 6 % y el 7 %. Si se cumplen
estas condiciones, la posibilidad de que se desarrollen las estructuras de los hongos
es muy baja y el cacao conserva las caracteristicas de calidad necesarias, incluso
en periodos de almacenamiento prolongados.

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar la presencia de hongos aso-
ciados al cacao seco por medio de la bisqueda de esporas en la superficie de los
granos, con base en una muestra cultivos de cacao no tecnificados de la regién
del Valle geografico del rio Cauca.

Metodologia

Recoleccion

Las muestras se recolectaron en diferentes mercados de Valle del Cauca donde
los agricultores comercializan el cacao seco. Se adquirieron 18 muestras de 1000 g
cada una, correspondiente a diferentes agricultores.

Procesamiento de muestras y preparacion de las diluciones

Para el procesamiento de las muestras se adicionaron 10 g en 90 mL de agua
destilada estéril y se agité constantemente durante 10 minutos, para obtener la
dilucién 10", Posteriormente, se tomé 1 mL de Ia dilucién 10" y se adicioné en
9 mL de agua destilada estéril (dilucién 10?). Este paso se repitié hasta obtener
una dilucién de 10° con cada una de las muestras.

Siembra, aislamiento y preservacion de los hongos

Se tomaron 100 ul de las dltimas tres diluciones (107, 10y 10°) y se sembraron
en superficie en el medio PDA (agar papa dextrosa). Se incubaron durante tres
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a siete dias a una temperatura de 30° C. Una vez las primeras colonias aparecie-
ron, se hizo un aislamiento de cada una en diferentes platos de agar y se llevé
a incubadora de nuevo. Este procedimiento se repitié hasta que se observé un
crecimiento individual de cada hongo aislado. Para la conservacién, se tomé
un circulo de 6 mm de didmetro de cada hongo y se conservé por duplicado en
microtubo con caldo YPD vy glicerol al 20 %.

Caracterizacion morfoldgica

Los hongos se activaron en placas con PDA a una temperatura de 30° C, con un
periodo de tiempo de tres a siete dias, tras lo cual se evaluaron las caracteristicas
macroscopicas tomando en consideracién la forma de la colonia, consistencia
en la superficie, elevacién y color. De acuerdo con la visualizacién microscopica,
se hicieron preparaciones tefiidas de azul de metileno 1M para ser observados
en un microscopio éptico a 100X. Se logré obtener la identificacion a nivel de
género, teniendo en cuenta esporangioforo, esporangios, conidiforos [23], [24].
Se establecieron posibles especies de acuerdo con busquedas exhaustivas.

Resultados

Los resultados mostraron la presencia de seis géneros de hongos filamentosos
(Aspergillus, Penicillium, Moniliniophthora, Trichoderma, Rhizopus y Nigrospora), los
cuales se encontraron en diferentes concentraciones de hasta 10* UFC/g muestra.

Aspergillus

El género Aspergillus es un hongo filamentoso que pertenece al filo Ascomycota.
Su reproduccién se puede clasificar en sexual (teleomorfo) y asexual (anamorfo).
La sexual es la formacién de ascosporas en el interior de las ascas y la asexual
hacen referencia a la reproduccién a partir de esporas llamadas conidias. Es un
organismo ubicuo presente en el suelo, agua, y aire, principalmente en la materia
en descomposicion. Tiene la capacidad de crecer en cualquier tipo de sustrato,
es termotolerante, vive entre los 12 °Cy 57 °Cy sus esporas pueden sobrevivir
hasta los 70 °C. La posibilidad de crecer a 37° C diferencia las especies de As-
pergillus de los mohos saprofitos ambientales. Su tiempo de crecimiento varia de
segin la especie [25].

Sus hospederos més comunes son humanos, bovinos, equinos, aves y cetdceas.
El mecanismo de transmision se produce principalmente por medio de los conidios
presentes en el ambiente de trabajo en forma de bioaerosoles que penetran en el
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organismo por via respiratoria. También es posible la transmisiéon por contami-
nacién de heridas o mucosas y la aparicién de efectos téxicos por ingestiéon de
alimentos contaminados. Son responsables de casos de enfermedad nosocomial.
No se produce transmisién de persona a persona. Las principales manifestaciones
clinicas abarcan las reacciones alérgicas, la colonizacién asintomatica, la infeccién
superficial y la enfermedad invasora. [26]

Algunas caracteristicas particulares pueden ayudar en la identificacién de
especies. Por ejemplo, A. terreus presenta resistencia intrinseca a varios anti-
micdticos, especialmente a anfotericina B; A. niger es un colonizante comin
y puede causar infecciones superficiales tales como otitis externa y A. flavus se
encuentra con relativa frecuencia en casos de sinusitis, infecciones en la piel y
en aspergilosis invasora [25].

Los hongos filamentosos son alteradores comunes de semillas y alimentos y
causan reducciones significativas de la produccién al disminuir la capacidad
germinativa de los granos, lo que afecta su calidad nutricional [1] conllevando
asf pérdidas econémicas, produce también micotoxinas [2].

Algunos hongos de este género son capaces de producir micotoxinas, pro-
ducto del metabolismo secundario de algunas especies de hongos filamentosos.
Las micotoxinas pueden causar a los animales, inluido el hombre, alteraciones
bioldgicas perjudiciales para la salud. Su consumo por medio de los alimentos
esté relacionado con intoxicaciones alimentarias y micotoxicosis, que pueden
llevar, en algunos casos, a la muerte. Estos metabolitos son quimicamente di-
versos y pueden estar contenidos en el micelio, en el interior de las esporas o al
ser liberados en el alimento. Las micotoxinas presentes en el género Aspergillus
son aflatoxina B,B, Gl, Gz, ocratoxina a, patulina y 4cido ciclopiazonico [27].

Aspergillus niger

El hongo Aspergillus niger (Figuras 20y 21), se caracteriza por producir diversos
y variados compuestos de interés para las industrias farmacéutica y de alimentos,
entre ellos 4cido citrico, 4dcido glucénico, enzimas glucoamilasa y galactosidasa. Es
el el principal productor de 4cido citrico industrial por medio del cultivo liquido.
Aspergillus niger es un hongo pricticamente inocuo para los seres humanos y no
causa tantas enfermedades como otras especies de Aspergillus. Sin embargo, en
grandes cantidades puede producir aspergillosis, provocando asi alteraciones
pulmonares o causar infecciones superficiales tales como otitis externa. Este
hongo puede desarrollarse y contaminar algunos cultivos, principalmente en su
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fase de poscosecha cuando las condiciones de humedad relativa y actividad de
agua le son favorables.

Figura 20

Caracteristicas macroscépicas y microscdpicas de la muestra DHB 3-1.

(b)

(a) Aspergillus niger vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacién plana, de textura
g g p:
polvoronosa con borde blanco, color negro. (b) Aspergillus niger vista microscopica.
Aumento 100X.

Figura 21
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas de la muestra TCO 3-1

(a) (bl

(a) Aspergillus niger vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacién plana, de textura
polvoronosa con borde blanco, color café con esporas negras. (b) Aspergillus niger vista
microscopica. Aumento 100X.

Aspergillus ochraceus

Algunas cepas de Aspergillus ochraceus (Figura 22) tienen la capacidad de
producir una micotoxina nefrotéxica llamada ocratoxina A (OTA) [28]. Por lo
general, este hongo ha sido aislado de muestras de café, por lo que se le atribuye la
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presencia de ocratoxina A en dicho producto. Sin embargo, también se encuentra
relacionado con un amplio ndmero de alimentos, entre los que se encuentran
los frutos secos, las semillas ricas en aceites, el vino y la pimienta, entre otros.

Investigadores en Brasil determinaron que el punto critico de la contaminacién
con ocratoxina A en granos de cacao se produce durante la etapa de secado,
cuando los granos empiezan a perder agua y se disminuye el nimero de compe-
tidores debido a la alta sensibilidad de bacterias y levaduras por la disponibilidad
de agua [29]. Sin embargo, se reporta una baja ocurrencia de contaminacién en
cacaos de América y del Pacifico comparado con otros paises productores [30].

Figura 22
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de la muestra ODL 2-2

(a)

(a) Aspergillus ochraceus vista macroscépica. Presenta forma circular, elevacion plana, de textura
polvoronosa con borde blanco, color café claro en el centro. (b) Aspergillus ochraceus vista
microscépica 100X.

Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae (Figura 23) es un hongo muy usado en la cocina japonesa para
fermentar soja y producir miso y salsa de soja. También es utilizado en el primer
paso de la preparacién del sake y el shochu, pues sus enzimas (principalmente
amilasas) degradan el almidén y producen azticares necesarios para la fermen-
tacién. Es un hongo muy apreciado para procesar alimentos de forma natural,
lo que hace que resulten mas nutritivos y asimilables y se conserven por mayor
tiempo. El hongo puede ser utilizado para la elaboracién de bebidas y productos
a partir de legumbres y cereales como el miso hatcho (miso de haba de soja)
o amazake (dulce de arroz). Es considerado probiético y recientes estudios lo
consideran un nuevo prebiético [31].
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Figura 23
Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la muestra CBT 2-1

(a) (b)

(a) Aspergillus oryzae vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacion, textura filamentosa
y color blanco. (b) Aspergillus oryzae vista microscépica 100X.

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus (Figura 24) es un hongo saprofito, patégeno oportunista que
se desarrolla en diversos cultivos en los que puede producir aflatoxinas (como
un metabolito secundario) en las semillas antes y después de la cosecha. Se
encuentra comtnmente en el suelo. También es un patégeno de animales e
insectos. En los humanos es predominantemente un patégeno oportunista de
pacientes inmunodeprimidos [32].

La aflatoxina es un potente carcindgeno altamente regulado en la mayoria de
los paises. En el campo, la aflatoxina se asocia con cultivos de semillas oleaginosas
estresadas por la sequia, como el maiz, el mani'y el algodén, entre otras. Algunas
cepas pueden producir aflatoxina en casi cualquier semilla almacenada incluido
el cacao, siempre que las condiciones de almacenamiento le sean favorables para
su desarrollo.

Figura 24
Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de la muestra JAP 2-2

(a) (b)

(a) Aspergillus flavus vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacién plana, textura
polvoronosa con borde blanco y color verde claro. (b) Aspergillus flavus
vista microscépica 100X.
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Aspergillus fumigatus

El hongo saprofito Aspergillus fumigatus (Figura 25) crece en cualquier tipo
de sustrato, especialmente en suelos y materiales en descomposicién. Es un
contaminante habitual de los ductos de climatizacién-ventilacion. Es la especie
que con mayor frecuencia causa enfermedad en pacientes fundamentalmente
inmunodeprimidos y es el principal agente etiol6gico del aspergiloma, una
infeccién oportunista asociada a pacientes con antecedentes de tuberculosis
pulmonar cavitaria [33].

Algunas cepas de este hongo pueden producir gliotoxina, una micotoxina
cuyo mecanismo de toxicidad est4 basado en la habilidad para producir especies
reactivas del oxigeno y generar radicales libres capaces de dafar el ADN [34].

Figura 25
Caracteristicas macroscOpicas y microscépicas de la muestra DPA 1-1

(a) (b)

(a) Aspergillus fumigatus vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacion plana, textura
polvornosa con borde blanco y color verde. (b) Aspergillus fumigatus
vista microscopica 100X.

Aspergillus terreus

Aspergillus terreus (Figura 26) es un hongo saprofito que se encuentra en todo
el mundo, especialmente en el suelo, en lugares donde hay vegetacién en des-
composicién y polvo. A. terreus se usa comtinmente en la industria para producir
importantes acidos organicos, como el acido itacénico y el 4cido cisaconitico, ast
como también enzimas como la xilanasa. Adicionalmente, fue la fuente inicial
de lovastatina, un metabolito llevado a medicamento utilizado para reducir el
colesterol sérico [35].
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Aspergillus terreus puede causar una infeccién oportunista en personas con
sistemas inmunitarios deficientes, aunque con mucha menor frecuencia que
otras especies de Aspergillus. Es relativamente resistente a la anfotericina B, un
medicamento antifingico comin. Aspergillus terreus produce varios metabolitos
secundarios como las astatinas: pravastatina, simvastatina y lovastatina, y mico-
toxinas como territrem A, citreoviridina, citrinina, gliotoxina, patulina, terreina,
acido terreico y terretonina [35].

Figura 26

Caracteristicas macroscépicas y microscpicas de la muestra DPA 8-1

(a) Lo (b)

(a) Aspergillus terreus vista macroscépica. Presenta forma regular, elevacién plana, textura
polvorosa con borde blanco y color marrén. (b) Aspergillus terreus vista microscépica 100X.

Penicillium

Es un género de hongos filamentosos (Figura 27), aerobios y saprofitos que per-
tenece al filo Ascomycota. Son organismos ubicuos. Es un género con numerosas
especies que puede encontrarse casi por todas partes, siendo el mas abundante
en suelos. Se presenta en el suelo, compost, alimentos vegetales, (fruta, zumos,
cereales, frutos secos, hortalizas, carne, leche, quesos, embutidos) y fomites
(papel, pintura, paneles de yeso, gomas, fibra de vidrio e incluso gasoil) [36]. Su
temperatura Optima de crecimiento es de 20° C a 30 °C, aunque segtin la especie
puede crecer entre 5 °Cy 37 °C, produciendo de esta manera la alteracién de
alimentos en refrigeracion. También tolera grandes variaciones de pH entre 3,5
y 10,0, aunque crece mejor y mds répido a un pH cercano a 4,0. Sus esporas se
encuentran en forma de bioaerosol en el aire, con una concentracién ambiental
mas 0 menos estable a lo largo del afio, aunque se dan concentraciones pico en
invierno y primavera. Es un contaminante habitual en los edificios al formar
parte del polvo, principalmente en los edificios himedos en los que deteriora
los materiales de construccién o decoracién (aglomerados de madera, papel de
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decoracion, gomas o sellos aislantes de puertas y ventanas, material de aislamiento
del sistema de ventilacién y climatizacién, entre otros) [36].

La facil proliferacion de los Penicillium en los alimentos es un problema, pues
provocan intoxicaciones. Algunas especies producen toxinas como ocratoxina
A, citrinina y acido ciclopiazonico, entre otras. Sin embargo, muchas especies de
Penicillium son beneficiosas para los seres humanos. Quesos como el roquefort,
brie, camembert, y stilton, entre otros, se crean a partir de la accién de diferen-
tes especies de Penicillium sobre la leche y son absolutamente seguros de comer
[37]. El antibidtico penicilina es producido por el hongo Penicillium chrysogenum.

La taxonomia del género Penicillium es compleja y la identificaciéon precisa
basada tnicamente en criterios macro y micromorfoldgicos es dificil, aunque
posible. Sin embargo, algunos rasgos comunes son compartidos por las especies
de Penicillum m4s comunes. Las colonias consisten principalmente en un denso
sentido de conidi6foros y suelen ser de crecimiento rapido, en tonos de verde
a blanco (a veces) y ocasionalmente otros colores. La superficie presenta a me-
nudo algunos exudados y el reverso puede ser de color palido a amarillento. Las
hifas hialinas septadas (1,5-5 um de didmetro) llevan conidi6foros ramificados
o no ramificados. La primera célula del conidiéforo se llama estipite y las ramas
secundarias se conocen como métulas. Las métulas son mas o menos cilindricas,
fialidas, en forma de matraz, de paredes lisas y de tres a seis, en largas cadenas
secas de esporas redondas a ovaladas (2,5-5um).

Figura 27

Caracteristicas macroscOpicas y microscopicas de la muestra TCO 6-1

(a) (b)

(a) Penicillium spp. ochraceus vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacién acuminada,
textura rugosa y color verde. (b) Penicillium spp. vista microscépica 100X.
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Penicillium digitatum

Es el principal fitopatdgeno que ataca citricos en etapa de poscosecha, causando
con ello grandes pérdidas econémicas en parte debido a que han aparecido cepas
resistentes a los fungicidas, por lo que las investigaciones avanzan en el sentido
de desarrollar alternativas de control biolégico. Penicillum digitatum (Figura 28)
es conocido como moho verde, un hongo necrotréfico que se adhiere a la su-
perficie de los citricos y comienza a colonizar cuando se produce una herida en
la corteza del fruto. Crece en forma de filamentos y se reproduce asexualmente
a través de la produccion de conidias. Tiene un desarrollo relativamente facil a
20°C y alta humedad relativa.

Figura 28

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la muestra CLO 3-1

(a (b)

(a) Penicillium digitatum vista macroscépica. Presenta forma regular, elevacion plana, textura lisa
polvorosa y color verde. (b) Penicillium digitatum vista microscépica 100X.

Moniliophthora

El género Moniliophthora aparecié en 1978 cuando Evans et al. descubrieron
que el hongo Monilia roreri no se ajustaba a las caracteristicas del género Monilia,
ya que las esporas no formaban las cadenas monilioides tipicas del género y las
hifas se parecfan m4s a las del grupo Basidiomycetes al presentar septos del tipo
doliporo, por lo que se decidi6 instaurar el nuevo género Moniliophthora (Figura
29), para acomodar este patdgeno. En el 2005 se adicioné una nueva especie a
este género, la especie M. perniciosa, que comparte muchas caracteristicas tipicas
del género.

Moniliophthora roreri, especie representativa del género, se caracteriza por ser un
hongo mitospérico dentro del orden de los agaricales. Estudios por microscopia
electrénica revelaron que este hongo presenta una tinica espermatogénesis ba-
sipetal y posee septos doliporos en el micelio. Las conidias han sido postuladas a
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servir como meiosporas, lo que sugiere que estas esporas representan un basidum
modificado que perdi6 la forma, el espesor y la carnosidad del basidiocarpio.
Las esporas son multifuncionales y sirven no solo para el intercambio genético,
sino también para la dispersién, infeccién y sobrevivencia. La geometria de las
esporas varia de esféricas a ovaladas y presentan dos casos de germinacion, ya
sea por medio del poro germinativo o en ocasiones directamente desde la pared
celular. El tubo germinativo se localiza en el extremo distal y se pueden encontrar
estructuras similares a un apresorio. Las esporas de mayor edad se caracterizan
por sus paredes con mayor grosor y tonalidades oscuras [39].

Las condiciones ambientales desempefian un papel fundamental en el avance
de M. roreri. El ciclo se inicia en el momento en que la humedad ambiental es
baja (época seca) y se generan millones de esporas. Luego, estas conidioesporas
son diseminadas por el viento y la lluvia y se depositan en la superficie de las
hojas y frutos del hospedero. Los conidios germinan en ambientes htimedos y a
temperaturas superiores a 24 °C, en un lapso de seis a ocho horas, seguido por
la penetracién en la epidermis con uso de las hifas infectivas. Es asi como las
hifas se dirigen hacia los tejidos centrales (mesodermo y semillas) para inducir la
produccién de protefnas relacionadas con la necrosis, lo cual provoca la muerte
del tejido interno y posteriormente del externo. Estas proteinas relacionadas con
la patogénesis, tienen altas identidades con proteinas halladas en Moniliophthora
perniciosa. Se sabe que son secretadas al apoplasto e inducen necrosis en tejidos
infectados [39].

M. roreri y M. perniciosa causan dos de las tres enfermedades més agresivas en
el cacao (Theobroma cacao): la enfermedad llamada moniliasis y la enfermedad
llamada “escoba de bruja”. Ambas causan grandes pérdidas econdmicas a los
agricultores.

Figura 29
Caracteristicas macroscOpicas y microscépicas de la muestra CLO 2-1

(a) 41 A :
(a) Moniliniaphthora spp. vista macroscépica. Presenta forma irregular, elevacién, textura ater-
ciopelada y color blanco. (b) Moniliniaphthora spp. vista microscépica 100X.
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Trichoderma

El género Trichoderma (Figura 30), son hongos de crecimiento muy rapido,
saprofitos del suelo y de la madera en descomposicion y restos de planta. Las
especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas por todas las
latitudes y se presentan naturalmente en diferentes ambientes. Son aerdbicos,
pueden estar en los suelos con pH de neutro hasta 4cido y pertenecen al filo As-
comycota [40]. Por lo general, Trichoderma presenta conidias hialinas uniceluladas,
ovoide en conidiéforo hialino largo no verticilado y nace en centros pequefios.
Tiene la capacidad de producir clamidosporas en sustratos naturales, estructuras
que ayudan a la sobrevivencia del género en el suelo bajo condiciones drasticas.

Se desarrolla preferentemente en sustratos con alta presencia de humedad y
en suelos con un 61 % de capacidad de retencién de humedad. Su crecimiento
se ve favorecido en condiciones de pH bajas —lo que favorece la formacién de
conidiéforos, la germinacién de conidias— y por una menor competencia de mi-
croorganismos (actinomicetos y bacterias) que no se encuentran en ambientes
4cidos. Crece facilmente en suelos con temperaturas mayores a 15 °C y alta
disponibilidad de nutrientes, por lo que en algunas ocasiones se utiliza como
referente para determinar la calidad de un suelo [41].

La capacidad de producir diversos metabolitos y de adaptacién a diversas con-
diciones ambientales y sustratos, les confiere la posibilidad de ser utilizados en
la industria biotecnoldgica como agentes de control biologico de enfermedades
vegetales y como estimuladores del crecimiento vegetal [40].

Figura 30

Caracteristicas macroscOpicas y microscopicas de la muestra LPP 1-1

(a) (b)

(a) Trichoderma spp. vista macroscopica. Presenta forma circular, elevacion plana, textura
aterciopelada y color blanco verdoso. (b) Trichoderma spp. vista microscépica 100X.
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Rhizopus

Rhizopus spp. (Figura 31) es un género de hongos filamentosos que se carac-
terizan por un cuerpo de micelios ramificados compuestos de tres tipos de hifas:
estolones, rizoides y esporangioforos no ramificados. Los esporangios negros en
las puntas de los esporangitforos son redondeados y producen numerosas es-
poras multinucleadas no méviles para la reproduccién asexual. Rhizopus puede
reproducirse sexualmente cuando estdn presentes dos micelios compatibles y
fisiol6gicamente distintos. Las colonias de rdpido crecimiento se desvanecen de
blanco a oscuro a medida que producen esporas y son similares al algodon de
azdcar en su textura.

Las especies de Rhizopus son contaminantes comunes. Algunas especies son
oportunistas en humanos y causan enfermedades como zigomicosis, es una
enfermedad rara y grave causada principalmente por R. arrhizus en victimas
por quemaduras, personas con desnutricién grave, pacientes con cetoacidosis
diabética o personas inmunocomprometidas. La infeccién invade los vasos san-
guineos en humanos y otros animales y puede progresar a otras 4reas del cuerpo,
incluidos el cerebro y los pulmones.

Este género se puede encontrar en suelo, frutas y verduras en descomposicién,
excrementos de algunos animales, asi como también en alimentos como el pan
viejo (R. nigricans). Muchos se utilizan comtinmente en procesos industriales. R.
oryzae es ttil para la produccién de 4cido lactico y cortisona, para la fermentacion
alcohélica y para la biosorcién de metales pesados. R. stolonifer —un fitopatége-
no-— se utiliza para producir 4cido fumarico, 4cido lactico y cortisona. R. delemar
produce acido fumdrico y biotina; otras son usadas con grandes beneficios como
la produccién de tempe fermentado (R. microsporas), y actualmente la investiga-
cién biotecnoldgica avanza hacia la produccién de metabolitos, como el dcido
mélico (Rhizopus oryzae) [42].

Algunas especies fitopatégenas como R. stolonifer y R. arrhizus pueden producir
enfermedades conocidas como podredumbre por almacenamiento, que pueden
afectar los tejidos blandos de las frutas cosechadas y causar una fuga acuosa que
los hace no comestibles, afectando asf cultivos como tomate, papayas, fresas,
entre otras.
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Figura 31
Caracterfsticas macroscopicas y microscopicas de la muestra DPA 4-2

(a) (b)

(a) Rhizopus spp. vista macroscépica. Presenta, elevacion, textura algodonosa, y color blanco que
se torna café grisaceo. (b) Rhizopus spp. vista microscépica 100X.

Nigrospora

Nigrospora (Figura 32) es un género importante de ascomicetos fingicos con
una distribucién cosmopolita y una amplia gama de huéspedes. Las especies de
Nigrospora se han aislado como endéfitos de hojas y tallos de diversas plantas
0 como saprofitico de larvas muertas u hojarasca. También se han registrado
comtinmente como patégenos de plantas como N. oryzae que causa el tizon del
tallo en Brassica juncea en India, N. sphaerica que causa el tizén de la hoja en
Camellia sinensis en China y N. musae que causa la enfermedad del squirter en
bananos. Ademas, N. sphaerica es un patégeno oportunista que causa onicomicosis
en humanos y tlcera corneal [43].

Las colonias crecen rapidamente y aparecen lanosas. Los conidiéforos son
cortos, surgen de micelio, aparecen de color translicido y tienen un didmetro
promedio de 8 a 11 um. Los conidiéforos suelen ser tallos rectos o ligeramente
curvados y los conidios crecen a partir de las puntas de los conidi6foros. Los co-
nidios son de color marrén pardo, esferoides oblatos, unicelulares y en promedio,
van desde 16 um y18 um de didmetro. La colonia de aspecto transltcido blanco
inicial de N. sphaerica se vuelve marrén/negra debido a la esporulacién en masa
de las conidias de los conidiéforos [44].

Las especies de Nigrospora estdn cominmente aisladas del ambiente interior.
N. sphaerica tiene un violento mecanismo de descarga de esporas a las que puede
proyectar por la fuerza a una distancia de hasta 2 cm centimetros y 6,7 cm ho-
rizontalmente. Las esporas de Nigrospora son uno de los grupos mas dominantes
en la atmdsfera, ya que estan asociadas con tormentas de polvo. Ademas, algunas



| 102 Los hongos como determinantes de la calidad alimentaria

esporas de Nigrospora son responsables de una respuesta alérgica de tipo I, rinitis
estacional (fiebre del heno), asma o enfermedades alérgicas respiratorias [43].

Nigrospora se considera extremadamente interesante como fuente de productos
naturales y a sus aplicaciones industriales potenciales. Los metabolitos producidos
por N. sacchari mostraron una notable actividad herbicida en condiciones de
invernadero. Adicionalmente, se encontrd que la fomalactona, producida por
N. spherica, es un componente activo contra los mosquitos. [43]

Figura 32

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de la muestra CMO 2-2

(b)

(a) Nigrospora spp. vista macroscépica. Presenta forma circular, elevaciéon plana, textura
algodonosa con borde blanco y color marrén verdoso. (b) Nigrospora spp. vista microscépica

100X.

Discusion

Los productos elaborados a partir de cacao despiertan cada dia mayor interés
por parte de los consumidores. Sin embargo, no es asi en lo que se refiere a la
investigacién de la micobiota presente en los granos de cacao, materia prima
para la elaboracién de dichos productos. En este estudio se encontraron seis
géneros diferentes de hongos: Aspergillus (85 %), Penicillium (5 %), Rhizopus
(4 %), Trichoderma (4 %), Moniliniophthora (1 %) y Nigrospora (1 %). Estos datos
concuerdan parcialmente con estudios previos en los que la mayoria de los hongos
encontrados en muestras de cacao de Ecuador, Guinea Ecuatorial y Sierra Leona,
son de los géneros Aspergillus y Penicillium [45]. Estos resultados muestran unas
poblaciones menores diferentes debido a que cada ecosistema tiene sus propias
caracteristicas ambientales que permiten la adaptacion de especies particulares.
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La mayor preocupacion referente a la presencia de micobiota en los granos de
cacao, es la posibilidad de contaminacién con micotoxinas y dos de los géneros
encontrados tienen especies productoras de micotoxinas. Entre las especies
productoras de micotoxinas del género Aspergillus se encontraron: A. ochraceus
(2 %), con algunas cepas que pueden producir diferentes toxinas entre ellas la
ocratoxina A; A. flavus (13 %, con algunas cepas que pueden producir aflato-
xinas y A. fumigatus, con algunas cepas que pueden producir gliotoxina. Del
género Penicillium no se identificaron, a nivel de especie, cepas productoras de
micotoxinas, aunque dentro de la especie Penicillium spp es posible que existan
cepas productoras, ya que este porcentaje es alto (50 %). Aunque en este estudio
no se evalud la presencia de micotoxinas, se deja en evidencia la necesidad de
profundizar m4s la investigacién sobre el tipo de cepas encontradas, para formular
planes de accién que lleven a evitar futuros riesgos en este sentido.

Otra de las grandes preocupaciones referidas al cultivo es la presencia del
género Moniliophtora, cuyas especies M. roreri y M. perniciosa causan dos de las
tres enfermedades mas agresivas del cacao, la enfermedad llamada moniliasis y
la enfermedad llamada “escoba de bruja” respectivamente, que causan grandes
pérdidas econdmicas a los agricultores. La presencia de estos hongos es indicativo
del estado fitosanitario de los cultivos. Se encontré en 1 % de las muestras, que
aunque es un porcentaje bajo, debe atenderse para evitar brotes y diseminacién
a otras haciendas.

La presencia de Penicillium digitatum, (50 % del género Penicillium) patégeno que
ataca preferentemente frutos de citricos, se debe en parte a que en esta regién
el cacao se siembra en asociacién con cultivos de citricos (en especial limén),
banano y platano, los cuales le brindan sombra al 4rbol de cacao cuando estd
creciendo. Estos cultivos asociados, también le brindan al agricultor un ingreso
adicional antes de que los arboles de cacao den sus primeras cosechas y trae
multiples beneficios en el mejoramiento de la calidad de los suelos. Aunque no
se han encontrado relaciones directas entre este patdgeno y el cacao, la alta
incidencia de este patégeno puede poner en serios problemas la supervivencia
de los arboles de cacao, sobre todo en edades tempranas cuando las necesidades
de sombra en el cultivo se hacen més evidentes.

También es importante resaltar la presencia de los hongos descomponedores de
materia organica (73 % del total encontrado), que se localizan normalmente en
varios ecosistemas y que intervienen en la descomposicién de la materia organica
(hojas, céscara de cacao, entre otros) y la recirculacién de nutrientes del cultivo.
Entre ellos se encontraron Trichoderma spp, Rhizopus spp, Nigrospora spp, A. niger
(61 % del género Aspergillus), A. oryzae (2 % del género Aspergillus) y A. terreus
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(13 % del género Aspergillus). Aunque estos no han sido reportados como toxi-
génicos, su presencia en los granos de cacao puede ocasionar que la produccion
de enzimas de estos hongos cuando las condiciones le sean favorables, resulte en
una pérdida de la calidad del cacao, en particular por el incremento de la acidez.

Conclusiones

La micobiota encontrada en los granos de cacao seco puede ser un indicativo
de calidad de los procesos de cultivo, cosecha y poscosecha llevados a cabo por
los agricultores, ya que cada etapa est4 influenciada por una micobiota especifica,
que, aunque dificil de controlar, su incidencia se puede disminuir al méximo.

Son de gran importancia las acciones para disminuir la micobiota presente en
los granos de cacao seco, en especial la de géneros productores de micotoxinas,
debido a que durante el proceso de almacenamiento es posible que los hongos
produzcan las micotoxinas y contaminen el producto final.
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Resumen

Por medio de la cepa Galactomyces geotrichum L-80 se extrajo un complejo
enzimatico con la capacidad de degradar residuos de coloracién producida en las
industrias textil; estos residuos pueden tener efectos téxicos, ademas de inhibir el
proceso fotosintético de las plantas. En este trabajo se utiliz6 la enzima extraida
la cual rompi6 el grupo AZO que se encontraba en el colorante rojo de metilo,
degradandolo completamente. El tiempo que le tomé a la enzima degradar el
colorante dependi6 de la cantidad usada.

Palabras claves: enzima, grupo azo, rojo de metilo, decoloracién, Galactomyces
geotrichum.

1 Grupo de Investigacién Biotecnologfa, Facultad de Ingenierfa, Universidad de San Buenaventura Cali,
Carrera 122 # 6-65, 76001, Cali, Colombia.

2 Faculty of Bioscience and Technology for Food, Agriculture and Environment, University of Teramo, Via
R. Balzarini 1, 64100, Teramo, Italy.

3 Grupo de Investigacién de Fotoquimica y Fotobiologfa, Universidad del Atlantico, Carrera 30 # 8-49,
081008, Puerto Colombia, Colombia.




| 108 Biodegradacion de un colorante AZO por una cepa de levadura Galactomyces geotrichum L-80.

Introduccién

En Colombia, la industria textil es indudablemente uno de los sectores mas
destacables de la economia debido a que aporta el equivalente al 6 % del PIB
y promueve aproximadamente el 24 % del empleo en el pais [1]. Antioquia
y Cundinamarca son los departamentos donde estdn ubicadas la mayoria de
las industrias textiles del pafs. Las telas se pueden fabricar tejidas, trenzadas o
en fieltros a partir de fibras naturales (lino, lana, algodén, y seda) o sintéticas
(poliéster), que se transforman en hilos mediante el proceso de hilado y que
finalmente se tejen para obtener las telas.

El color de las telas se obtiene mediante la adicién de pigmentos minerales,
vegetales o sintéticos, los cuales se puede incorporar en la fibra antes de ser hilada,
una vez hilada o cuando ya es tela. A estos pigmentos también se los denomina
colorantes y se caracterizan por ser reactivos y formar enlaces covalentes entre

los grupos -OH, —-NH- 0 —-SH-, y las fibras de las telas.

Dentro de la molécula del colorante, el grupo croméforo es el responsable del
color. Entre los croméforos, los més representativos son los croméforos etiléni-
cos, los azo, los arométicos, los derivados del trifenilmetano, los derivados de la
antraquinona, los derivados heteroarométicos y las ftalocianinas.

Los colorantes azo o azoicos contienen el grupo croméforo -N=N- del que
deriva su nombre. Entre los principales se encuentran el rojo de metilo, el rojo
acido-138, el naranja acido 7y el azul directo-15, entre muchos otros, usualmente
utilizados por la industria textil para la coloracion de telas.

El uso de estos colorantes en la industria textil es un contaminante del agua
debido al bajo grado de fijacién en las telas, lo que ocasiona que las aguas resi-
duales contengan colorantes y sus productos de degradacién (aminas aromaticas),
lo que hace de esta industria una de las mayores fuentes de contaminacién del
agua, la cual se incrementa dfa a dia por el aumento en Ia demanda de productos
textiles [2].

Las grandes cantidades de aguas residuales textiles pueden alterar las propie-
dades fisicas, quimicas y biolégicas del medioambiente acuatico y podrian ser
perjudiciales para la salud, la vida silvestre, los peces y otras especies biolégicas
[3], [4]. También pueden presentarse efectos toxicos o mutagénicos [5] o simple-
mente impedir el paso de la luz solar, lo que suprime la fotosintesis. Los colorantes
son el principal contaminante de las aguas residuales [6].

La remocién de los colorantes de los efluentes es llevada a cabo por diversos
métodos quimicos (oxidacidn, electrdlisis, ozondlisis), fisicos (filtracion, Gsmosis
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inversa, adsorcién, coagulacion, floculacién) y bioldgicos (microorganismos,
enzimas), pero la mayorfa tiene alto costo o muy bajo rendimiento [7].

Entre los diversos métodos de decoloracién, la degradacion bacteriana de los
colorantes azoicos ha cobrado fuerza como método de tratamiento, ya que es de
bajo costo, respetuoso del medioambiente y se puede aplicar a una amplia gama
de estos colorantes. Sin embargo, la utilizacién directa de enzimas puede proveer
mayores ventajas siempre y cuando se conserven las condiciones fisicoquimicas
de actividad enzim4tica.

Las enzimas, por ser compuestos de naturaleza proteica, se encuentran princi-
palmente en el interior de las células y deben ser extraidas y purificadas para darles
un uso comercial. Son muchos los microorganismos (especialmente bacterias y
hongos) capaces de degradar colorantes [6], de los cuales se pueden extraer las
enzimas responsables de esta degradacién.

El objeto de este trabajo es evaluar un grupo de enzimas extraidas de una cepa
de Galactomyces geotrichum y su potencial uso en la degradacién de colorantes
tipo azo utilizando el rojo de metilo como indicador de actividad (Figura 33).

Figura 33
Estructura molecular del rojo de metilo
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N
HEC\N COOH
CH; Rojo de metilo

Metodologia

Microorganismos usados

Se utilizaron cepas de levaduras aisladas y caracterizadas a partir de diferentes
productos fermentados, proporcionadas por el laboratorio de investigaciones de
la Universidad de San Buenaventura Cali.
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Actividad de decoloraciéon

Un total de quince cepas de levaduras fueron examinadas por sus actividades
de decoloracion de rojo de metilo. En tubos de 10 mL se preparé caldo YPD
adicionado de colorante rojo de metilo, a una concentracién final de 100 mg I
y se inocul6 con 100 ul de la cepa de levadura previamente diluida para obtener
una concentraciéon de 10° UFC en cada uno de los tubos. Se seleccioné para
el trabajo la cepa que degradé el colorante, identificada como Galactomyces
geotrichum L-80.

Crecimiento de la cepa

La cepa G. geotrichum (cultivo puro) se inoculé en 100 mL de medio lacteo
estéril (elaborado a partir de leche en polvo descremada al 12,7 %), y se dejé
crecer durante 72 horas en ambiente aerobio, a temperatura ambiente (25 °C) y
agitacion constante a 120 rpm. El conteo celular se hizo con cdmara de Neubauer,
con el objetivo de corroborar el ndmero de células disponibles.

Extraccion de las enzimas

Las células de G. geotrichum se precipitaron por centrifugado (9000 rpm/10
min a 4 °C), con la finalidad de separar las células de otras sustancias (sobre-
nadante). Al haber separado las células, estas se resuspendieron en 50 mL de
una solucién buffer fosfato pH 7,0. Las células en suspension fueron llevadas al
ultrasonido con nueve ciclos de un minuto con intervalos de dos minutos. Su
objetivo era romper las células y liberar los componentes que se encuentra en
su interior, entre ellos las enzimas. Para separar las enzimas de las células y otros
componentes celulares, se llevé nuevamente la suspension a la centrifuga (9000

rpm /10 min a 4 °C).

El sobrenadante que contenfa las enzimas se filtré con filtro de jeringa de 0,22
wm pvdfy se llevo a congelacion (-20 °C) para proceder a liofilizarlo en un equipo
Labconco 4.5 L, temperatura de calentamiento constante de 25 °C y presién de
vacio de 0,12 mbar.

Actividad enzimdtica

Para determinar la actividad del extracto enzimatico y la cantidad necesaria
para degradar los colorantes en un tiempo considerable, se tomaron cinco tubos
cénicos con 5 mL del colorante rojo de metilo (100 mg I") y diferentes concen-
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traciones de enzima, y se incubaron a 30 °C hasta su completa decoloracién. La
unidad de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida
para reducir 1 ug de sustrato min' mg'de enzima.

Pruebas de biodegradacion

El disefio experimental consistié en modificar el pH (3,4, 5,1 y 7,0), la tem-
peratura (30 °C y 40 °C) del extracto enzimdtico para obtener un total de seis
unidades experimentales, cada una con los respectivos blancos. En los tubos de
reaccion se adicionaron 50 mL del colorante a una concentracién de 100 mg I
y 1,2 mg del extracto liofilizado y se pusieron en oscuridad durante 48 horas. La
biodegradacion del colorante fue monitoreada utilizando un espectrofotémetro

UV-Vis (Genesys 10) a una longitud de onda de 540 nm.

Pruebas de fitotoxicidad

Se utilizaron semillas de Zea mays (maiz). Cada producto enzimatico de degra-
dacién se deposité en una caja de Petri con cinco semillas de cada especie, con
riego diario de 5 mL de agua durante siete dias, al final de los cuales se midi6 el
porcentaje de germinacién y la longitud de los tallos y raices.

Resultados y discusion

El crecimiento de G. geotrichum en el medio liquido alcanzé una concentracién
de 1,44 x 10° células/mL. A partir de 100 mL de medio se obtuvieron 330 mg de
extracto enzimético liofilizado.

El extracto enzimitico extraido de la levadura G. geotrichum degradé efec-
tivamente el colorante rojo de metilo (100 mg L"), como se evidencia en el
espectro de absorcion (Figura 34). Se observo la disminucién de la absorbancia
(linea azul) luego de la reaccion de decoloracion enzimatica en el rango de 500
a 600 nm, que corresponde a la zona de m4xima absorbancia del colorante. El
aumento de la absorbancia en otras longitudes de onda se atribuye a la formacién
de productos de degradacion.

La actividad presente en el complejo enzimético es tipico de enzimas con
actividad 6xido reductasa, lo que facilita la decoloracién del rojo de metilo, posi-
blemente por ruptura de su centro croméforo -N=N-, donde la transferencia de
hidrégeno o electrones de un sustrato a otro ocasiona el rompimiento del doble
enlace, lo que trae consigo la formacién de nuevos compuestos.
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La actividad enzimética del extracto liofilizado fue determinada a 30 °C y un
pH de 3,4. Se obtuvo como resultado 1,5 ug de rojo de metilo reducido min’
mg'de extracto.

Figura 34
Espectro UV de rojo de metilo hora cero y rojo de metilo completamente
decolorizado luego de 48 horas a pH 3,42 y 30 °C.
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Efecto de la temperatura y el pH en la decoloracion

Se observo que la actividad del sustrato enzimético es dependiente del pH y de
la temperatura en el rango evaluado (Figura 35). Cuando se evalué el sustrato
a pH 3,84 se observé muy poca variacion entre las dos temperaturas evaluadas.
Las dos presentaron la repuesta esperada al final de las 48 horas. A pH 5,1 se
observo que la respuesta disminuye a 30 °C y no alcanza a decolorar el sustrato
en su totalidad en el tiempo esperado. Cuando la temperatura aumenta a 40 °C,
la actividad disminuye al 21 %. Una actividad menor se observé en pH 7,0 con
disminucién a valores por debajo del 20 % para las dos temperaturas.

El valor éptimo de trabajo del sustrato enzimatico se establecié en pH 3,4 y
temperaturas entre 30 °Cy 40 °C, resultado en concordancia con Jadhav, et al.
[8], quienes reportan que el pH apropiado para la decoloracién enzimatica del
rojo de metilo es de 3,0, valor cercano al trabajado en esta investigacién.
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Figura 35
Decoloracién del rojo de metilo a 30 °C y 40 °C en el intervalo de 24 horas a pH
3,84, 5,1 y 7,0. La reaccién enzimética estuvo influencia por el pH. Se encontré
degradacion diferencial de los dos colorantes utilizados. De los valores evaluados, el
6ptimo fue de pH 3,42
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Fitotoxicidad

El colorante rojo de metilo no mostré efectos toxicos que impidieran la ger-
minacién de las semillas de Zea mays (maiz) en las concentraciones del estudio
(100 mg I'"). Sin embargo, sus productos de degradacién si presentaron fitotoxi-
cidad. Se observé que la inhibicion de la germinacién aumenté a medida que
aumentaron el pH y la temperatura (Tabla 15). Esto evidencia que la reaccién
enzimética sobre la decoloracién del rojo de metilo es dependiente de la proto-
nacién, principalmente del grupo carboxilo.

Es relevante que a pH 7,0, la decoloracién del rojo de metilo solo alcanzé el
11 %, pero presenté el mayor porcentaje de inhibicion sobre la germinacién de
las semillas de maiz. Este comportamiento muestra cémo se pueden afectar de
manera sustancial los efluentes que contienen residuos de este colorante y con
pH cercanos a la neutralidad se brindan las condiciones necesarias para que
microorganismos que produzcan enzimas 6xido reductasas similares a los que
produce la levadura en este estudio, puedan generar gran cantidad de metabolitos
de decoloracion con capacidad de inhibir, entre otros, la germinacion de semillas.
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Tabla 15
Fitotoxicidad del rojo de metilo (100 mg I") y sus metabolitos producidos luego de
la decoloracién a diferentes temperaturas y pH.

Zea mays (maiz)

pH 34 5,1 7,0
Inhibicién de la germinacién (%)
Agua 0 0 0
Rojo de metilo 0 0 0
Productos de degradacién a 30 °C 10 10 50
Productos de degradacién a 40 °C 10 50 80
Conclusiones

El extracto enzimético que se extrajo de la levadura G. geotrichum L-80 pre-
senta capacidad de degradar el colorante rojo de metilo, lo cual sugiere que
este podria ser utilizado en el tratamiento de aguas residuales provenientes de
la industria textil.

Las temperaturas altas influyen negativamente en este proceso, ya que inhi-
ben la actividad enzimatica del extracto y sus productos de degradacién son
fitotoxicos.

El extracto enzimético extraido de la cepa G. geotrichum L-80 posee mayor
actividad a pH 4cidos.

Las industrias textiles representan una gran amenaza ambiental a causa de la
gran cantidad de agua usada, lo que deja como resultado grandes cantidades de
efluentes que contienen componentes como los colorantes, los cuales necesitan
la aplicacién de varias técnicas para su tratamiento por su compleja composicion.
Sin embargo, no cabe en duda que estas técnicas dejan como resultado efectos
segundarios.
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Resumen

En este trabajo se estudio el efecto antiftingico in vitro de los aceites esenciales
obtenidos por hidrodestilacion y encapsulados en B-ciclodextrinas y maltodex-
trinas de tomillo, canela, romero, salvia amarga y eucalipto sobre el hongo fito-
patégeno Penicillium digitatum causante de la podredumbre verde en los citricos.
Los complejos de B-ciclodextrinas y maltodextrinas fueron preparados mediante
liofilizacién y los parametros de crecimiento fueron calculados por el ajuste de
curvas del crecimiento con la ecuacién de Baranyi usando el programa DMfit.
Las familias quimicas halladas mas abundantes de los aceites analizados fueron
los monoterpenos y sesquiterpenos, tanto oxigenados como no oxigenados de
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los aceites esenciales de tomillo, canela y romero. Todos los aceites estudiados
encapsulados mostraron actividad antifingica. Sin embargo, los aceites encap-
sulados con mayor actividad fueron los de canela y tomillo al lograr inhibir el
100% del crecimiento con concentraciones entre 5000 y 10000 ug/mL y 5000
ug/mL, respectivamente. No hubo una diferencia significativa entre las matri-
ces encapsulantes (P > 0.05). Ademais, se evidenci6 un efecto fungistatico del
aceite esencial de canela encapsulado en B-ciclodextrinas y maltodextrinas a
concentraciones de 5000 ug/mL y un efecto fungicida a mas de 5000 ug/mL. El
aceite esencial de tomillo mostré un efecto fungicida a 5000, 10000y 15000 ug/
mL con MD y BCD.

En este estudio se demostr6 que los aceites de canela, tomillo, romero, salvia
amarga y eucalipto poseen moléculas con capacidad de inhibir el crecimiento
de P digitatum y estas permanecen activas al ser encapsuladas en MD y BCD.
Experimentos con biomoléculas encapsuladas proveen una mejor dispersién en
agua y hace que sean menos volétiles convirtiéndolas en una opcién prometedora
en el desarrollo de bioformulaciones antimicrobianas a escala industrial.

Palabras claves: aceites esenciales, B-ciclodextrinas y maltodextrinas, Penici-
llium digitatum.

Introduccién

Las causas mas comunes de pérdidas de citricos en todo el mundo son ocasio-
nadas por pudriciones generadas por Penicillium digitatum y Penicillium italicum,
denominadas putrefaccién azul y verde, respectivamente [1]. La incidencia de
estas podredumbres es general y elevada (normalmente més del 80 % del total
de pérdidas por podridos) [2].

En Colombia, se calcula una produccion entre ochocientos mil y un millén de
citricos, de los cuales se pierden entre el 12 % y el 25 %, lo que demanda una
estrategia ambiental sostenible y econémica para reducir estas pérdidas.

En la actualidad, las técnicas para el control de enfermedades en citricos mas
usadas se basan en fungicidas sintéticos. Sin embargo, Lado y colaboradores
[3], demostraron que la aplicacién continuada de estos fungicidas en P digita-
tum generd un aumento en la frecuencia de cepas resistentes, lo que obligaba a
aumentar la dosis del fungicida utilizado [4], y lo convertia en una amenaza por
la resistencia que produce la contaminacién ambiental debido a la afectacion
del microbiota fijador de nitrégeno y por acumulacién de grandes dosis en los
sistemas bioldgicos.
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Por lo anterior, se requiere el uso de alternativas mas amigables con el
medioambiente para el control de hongos. Dentro de estas, las més empleadas
se encuentran los aceites esenciales (AE) provenientes de plantas y sus partes.
Los AE estdn compuestos por una mezcla de terpenos, terpenoides, aldehidos y
alcoholes, de los cuales un porcentaje alto es volatil [5].

Diferentes investigaciones han mostrado la eficacia de los aceites esenciales de
eucalipto, lavanda, canela, menta y clavo, contra microorganismos resistentes
a los antibidticos de ambientes hospitalarios dentro de los que se contemplan
bacterias como S. aureus y algunas levaduras del género Candida.

Grande y colaboradores [6], reportaron el efecto subletal del AE Austroepa-
torium inulifolium contra cepas de hongos Penicillium brevicompactum, Fusarium
oxysporum, Aspergillus spp y Penicillium nalgiovense. Estos aceites se presentan
como una alternativa a los plaguicidas quimicos sintéticos convencionales por su
menor riesgo para la salud y su biodegradabilidad [7]. Diferentes concentraciones
de aceites esenciales (AE) han mostrado efectos fungistaticos y fungicidas sobre
diferentes géneros de fitopatogenos. El efecto fungicida corresponde a cualquier
agente capaz de matar hongos; es decir, no sélo agentes quimicos sino también
fisicos (UV y calor, entre otros) [8]. El término fungistético corresponde a la
inhibicién del crecimiento del patégeno o la inhibicién en la germinacién de
esporas. Por otra parte, la alta volatilidad de los AE causada por el elevado niimero
de electrones que poseen sus componentes, hace que su aplicacién directa en
cultivos sea practicamente inviable, por lo cual se usan métodos de encapsulacion
para que la liberacién de los componentes del aceite sea mas controlada [7].

Con el proceso de encapsulacién se pretende aumentar los tiempos de alma-
cenamiento y volver sus componentes menos volatiles y méis estables frente
a condiciones adversas, tales como las temperaturas extremas, la radiacione
ultravioleta y las vibraciones causadas por ruidos elevados [9], lo cual prolonga
su efecto antimicrobiano al mantener las moléculas de interés de los aceites
esenciales durante mas tiempo. Sagrove y colaboradores [10], encapsularon
transcinamaldehido e inhibieron algunas especies de hongos, bacterias y levaduras
con un efecto prolongado duradero.

Entre los materiales, los mas utilizados para la encapsulacién en aplicaciones
alimentarias son las maltodextrinas (MD) y las 3-ciclodextrinas (BCD) [10]. Estas
son extensivamente utilizadas en la industria de alimentos porque ser inodoras,
incoloras, solubles, de baja viscosidad, poseer caracteristicas de emulsificacién
y son versdtiles para la mayoria de los métodos de encapsulacién; ademas, son
biodegradables en el medioambiente al estar constituidas de polimeros de gluco-
sa. La mayorfa de los encapsulados se preparan por pulverizacién, mientras que
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otros se obtienen mediante liofilizacién, extrusién en estado fundido e inyeccién
en fusion.

En este trabajo se evalud la capacidad inhibitoria contra P digitatum in vitro
mediante la aplicacion independiente de encapsulados de los AE de salvia amarga

(AES), tomillo (AET), romero (AER), canela (AEC) y eucalipto (AEE).

Materiales y métodos

Aislamiento e identificacion del hongo fitopatégeno

El hongo fitopatégeno se aislo de frutos de diez naranjas (Citrus sinensis) proce-
dentes de centros y expendios de frutas de la ciudad Santiago de Cali. Se tomaron
porciones del fruto enfermo y mediante raspado se removi6 la mayor cantidad
de esporas. Se sembraron en cajas de Petri que contenian papa-dextrosa-agar
(PDA) como medio de cultivo [12]. Las cajas de Petri se incubaron por siete dias
a 25 °C hasta el desarrollo de colonias viables. El hongo aislado se identific6 a
nivel de géneroy especie de acuerdo con las claves de Houbraken et al., 2014 [13].

Identificacion de P. digitatum

Se utiliz6 el método de microcultivo que permite observar las estructuras
fangicas in situ. Se ubicé un portaobjetos en una caja para agar y sobre este una
capa de agar PDA de 1 cm’ en la superficie de la [dmina. Posteriormente, se sem-
bré en el centro del fragmento del cultivo y luego se ubicé encima una ldmina
limpia para después incubat. Luego, se visualizaron las colonias al microscopio y
de acuerdo con sus estructuras se clasificé el hongo hallado [13].

Obtencion de indculos de P. digitatum

Las cepas se sembraron en el medio PDA, incubando a 27 °C por seis dias
con un fotoperiodo 12:12 y humedad relativa de 50+ 1 %. Una vez esporuladas,
las conidias se depositaron en cajas de Petri, se adicionaron 50 mL de Tiween
80 al 0,05 %, se agit6 por 60 segundos y posteriormente se verti6 en un vaso de
precipitaciéon de 250 mL. La concentracién se ajusté a 5x10° conidias/mL usando
la cAdmara de Neubauer [14].

Medio de crecimiento (agar, papa y glucosa)

Se utilizaron 200 g de papa en 800 mL de agua destilada, los cuales fueron
llevados a ebullicién. Posteriormente, se adicionaron 20 g de dextrosay 15 g de
agar mediante una gasa delgada. Los medios fueron autoclavados durante 20
minutos. Seguidamente, se sirvieron en cajas para agar en una cabina de flujo
laminar [15].
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Preparacion del material vegetal

En esta investigacion, los aceites esenciales fueron extraidos a partir de Aus-
troeupatorium inulifolium (Salvia amarga), cuyo material vegetal fue colectado
en el municipio de Dapa (3°32’57.9"N y 76°34°29.3”), mientras que Thymus
vulgaris (tomillo), Rosmarinus officinalis (romero) y Eucalyptus cinerea (eucalipto),
fueron colectados en el corregimiento La Buitrera (3°26’56.8"Ny 76°08°59.9”W)
y Cinnamomum verum (canela), fue adquirido en mercado local (Valle del Cauca,

Colombia).
Extraccién de aceites esenciales

El material vegetal fue secado a 30 °C durante 48 horas. Seguidamente se adi-
cionaron 500 g a un baldn de destilacién conectado a una trampa de Clevenger,
se agregaron 500 mL de aguay se calenté a 100 °C durante seis horas. Los aceites
esenciales obtenidos fueron recuperados mediante la adicién de Na SO, (Sigma
Aldrich, Estados Unidos), y almacenados en oscuridad a -4 °C hasta su uso [6].

Bioensayo con agentes antimicrobianos

El analisis se hizo mediante la técnica de dilucién en agar, en medio PDA
que contenfa concentraciones de 5000, 10000 y 15000 wg/mL de cada aceite
encapsulado, una colonia control negativo consistente en medio PDA con BCD
y otro control con MD para la determinacién de la capacidad minima inhibi-
toria (CMI). En cada una de las cajas se colocé en la superficie una porcién de
la cepa del hongo de 0,45 cm de didmetro, proveniente de cepas de cuatro dias
de desarrollo. La inhibicién se determiné como la relacion entre el didmetro de
crecimiento de colonias tratadas y el didmetro de la colonia control. En todos
los casos, el didmetro de las colonias se estimé mediante el uso de un calibrador
y ajustando con la ecuacién de Baranyi 1994 usando el software DMFit (versién
y afo), se obtuvieron los pardmetros de crecimiento para cada condicién de
crecimiento (Baranyi y Roberts, 1994). El indice antiftingico fue medido con la
siguiente ecuacion:

Andlisis de aceites esenciales por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

El analisis cromatogrifico se hizo en un cromatdgrafo de gases AT6890 Series
Plus (Agilent Tecnologies, Palo Alto, California, EE. UU.), acoplado a un detec-
tor selectivo de masas (Agilent Technologies, MSD 5975) operado en el modo
de barrido completo de radiofrecuencia (full scam). La columna empleada en el
analisis DB-5MS (J Y Q, Folsim, CA, EE. UU.) [5 %-fenil-poli (dimetilsiloxano),
60mx0.25mmx0.25 um]. La inyeccion se hizo en modo split (30:1), Volumen
de injecciéon de 2 ulL.
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Preparacion de los complejos de inclusion con
B-ciclodextrinas y maltodextrinas en emulsiones

Para la preparacion de las emulsiones se usaron volimenes totales de 25 mL que
contenfan 2,5 % de aceite esencial, 5 % de maltodextrinas o beta -ciclodextrinas
y 2,5 % de goma ardbiga. La emulsificacién de las mezclas se llevé a cabo con
la ayuda un equipo Ultra Turrax T 25 digital ULTRA-TURRAX® - IKA y con
18000 rpm durante un minuto a 24 °C [16].

Liofilizacion

Las emulsiones obtenidas fueron congeladas durante 24 horas a -30 °C. Segui-
damente, se llevaron a un beaker de 250 mL, para luego ser liofilizado a -50 °Cy
presion 0,12 milibar durante 24 horas. Este procedimiento se hizo en un equipo

FreeZone 4.5 Liter Benchtop Freeze Dry. Los sistemas deshidratados obtenidos
fueron almacenados en un desecador 24 °C44 hasta su uso [17].

Andlisis estadistico

Los datos del efecto inhibitorio de los aceites esenciales encapsulados sobre el
crecimiento micelial se sometieron a un analisis de varianza (Anova). La com-
paracién de los tratamientos se hizo con la prueba de Tukey < 0,05. El analisis
se hizo con el software Minitab (versién y afio). Los datos son expresados en
valores medios + desviacién estandard.

Resultados y discusion

Determinacion de los compuestos voldtiles de los aceites esenciales
Aceite esencial de canela

La eficiencia de obtencién de aceite esencial de canela mediante hidrodesti-
lacién fue de 1,2 = 0,5 mL/100 g de muestra. De los compuestos hallados, 33
fueron identificados, asf: uno es un alcohol (3 %), cuatro son aldehidos (12,12 %),
once son monoterpenos no oxigenados (33,33 %), once son monoterpenos oxi-
genados (33,33 %), cinco son sesquiterpenos no oxigenados (15,15 %) y uno
sesquiterpenos oxigenados (3 %).

El componente mas abundante corresponde a transcinamaldehido (58,9 %),
molécula con una alta capacidad antimicrobiana. Otros autores han declarado
que su actividad antimicrobiana proviene de un efecto sinérgico con otros
compuestos presentes en el mismo aceite esencial [4]. Como se ha evidenciado,
los compuestos principales de la fraccion volatil de Cinnamomum verum fueron
aldehidos, sesquiterpenos y monoterpenos. Estos compuestos estdn ampliamente
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distribuidos en plantas y presentes en casi todos los aceites esenciales. Las inves-
tigaciones fitoquimicas han mostraron un amplio espectro de actividad biol6gica
a través de la cual parecen desempefar un papel en los mecanismos de defensa
de las plantas [9]. Kaul y colaboradores [18], han sefialado que la composicion
de los aceites de canela difiere en funcién de la parte del material vegetal y de
las condiciones ambientales de las que provenga.

Aceite esencial de tomillo

La eficiencia de obtencién de aceite esencial de tomillo a partir de hojas secas
fue de 0,9 + 0,3 mL/100g de muestra. Después del anilisis GC-MS, se encon-
traron 38 compuestos de los cuales dos fueron alcoholes (5,26 %), uno aldehidos
(2,63 %), trece monoterpenos no oxigenados (34,2 %), trece monoterpenos oxige-
nados (34,2 %), seis sesquiterpenos no oxigenados (15,7 %) y tres sesquiterpenos
oxigenados (7,9 %), como se describe en la Tabla 16. De estos compuestos, el timol
presenté la mayor concentracién relativa 45,2 %, p-cimeno 11,8 %, Y-terpineno
11,6 % y trans-p-carifileno 8,7 %. Muchos autores han evidenciado que el timol
es un agente antiftiingico y el principal componente asociado a la bioactividad
de este AE [10]. También se ha confirmado que el compuesto 1,8 cineol es una
molécula altamente sinérgica con el timol que ayuda a tener mejor capacidad
antimicrobiana, aunque atn no es claro la razén por la cual esta molécula se
encuentra en concentraciones mas altas (43,23 %) en hojas de tomillo halladas
en otras partes del mundo. El uso de timol en produccion alimentaria es limitado
a causa de su baja solubilidad. Sin embargo, nuevas técnicas de encapsulacién
han permitido mejorar su inclusion de algunos aceites esenciales en la industria
alimentaria [10].

Aceite esencial de romero

La eficiencia de extraccién de aceite esencial de romero fue de 2,4 + 0,9
mL/100g de muestra. Después del anélisis GC-MS, se encontraron 39 compues-
tos (Tabla 16), de los cuales doce corresponden a monoterpenos no oxigenados
(30,7 %), 25 a monoterpenos oxigenados (64,10 %) y dos a sesquiterpenos no
oxigenados (5,12 %). Los compuestos mas abundantes fueron el 1,8 cineol con
20,8 %, a-pineno con 11,5 % y borneol con 6,4 %.

Aceite esencial de salvia amarga y eucalipto

La eficacia de extraccion de aceite esencial salvia amarga fue de 1,9 = 0,6
mL/100g de hojas secas. Grande y colaboradores [6], hicieron una caracteri-
zacion del aceite de salvia amarga con material vegetal proveniente del lugar
con las mismas coordenadas que este estudio. Después del anilisis GC-MS
encontraron dos alcanos (2,81 %), dos alquenos (2,81 %), un alcohol (1,40 %),
cinco aldehidos (7,04 %), una cetona (1,41 %), 30 monoterpenos (24,25 %),
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28 sesquiterpenos (39,43 %) y dos diterpenos (2,8 %). Su mayor componente
encontrado fue trans—f-cariofileno (14,84 %). Numerosos estudios reportan que
la composicion del aceite esencial de eucalipto tiene una baja variabilidad entre

especies del mismo género. Su molécula méds notoria del AEE es eucaliptol, con
rangos entre 60 % y 80 % [19].

Tabla 16
Identificacién presuntiva y cantidad relativa (%) de los componentes presentes en

AEC (aceite esencial de Cinnamomum verum), AER (aceite esencial de Rosmarinus
officinalis) y AET (aceite esencial de Thymus vulgaris).

) Concentraciones relativas (%)
Grupo funcional Componentes
AEC AER AET
1-Nonen-3-ol 0,1
Alcohol 1-Octen-3-ol 1,0
Cariolan-8-ol 0,4
cis-cinamaldehido 0,5
Hidroxicinamaldehido 1,0
Aldehidos o-Metoxicinamaldehido 0,8
Trans-cinamaldehido 58,9
3-octanona 0,2
Canfeno 0,1 1,6 0,2
Tuja-2,4(10)-dieno 0,3
p-Cimeno 0,1
p-Cimeno 1,1 1,1 11,8
Terpinoleno 1,5 0,1
o-pineno 0,1 11,5 0,3
oL-terpineno 0,5 0,7 1,7
a-tujeno 0,5
Monoterpenos no oxigenados p-felandreno L3 0,2 0.1
[3-pineno 0,1 1,7
0-3-Careno 0,1
Limoneno 0,3 33 0,3
Carvacrol metil éter 1,9
Germancreno D 0,4
B-mirceno 1,0 0,9
Y-terpineno 0,1 1,6 11,6
Y-terpinoleno 0,2
a-felandreno 0,4 0,3
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Acetato de geranilo 0,5
Acetato de trans-cinamilo 10,9
Acetato de verbenilo 0,2
a-canfolenal 0,2
Alcanfor 0,1 3,5 0,8
Borneol 0,2 6,4 0,9
Benzoato de bencilo 4,6
Carvacrol 2,9
Cis-hidrato de sabineno 0,4 1,3
Cis-pinocafona 0,9
Cis-verbenol 0,6
Citronelol 0,3
Crisantenona 1,6
Eugenol 9,1
Nopol 1,0
Monoterpenos oxigenados Geranial 0,2
Pinocarvona 0,6
Terpinen 0,7
Terpinen-4-ol 1,4 0,4
Terpineol 0,5
Timil metil éter 0,2
Timol 45,2
Verbnona 14,0
o.-terpineol 0,7 3,2 0,1
Epéxido de a-felandreno 0,1
Linalol 2,2 3,8 2,7
Geraniol 4,4 0,1
Lavandulol 0,1
Metileugenol 0,5
Neral 0,2
Transhidrato de sabineno 0,6 0,4
Transpinocanfona 0,1
. Acetato de bornilo 2,8
Monoterpenos oxigenados -
1,8 cineol 0,2 20,8 0,5
Mirtenol 0,6
Oxido cariofileno-b 0,1
. . Oxido de cariofileno 0,8
Sesquiterpenos oxigenados Trans-p-cariofileno 8.7
Epi-a.-muurorol 0,1
No identificado 0,2

Encapsulacion de aceites esenciales

Todos los aceites fueron encapsulados en dos matrices: maltodextrinas
y B-ciclodextrinas. La inclusion parcial de los aceites en las estructuras de
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B-ciclodextrinas crea un complejo amfifilico entre el aceite y las estructuras.
[20]. Esferas de 50 um-200 wm se observaron encajadas en las matrices de en-
capsulantes de maltodextrinas (Figura 36) y esferas entre 10y 90 se observaron
en la matriz de B-ciclodextrinas como evidencia de encapsulacion. Los cristales
formados de los complejos encapsulados muestran total solubilidad en agua a
20 ©C, sin otorgar cambios visuales, pero conservando el aroma caracteristico
de cada aceite esencial. El tamafio pequefio de las moléculas antimicrobianas
de los aceites esenciales permite la inclusién en las matrices contrarrestando su
alta volatilidad y manteniendo su contenido relativo durante cambios drasticos
fisicos garantizando la prolongacion de los efectos antimicrobianos a lo largo del
tiempo. Galmarini y colaboradores [21], describieron las maltodextrinas como
efectivas en la encapsulacién de compuestos volatiles de la cascara de naranja 'y
como las mas usadas en procesos de deshidratacion del tipo spray-dried.

Figura 36
Complejos de maltodextrinas con aceites esencial de eucalipto. (A) maltodextrinas
sin aceites esenciales. (B) complejos de B-ciclodextrinas con aceite esencial de
eucalipto. (C) B-ciclodextrinas sin aceite esencial. (D) visualizado a 100X.

Fuente: el autor.

Dindmicas de crecimiento microbiano

Los diferentes aceites esenciales encapsulados mostraron actividades antimi-
crobianas diferentes, como se indica en la Tabla 17. P digitatum en medio PDA
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con BCD y MD sin AE, creci6 a lo largo de ocho dias y alcanzé su méximo cre-
cimiento, como se ve en la Figura 37. Los aceites esenciales de canela y tomillo
se destacan, al lograr inhibir por completo el crecimiento de P digitatum, como
se aprecia en las figuras 38 y 39.

Tabla 17
Pardmetros cinéticos de crecimiento de P digitatum.

D: Digmetro maximo de la colonia (cm); w : velocidad maxima de crecimiento:
Mh): tiempo de adaptacién (lag). Los valores son medias + error estandar. Las
medias que contienen diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo
con la prueba de Tukey (p <0,05).

Parédmetros Baranyi y Roberts

Maltodextrinas B-ciclodextrinas
Aceite Concen-
esencial | tracion | D (cm) um(h") Mhb) D (cm) pm(h") Mhb)
(ppm)
5000 3,84+0,3A 0,028+0,004A | 30,9+09A | 3,34=0,3A 0,02+0,009A | 12,9+0,5A
Canela | 10000 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A
15000 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A

5000 2,60£0,35B | 0,025+0.004B | 31,2+1,6B 2,55+0,21B 0,030,002B 30,8+1,1B

Eucalipto | 10000 1,40£0,21B | 0,029+0,008B | 12,1+0,8B 1,23+0,31B 0,02+0,001B | 12,9+0,3B

15000 1,44£0,57B | 0,02+0,009B 50,8+0,2B 1,40+0,33B 0,01+0,001B | 56,7+0,4B

5000 528+0,60C | 0,085+0,005C | 22,7£1,7C 532+0,7C 0,08+0,001C | 22,8+1,1C

Romero | 10000 3,00£0,44C | 0,070,004C 36,9+0,8C 3,238+0,31C | 0,00+0,002C | 36,4+0,3C

15000 3,514£0,25C | 0,06+0,006C 57,7120,6C 2,14£0,33C 0,05£0,005C | 56,7+0,4C

5000 6,85+0,31D | 0,088+0,007D | 13,5+19D | 6,79+0,4D 0,09+0,001D | 13,8+1,1D

Salvia 10000 569+0,39D | 0,055+0,001D | 20,0£0,7D | 5,43£0,31D 0,07+0,002D | 19,9+0,3D

15000 4,55£0,40D | 0,034+0,002D | 26,7+0,6D 4,14+0,33D 0,04+0,005D | 30,7+0,1D

5000 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A

Tomillo | 10000 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A

15000 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A 0-A




Eva uacién del efecto annfunglco de aceites esenciales encapsulados durante
128 el crecimiento in vitro de Penicillium dlgttatum

Figura 37

Penicillium digitatum (control) visualizado a 1x (A), y a 100x (B) en medio PDA
con siete dfas de cultivado entre 20 °Cy 25 °C.

Fuente: el autor.

Figura 38
Porcentajes de inhibicién micelial de aceites encapsulados en maltodextrinas y
B-ciclodextrina.
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Figura 39
Aceites con mejor actividad inhibitoria flingica sobre P. digitatum. AEC izquierda,
AET derecha. La letra A corresponde a los complejos de BCD y la letra B representa
los complejos de MD. Los ndmeros 1, 2 y 3 representan las concentraciones 5000
wg/mL, 10000 wg/mL, 15000 ug/mL, respectivamente. La letra C corresponde a los
controles 1: MD y 2: BCD sin AE.

Cl

Los AER, AE y AEE, mostraron actividad inhibitoria a altas concentraciones
de complejos de BCD y MD como se reportan en la Tabla 17. En el presente
estudio, AE encapsulado en MD y BCD inhibi6 58,2 %y 62 %, respectivamente.
Grande y colaboradores [6], reportaron una inhibicién del 70 % de crecimien-
to micelial usando AES contra P brevicompactum y E oxysporum debido a las
moléculas antifingicas presentes en el aceite esencial de salvia amarga, cuya
composicién es principalmente de sesquiterpenos oxigenados y no oxigenados
(86 %) [22]. Algunos autores expresan que el efecto inhibitorio de los aceites
esenciales podrfa ser atribuido principalmente a la presencia de los compuestos
mas abundantes y posiblemente a la sinergia o antagonismo con componentes
menores existentes en el aceite [6].

El AEE mostré una baja capacidad inhibitoria con respecto al resto de AE. El
AEE encapsulado mostré actividad inhibitoria en funcién de su concentracién
sin alcanzar el punto de inhibicién total. El tiempo lag o tiempo de adaptacion a
10000 ug/mL para los complejos de maltodextrinas y B-ciclodextrinas, presentd
menor duracién lag que las concentraciones de 5000 y 15000 ug/mL, las fases
lag del P digitatum pueden variar al inicio del crecimiento cuando se enfrentan a
efectos adversos, pero este puede decrecer una vez esta fase se haya prolongado.
Safaei-Ghomi [23], evidenciaron el efecto de AEE contra bacterias gram posi-
tivas; sin embargo, no se han reportado otros estudios del efecto de AEE contra
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P digitatum. En general, el comportamiento de modelamiento de crecimiento P
digitatum es similar al modelamiento de crecimiento bacteriano en medios con

AE [14].

Una inhibicién completa de la germinacién fue observada en los complejos
con aceite de tomillo con una CMI de 5000 ug/mL, como lo muestra la Figura
38. Daferera y colaboradores [25] reportaron una CMI de 250 ug/mL de aceite
puro de tomillo contra P digitatum. Safaei y Ghomi [23], usando el método de
microdilucién junto con las moléculas purificadas antiftingicas del aceite esencial
de tomillo (timol, carvacrol, eugenol), demostraron su actividad antimicrobiana
contra Cladosporium spp (CMI: 100 ug/mL), Aspergillus spp. (CMI: 100 ug/mL),
Cladosporium spp. (CMI: 350 ug/mL), Aspergillus spp y Cladosporium spp (CMI:
125 pg/mlL).

La CMI del aceite de canela encapsulado fue de 5000 ug/mL. Kocié y colabo-
radores (2013) encontraron que el AEC es efectivo a ciertas concentraciones
para algunos hongos filamentosos de la siguiente manera: 6400 ug/mL para
Rhizopus nigricans y 1600 ug/mL para Aspergillus flavus y Penicillium expansum.
Para frutos infectados directamente se necesitaron 20000 ug/mL de aceite. Hill
y colaboradores (2013), evidenciaron que trans-cinamaldehido encapsulado en
B-ciclodextrinas es efectivo (p < 0,05) contra Escherichia coli e inefectivo contra
Salmonella paratyphi y Staphylococcus aureus. Ademas, el transcinamaldehido es
un inhibidor activo que ejerce efectos inhibidores frente a las ATPasas, especi-
ficamente Na+/K+-ATPasa y Ca+-ATPasa, al disminuir el ATP intracelular
[26]. Estas afectaciones llegan a la biosintesis de proteinas como Crzl y otras
proteinas asociadas. La proteina Crzl es un factor de transcripcién que regula
la expresién de los genes que codifican la sintesis de proteinas presentes en la
pared celular y otras protefnas importantes para el intercambio iénico, lo que
afecta la integridad de las células fingicas sin efectos colaterales en los seres
humanos y los animales [24].

El AER mostr6é una baja actividad; no hubo un punto de inhibicién total.
Sin embargo, hubo un decremento en la velocidad especifica de crecimiento
y del 4rea total de micelio en relacién con la concentracién usada. Daferera y
colaboradores [25], reportaron inhibiciones del 24 % en P, digitatum usando con-
centraciones de 1000 ug/mL de aceite puro de romero. Nikkhah y colaboradores
[27], determinaron la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial puro
de romero CMI entre 2500 ug/mL y 10000 ug/mL, contra Penicillium expansum,
y concluyeron que se trata de una actividad antimicrobiana débil. Sin embargo,
el aceite esencial de romero contiene una alta concentracién relativa de 1,8
cineol, componente que otros autores han demostrado tiene un efecto sinérgico
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antimicrobiano con moléculas como timol, carvacrol y el transcinamaldehido
que se encuentra en otros aceites esenciales. Sobrevivientes a los tratamientos
antimicrobianos, muestran variacién en sus tiempos de adaptacién (lag), el cual
puede ser interpretado como una medida del estrés que est4 sufriendo la célula
y de los dafios en sus estructuras [28]. Asi, la célula podr4 aumentar o disminuir
su produccién de proteinas, lo cual se refleja en los tiempos lag o de adaptacion
mediante caminos alternativos metabdlicos para garantizar su supervivencia
ante un medio diferente [29]. En adicién, los componentes volatiles como
terpenos, sesquiterpenos, aldehidos y cetonas, acttian cambiando la expresion
de las proteinas y la actividad de enzimas especificas o por el incremento de la
permeabilidad de la membrana celular, reduciendo asi la actividad de las enzimas
asociadas y entorpeciendo la absorcién de nutrientes [29].

Conner y Beuchat sugieren que la actividad antifingica es el producto de
la interaccién de los componentes de los aceites esenciales, con enzimas res-
ponsables de la produccién de energia y la sintesis de compuestos estructurales
de la célula, mediante el bloqueo de los sitios activos de las ATPasas con los
grupos funcionales hidroxilos de los anillos arométicos de los componentes de
los aceites esenciales.

Los fungicidas sintéticos tienen mecanismos similares. El mancozeb, uno de los
fungicidas mas usados mundialmente, en si mismo no es fungicida. Solo cuando
se expone al agua, se descompone para liberar etileno sulfuro de bisothiocyanato
(EBIS), que a su vez mediante la accién de la luz UV, se convierte en etileno
bisothiocyanato (EBI), EBIS y EBI. Se cree que interfieren con los procesos
bioquimicos en el citoplasma de las células de hongos y las mitocondrias, lo que
resulta en la inhibicién de la germinacién de esporas.

Efecto fungistdtico y fungicida

Se observé un efecto fungistatico con relacién al control (Tabla 18) en repi-
ques de hongo provenientes de medio con 10000 ug/mL. Se evidencié que las
estructuras de P, digitatum no fueron totalmente dafiadas. Sin embargo, repiques
de P, digitatum a 15000 ug/mL en medio PDA sin antimicrobianos, muestra que
no hubo crecimiento de tipo alguno. Repiques provenientes de hongo tratado
con AE encapsulado de tomillo en medio PDA sin antimicrobiano, muestra
que las estructuras sufrieron dafios irreparables que no permitieron germinar los
conidios de P digitatum, produciéndose asf un efecto fungicida. Algunos de los
componentes de los aceites esenciales son también efectivos como fungistaticos
y fungicidas, particularmente los derivados de tipo fendlico como el timol, el
carvacrol y el eugenol [30].
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Tabla 18

Efecto fungicida y fungistatico de los complejos de los aceites esenciales con mayor
actividad inhibitoria

Aceite esen- | Concen- | Halo de crecimien- | Halo de crecimiento | Efecto
cial tracion to Maltodextrinas | B-ciclodextrinas
(ppm) (cm) (cm)
5000 6,84+0,8 7.99+0,6 Fungistitico
Canela 10000 3.33+0,5 6.42+0,4 Fungistatico
15000 *. *. Fungicida
5000 *. *. Fungicida
Tomillo 10000 *. *. Fungicida
15000 * *. Fungicida

*Hongos provenientes de medio con aceites esenciales encapsulados en BCD y MD repicados en medio PDA,
cultivados durante siete dfas a 24 °C.

Fuente: el autor

Conclusiones

En el presente estudio se demostré que los aceites encapsulados de canela,
tomillo, romero, salvia amarga y eucalipto en matrices de maltodextrinas y
[-ciclodextrinas, son activos contra el crecimiento de P digitatum. La molécula
mas abundante hallada en el AEC fue el transcinamaldehido (58,9 %), en el
AET fue el timol (45,2 %) y en AER fue 1,8 cineol (20,8 %). Las clases mas

comunes fueron los monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados y no oxigenados.

El aceite esencial con mayor bioactividad fue el AET encapsulado en BCD y
MD con una concentracién de 5000 ug/mL, seguido por el AEC encapsulado
en BCD y MD con concentraciones de 5000 a 10000 wg/mL. No hubo una di-
ferencia significativa entre la diferencia de halos de crecimiento ftngico usando
los distintos aceites esenciales en las matrices BCD y MD (P>0.05), ademas el
efecto de los AET y AEC son significativamente diferentes (P<0.05) segtin la
prueba de Tukey. El AEC de canela encapsulado en MD y BC mostr6 un efecto
fungistatico a la concentraciéon de 5000 ug/mL y un efecto fungicida a mas de

5000 ug/mL. Por otro lado, el AET mostré un efecto fungicida con concentra-
ciones de 5000, 10000 y 15000 ug/mL.

Los resultados de esta investigacién demuestran que las moléculas de los AE
proveen una mejor dispersién en agua volviéndolas una opcién prometedora en
el desarrollo de bioformulaciones antimicrobianas a escala industrial.
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CAPITULO VI

Optimizacién de las condiciones de cultivo de
la orellana Pleurotus ostreatus para incrementar
la produccién de lovastatina
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Cediel,* Carlos David Grande Tovar,” Raul Alberto Cuervo Mulet,"*
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Resumen

La lovastatina es un metabolito secundario que actta como inhibidor competi-
tivo de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima
involucrada en la biosintesis de colesterol. Factores como la humedad, pH, airea-
cién, C:N, luz y la cepa, son determinantes en su obtencién biotecnoldgica. Por
medio de fermentacién en estado sélido de P ostreatus, se evaluaron diferentes
proporciones de C:N y el efecto de la luz roja, en la produccion de lovastatina
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en sus cuerpos fructiferos. La determinacion del metabolito de interés se realizé
con HPLC-UV. Se encontré lovastatina en todos los tratamientos, después
de la segunda cosecha (35 dias), en concentraciones diferentes, sin diferencia
significativa entre los tratamientos bajo el efecto de luz roja. Por el contrario,
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con luz natural,
siendo el tratamiento 1 el de mayor promedio en la produccién de lovastatina. Se
evidencio el efecto de la luz roja en la mayor fructificacién de los tratamientos.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, lovastatina, luz roja, aprovechamiento de
residuos, fermentacién en estado sélido.

Introduccién

Anualmente, més de 17 millones de personas mueren por causa de enfer-
medades cardiovasculares (OMS, 2017). El aumento de los factores de riesgo,
como la mala alimentacién y la hipercolesterolemia, relacionadas directamente
con las enfermedades cardiovasculares, son motivo de atencién dado que su
tratamiento médico demanda varios miles de millones al afio. Actualmente, se
llevan a cabo campanas de prevencién con los pacientes que presentan riesgo
elevado de padecer enfermedades cardiovasculares y los pacientes que padecen
hipercolesterolemia son tratados con estatinas sintetizadas quimicamente como
fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, rosuvastatina y pitavastatina (Istvan,
2003. Ertiirk et al., 2003). Estudios de la Administracién de Alimentos y Me-
dicamentos de los Estados Unidos (FDA, 2014), indican que este tratamiento
puede causar diabetes (Ravi et al., 2013), hepatotoxicidad, problemas de me-
moria y dafio muscular, por lo cual ha crecido el interés por consumir alimentos
que contribuyan al tratamiento o prevencion de esta y otras enfermedades en
general, mediante la bisqueda de productos naturales que permitan suplir los
medicamentos sintetizados quimicamente.

Un grupo de alimentos destacados no solo por su valor gastronémico sino
también por su aporte nutricional y beneficios para la salud, es el de las setas
u hongos comestibles. Las setas han mostrado tener efectos biol6gicos prome-
tedores en la prevencién de un rango de enfermedades que predominan en los
paises occidentales, como hipertension, hipercolesterolemia, diabetes y cancer

(Lindequist et al., 2005).

En particular, Pleurotus ostreatus, comtinmente conocido como orellana u hongo
ostra, tiene alto valor nutricional debido a la presencia de amino4cidos esenciales
(alanina, arginina, glutamina y acido glutdmico), carbohidratos, alto contenido
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de agua (80 %-90 %), proteina, vitaminas (B, C, D, K, tiamina, rivoflavina, 4cido
folico y niacina), minerales (Ca, B, Fe, K, Mn, Cu, Zn, Mgy Se), 4cidos grasos
insaturados (4cido oleico, 4cido linoleico y dcido palmitoleico) y bajo contenido
calérico y sédico (Schneider et al., 2011; Farghaly y Mostafa, 2015; Parashare et
al., 2013; Nunes et al., 2012; Pedneault et al., 2007; Mostafa y Farghaly, 2014).

Estudios con Pleurotus ostreatus y sus propiedades benéficas, reportan actividad
antioxidante, efecto inmunomodulatorio, actividad antitumoral (Kong et al.,
2014), antiviral, antiinflamatoria, antibiética (Nehra et al., 2012) y disminucién
de colesterol (Gregori, 2007; Choudhury et al. 2013; Schneider et al., 2011; Ismail
et al., 2015). Mostafa y Farghaly (2014), reportan la presencia de compuestos
bioactivos en cepas de P, ostreatus como B-glucanos, terpenoides, dcidos grasos,
polifenoles, flavonoides y policétidos. Dentro de los policétidos no aromdticos se
encuentran las estatinas, metabolitos muy importantes dado que acttian como in-
hibidores competitivos de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, enzima involucrada en la biosintesis de colesterol (Gunde-Cinerman et
al. 1993; Ertiirk et al., 2003), sin producir efectos secundarios nocivos para la
salud (Ertiirk et al., 2003), por lo cual podria suplir un medicamento utilizado
para el mismo fin (Schneider et al., 2011).

Ha sido reportado que algunas especies flingicas son capaces de producir lo-
vastatina, simvastatina, pravastatina y la compactina (Gunde-Cinerman et al.,
1993; Hutchinson et al., 2000). El hongo ostra ha sido descrito como uno de los
macromicetos con mayor produccién de lovastatina en los cuerpos fructiferos.
Gunde-Cimerman y Cimerman (1995) encontraron en diferentes partes del
esporocarpo hasta 6000 mg kg' d.w, mientras que Chen et al., (2012) reportan
valores de 606.5 mg kg" d.w. de lovastatina. Es bien conocido que la produccién
fingica de estatinas varia segin la especie, la humedad del sustrato, pH, tem-
peratura, relacién carbono/nitrégeno (C: N), luz y aireacién (Hutchinson et al.,
2000; Chen et al., 2012).

Actualmente hay un gran interés por el aprovechamiento de residuos o sub-
productos agroindustriales. Las aguas residuales contienen una gran cantidad de
compuestos con valor agregado que pueden ser aprovechados como substratos
para obtener biomoléculas (Petruccioli et al., 2011). En Colombia, produccién
de azicar genera 6 414 878 ton/afio de bagazo de cafia, parte del cual es utili-
zado en la produccién de papel, tableros aglomerados, energia y produccién de
abonos segtin la tecnologfa disponible en la regién (Bohérquez et al., 2014) y es
un excelente sustrato para la produccién de hongos.
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En este contexto, esta investigacion tuvo como propdsito incrementar la pro-
duccién de lovastatina en el hongo comestible Pleurotus ostreatus, mediante la
modificacién de la relacién C:N en el medio de cultivo y la exposicion a luz roja
durante la fase de fructificacién, en condiciones de fermentacién en estado sélido.

Materiales y métodos

Microorganismo y propagacién del micelio

Los cuerpos fructiferos de orellana fueron adquiridos en el cultivo de la empresa
Nuestro Campo S.A.S, ubicada en la Buitrera-Cali (3°22’59.8"N 76°34’56.7"W/),
a 1250 m.s.n.m. Se seleccionaron orellanas de color blanco, carpéforo de 8-14
cm y borde liso.

En las instalaciones del laboratorio de investigaciones de la Universidad de
San Buenaventura Cali, se hizo la propagacién de micelio a partir de los cuerpos
fructiferos, utilizando el carp6foro cortado en cuadros de 0,5 cm’ e inoculandolos
en medio PDA (agar-papa-dextrosa). Se incubaron a 25 + 2 °C durante diez dias.
EI PDA colonizado se cort en cuadros de 1,0 cm’, para continuar la propagacion
del micelio en semillas de Sorghum bicolor (millo) previamente hidratadas durante
24 horas y esterilizadas (121 °Cy 15 Ib de presion), dispuestas en bolsas de 1,0
kg. Se incub6 a 25 = 2 °C durante quince dias.

Preparacion del sustrato

Se utilizé el residuo agroindustrial bagazo de cafia de azticar obtenido de un cul-
tivo organico, salvado de trigo, Ca(OH) y agua. Los componentes se mezclaron
de acuerdo con los tratamientos, se empacaron en bolsas de polipropileno calibre
1,5 de 12cm x 16¢cm, cada una con un peso final de 2,4 + 0,1 kg, y se pasaron
a tratamiento térmico a vapor por cuatro horas a 95 = 5 °C. Posteriormente,
cuando su temperatura disminuy6 a 27 = 5 °C, en un 4rea libre de contaminantes
previamente desinfectada (sala de siembra), se inocularon con la semilla de millo
colonizada por P ostreatus (5 % del peso del sustrato). A continuacion, se abrieron
cuatro orificios con un bisturf en una de las caras de la bolsa. Se llevaron a la sala
de incubacién hasta que el hongo colonizara el sustrato totalmente (12 dfas). A
continuacidn, se trasladaron las bolsas a las salas de fructificacién. En la sala 1
con luz natural y en la sala 2 con luz roja, a temperatura de 26 = 4 °C durante
el diay de 20 = 3 °C en la noche. La cosecha de los cuerpos fructiferos se hizo
cuando estos alcanzaron didgmetros entre 8 y 12 cm. Tres semanas después de la
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siembra se hizo la primera cosecha; la quinta semana fue la segunda y la tercera
cosecha en la semana siete.

Determinacion de los componentes de los sustratos y de los cuerpos

fructiferos

Se establecié la humedad por el método de secado infrarrojo en una balanza
de humedad (OHAUS MB25), a una temperatura de 105°C. Se hizo la determi-
nacién de cenizas por el método de incineracion, segtin la NTC 4648 (Icontec
2000) y se sometieron las muestras a un proceso de secado a 105 °C, hasta
alcanzar un peso constante. Posteriormente, las muestras fueron llevadas a la
mufla (FUMACE 62700) a 650 °C, durante tres horas. El contenido de grasas
fue determinado por el método Soxhlet. El método de Kjeldahl fue empleado
para la determinacién del contenido total de nitrégeno (N). Para el anélisis de
fibra cruda, se siguié el método 985.29 de la AOAC (2003), con las siguientes
modificaciones: en un bal6n para digestion se adicioné 1,0 g de la muestra ante-
riormente desengrasada y 20,0 mL de H SO al 1,25 %. Se acoplé el sistema de
reflujo y se llevé a ebullicién durante 30 minutos. Se transfirié la muestra a un
crisol Gooch con filtro de tela y se lavé el residuo con agua caliente. Se llev el
residuo lavado a un balén de digestién, se adicionaron 2,0 mL de NaOH al 24 %
y se continué la ebullicién durante 30 minutos. Se filtr$ la solucién caliente a
través de un crisol Gooch. Se transfiri6 el residuo previamente lavado a un crisol,
se sometié a calentamiento en estufa a 105 °C durante tres horas, se enfri en
desecador y se pesd. Posteriormente, se inciner6 el residuo en mufla a 600 °C
hasta obtener ceniza de color blanco. Las pruebas se hicieron por triplicado. El
rendimiento del cultivo se evalud por el método de eficiencia biolgica (EB).

Peso de los hongos cosechados . s
EB = — g x 100 Ecuacién 1
Peso humedo del sustrato

Determinacion de lovastatina

Muestras de 5,0 g de cada uno de los tratamientos y de una muestra comercial
se mezclaron con 5,0 mL de una mezcla de metanol y agua (1:1 v/v), usando un
homogenizador (Ultra-Turrax® IKA) a 25 °Cy 13000 rpm durante un minuto.
A continuacion, se pusieron en un agitador orbital (KS3000 IKA) a 30 °C, 200
rpm, por 180 minutos y posteriormente se centrifugd (Universal 320R, Hettich
Zentrifugen) a 9000 rpm. durante cinco minutos. El sobrenadante fue centrifu-
gado nuevamente en microcentrifuga (Eppendorf), por 10 minutos a 10000 rpm.
Finalmente, se filtr6 a través de filtros de PVDF (0,45 um).
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La concentracién de lovastatina fue analizada en un equipo HPLC (Elite
Lachrom, Hitachi) acoplado con un detector UV L-2400. En breve, 20 ul de
muestra fueron inyectados en una columna Chromolit RP-18 (100x4.6mm; 5
wm. Merck, Germany) usando acetonitrilo-acido fosférico 0,1% (55:45 v/v) como
fase movil, operado con un flujo de 1,0 mL/min, 25 °C, and 238 nm de longitud
de onda. La lovastatina fue identificada por comparacién con los tiempos de
retencion del compuesto estandar (lovastatin, Sigma-Aldrich) y fue cuantificada
usando curvas de calibracién establecidas para los estdndares.

Diseiio experimental

Los tratamientos consistieron en tres factores con cinco repeticiones. El primer
factor, con cuatro niveles, consistié en la proporcién de sustratos de bagazo de
cafia de aztcar y salvado de trigo para obtener diferentes concentraciones de
nitrégeno en el sustrato, asf la relacién de bagazo de cafia de azicar: salvado de
trigo fue: T1 (80:20), T2 (90:10), T3 (85:15) y T4 (95:5). El segundo factor, con
dos niveles, consistié en la aplicacién de luz roja y luz natural y el tercer factor
con tres niveles, fue la época de cosecha.

Andlisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron usando la prueba de Anova, con el
programa estadistico SPSS version 20. (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). El

nivel de significancia se establecié en p < 0,05.

Resultados y discusion

Sustratos

Las setas carecen de estructuras fisioldgicas para producir su propio alimento,
debido a que son organismos heterétrofos. Ademas, muchos de ellos crecen sobre
materiales vegetales muertos o degradados (saprofitos), por lo cual es necesario
acondicionar el sustrato de crecimiento para que puedan desarrollarse sin in-
convenientes (Flegg, P et al. 1987). Los materiales que constituyen el sustrato
pueden variar segin las zonas de produccién de granos, cereales o residuos lig-
nocelulésicos asequibles. Pueden utilizarse diferentes tipos de materias primas,
tales como arroz, cebada, sorgo, maiz, trigo, avena, desechos agricolas de la
industria del café, platano, fique, cafia de azicar, palma africana, etc. También
es comun la utilizacién de urea, gallinaza o sales nitrogenadas para acelerar el
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proceso de colonizacién y proveer el sustrato de nitrégeno (Rodriguez-Valencia,

N. y Jaramillo-Lépez, C. 2005).

Los requerimientos nutricionales de Pleurotus sp., dependen en gran medida
de la proporcién de oxigeno, carbono, nitrégeno, fésforo y potasio, asi como de
azufre y magnesio en menor proporciéon (Miles, P y Chang, S. 1999). Para esta
investigacion se utiliz bagazo de cafia de aztcar y salvado de trigo como tnicas
fuentes de nutrientes (sustrato) y se hizo la caracterizacién fisicoquimica primaria
para poder evaluar las proporciones de grasa, nitrégeno y fibra que le aportaban
a la orellana en su crecimiento, con el fin de darles valor agregado a los residuos
que normalmente son abandonados en campo o usados en compostaje y en
rellenos sanitarios, pues se desconoce su verdadero valor agregado (Tabla 19).

El nitrégeno es esencial para la sintesis de proteinas, purinas, pirimidinas y
algunas vitaminas, ademds de ser un componente de la quitina, polisacirido
encontrado en las paredes celulares de la mayoria de los hongos (Chang, S., &
Miles, B, 2004). Las principales fuentes de nitrégeno se obtienen de la degradacién
de los aminodcidos, peptona, caseina, urea, o por medio de sulfatos y nitratos
de amonio, sodio, potasio y calcio, pero no todos son adecuados para todas las
especies (Guzman, G. et al. 2008).

Debido a la necesidad de nitrégeno en las orellanas, se hizo el analisis de pro-
tefna en los sustratos. Para el caso del bagazo, se obtuvo un resultado del 1,29 +
0,15 % y para el salvado de trigo de 16,43 = 0,57 %. Al analizar los resultados,
se puede deducir que el salvado se va a descomponer mas rapido y proporcionara
una mayor cantidad de humus y nitratos, pues al obtener més nitrégeno lograri
satisfacer los requerimientos de los organismos que intervienen en su descom-
posicién. Por el contrario, el bagazo de cafia lo hard més lentamente debido a la
menor cantidad de nitrégeno (Pérez, M. et al. 2011).

También hay que tener en cuenta que cuando el aporte de nitrégeno es muy
alto, se emite amoniaco debido al exceso de nitrogeno que impide la actividad
bioldgica, lo que provocaria problemas de olores en la fermentacion. En el caso
opuesto, el nitrégeno puede ser un nutriente limitante, ya que la tasa de des-
composicién disminuye y el proceso de fermentacién para tener un producto

estabilizado, decaerfa (Sanchez., D. 2013).

Para lograr elevados rendimientos en el cultivo de P ostreatus, el contenido de
nitrégeno de los sustratos deberfa ser superior al 0,5 % (Martinez, D. et al. 2015).
Es decir, los sustratos utilizados en el proyecto (salvado de trigo y bagazo de cafia)
estan por encima de estos valores, por lo tanto, el porcentaje de rendimiento del
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hongo se ve favorecido. Bohorquez, Puentes y Menjivar, (2014), obtuvieron un
valor superior en el andlisis de nitrégeno en bagazo de cafa y Vargas y Murillo
(1978) reportaron un valor similar (16,48 %) de nitrégeno en salvado de trigo.

Los porcentajes de grasa que aportan el bagazo de cafia de aztcar y el salvado
de trigo son bajos debido a que ninguno posee niveles elevados de grasa (Lyndon,
1966). El salvado de trigo contiene entre 4,0% y 4,5 %, mientras que el bagazo
de cafia posee valores inferiores al 2% (Martinez, et al. 2013). Para el bagazo de
cafia de aztcar se obtuvo un valor de 0,26 = 0,03 % y para el salvado de trigo

4,68 + 0,04%.

A pesar de que el salvado de trigo contiene una pequefia cantidad de grasa,
esta puede ser minimamente saturada (0,2 g o 1 % del valor diario), mientras
proporciona 4cidos grasos saludables omega-3 y omega-6 (Alvarez, et al. 2006).
Una media taza de salvado de trigo proporciona 46,8 mg de 4cidos grasos omega-3
y 571 mg de 4cidos grasos omega-6 (Shimada, 1987).

La fibra es la suma de la lignina y los polisacaridos no almidénicos (celulosa,
hemicelulosa, pectinas, gomas y mucilagos) de las plantas (Anguera, 2007). Es la
fraccion de la pared celular de las plantas resistente a la hidrdlisis por las enzimas
digestivas del ser humano (Anguera, 2007).

Se designan como fibra todos los sélidos organicos insolubles en agua hallados
en el tallo de la cafia de aztcar, los cuales se caracterizan por su heterogeneidad
(Lois, 2009). La composicién del bagazo de la cafia puede variar, pero en prome-
dio contiene los siguientes componentes en base seca: celulosa 43,1 a 55,0 %;
hemicelulosa 17,0 a 25,2 %; lignina total 22,9 a 25,0 %; compuestos minerales
1,0 a 2.8 % y extraibles 4,3 % (Hoareau, W. et al. 2004). Aguilar et, al. (2014)
hicieron mencién de la medicién de fibra cruda sobre muestras de bagazo de cafa,
con porcentajes de 78,7 %. En este estudio se obtuvo un valor de 55,79 = 0,90
%, el cual hace referencia a la composicion final del bagazo de cafia utilizado, el
porcentaje de fibra est4 por encima del 50%. Este valor es un gran contribuyente
en el desarrollo nutricional del hongo.

El salvado de trigo, alimento muy alto en nutrientes, es también muy rico en
vitamina B5 (2,18 ug por cada 100 g), vitamina B3 (18,28 mg por cada 100 g),
vitamina B2 (0,58 mg por cada 100 g), vitamina B1 (0,52 mg por cada 100 g.),
magnesio (611 mg por cada 100 g), zinc (7,27 mg por cada 100 g), potasio (1182
mg por cada 100 g), fibra (42,80 g por cada 100 g) y hierro (10,57 mg por cada
100 g) (Aguilar, et al. 2014). La fibra estd compuesta fundamentalmente de
hemicelulosas y celulosa y est4 relativamente poco lignificada (2,5 a 3 % LAD)
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(Anguera, 2007). Los resultados de fibra obtenidos en estos anlisis dieron 48,57
+ 0,025 %, lo cual, con base en los valores de fibra anteriormente mencionados,
dan idea de que el salvado utilizado tenfa un porcentaje generoso de fibra.

En los procesos de fermentacién en estado sélido el contenido de humedad es
un factor critico y dependera tanto del microorganismo como de la matriz sélida
utilizada (Tortosa, 2013). Una excesiva humedad taponaria los poros y limitaria
el intercambio de gases y el aporte de oxigeno, lo que darfa lugar al predominio
de las condiciones anaerobias en la masa, a fendmenos de putrefaccién y a malos
olores. Ademas, un exceso de humedad, combinado con una escasa retencién
hidrica del sustrato, originara con toda probabilidad fenémenos de lixiviacién,
repercutiendo asi en pérdidas de agua y elementos nutritivos del sustrato (Tor-

tosa, 2013).

Generalmente, el contenido inicial de humedad del sustrato en una fermenta-
cién en estado sélido oscila entre el 30 % y el 75 %, el cual en el transcurso del
proceso se va reduciendo debido a pérdidas por evaporacién o actividad meta-
bélica de los microorganismos (Cardona, 2001). El hongo P, ostreatus necesita
condiciones para su proceso de crecimiento. Una de ellas es una humedad del
sustrato del 70 % al momento de la siembra o cultivo (Cardona, 2001).

En el analisis de humedad hecho al bagazo de cafa de azdcar por Martinez,
et al. (2013), se obtuvo un valor de 7,57 %, por el método de secado en estufa
a 105 °C, un poco alejado al obtenido por nuestro grupo, mientras que en el
secado por balanza se obtuvo un valor més cercano. Esto se debe gran medida
a que la balanza de secado es un equipo con mayor precision, pues esta aplica
calor mediante proyectores de cuarzo hasta que la humedad se evapora por
completo (Balanza de humedad | PCE Instruments 2017). En cambio, en la
estufa de secado se debe controlar la temperatura, el tiempo y el pesaje final de
la muestra y si no se tiene cuidado se sufre algo de hidratacién. Por estas razones,
es probable que se haya obtenido un valor mayor por el método de estufa que
por el de balanza de secado.

El analisis de cenizas representa el producto de la combustién de algin material
compuesto por sustancias inorganicas no combustibles, como sales minerales
(Hadar y Cohen, 1886). Parte queda como residuo en forma de depésito en el
lugar donde se ha quemado y parte puede ser expulsada al aire como parte del
humo (Hadar y Cohen, 1886). El bagazo de cafia de azticar reporta porcentajes
de cenizas entre el 0,5 % y el 1,5 % segtin factores como la fertilidad de los suelos
donde creci6 la cafia y el tratamiento quimico involucrado en su obtencion, entre
otros (Sales-Campos. et al., 2010). En varios estudios se ha demostrado que las
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cenizas del bagazo de cafia presentan un elevado contenido de silice (SiO) y
alimina (Al O), el aporte mayoritario en su formacién (Sales-Campos, et al.,
2010). El salvado de trigo presenta m4s variaciones en su composicién quimica,
aunque se estima que los valores estan alrededor del 5 %, pues la obtencion del
salvado depende directamente del productor del trigo, ya que muchas veces se
representa al salvado de trigo como un producto derivado del procesamiento
del trigo (Rodriguez y Jaramillo, 2005). Los valores de cenizas obtenidos al eva-
luar los sustratos indican que el bagazo de cafa (2,53 * 0,61 %) tuvo valores
cercanos a los reportados por Sales-Campos, et al, probablemente a causa de la
fertilidad de los suelos donde creci6 la cafia o por el tratamiento que se le dio a
la cafia en el cultivo y la posterior obtencién del bagazo. Para el salvado de trigo

se obtuvieron valores de 7,28 = 0,33 % (Tabla 19).

Tabla 19.
Composicion (% p/p) del sustrato y de los tratamientos

. Bagazo de

Parfme- cafa de Sa.xlvado de T1 T2 T3 T4

tros . trigo
azticar

Proteina 1,29 £ 0,15 16,43 £ 0,57 | 4,32 0,22 | 2,76 £ 0,16 | 3,58 = 0,18 | 2,05 £ 0,20
Lipidos 0,26 = 0,03 4,68 £0,04 | 1,14+0,03 | 0,70 £0,04 | 0,92 £ 0,04 | 0,48 £ 0,03
Fibra 55,79 £ 0,90 | 48,57 = 0,02 | 54,34 = 1,0 | 55,07 = 1,2 | 54,71 = 0,9 | 5544 = 1,1
Humedad | 8,23 0,13 1539 +0,26 | 62,018 |61,0*=2,0 |620+20 |60,0=20

Cenizas 2,53 = 0,61 7,28 033 | 3,48 £041 | 3,00 £0,34 | 3,24 = 0,40 | 2,77 = 0,37

Los resultados se expresan como media + desviacién estdndar de tres repeticiones.

Orellanas (Pleurotus ostreatus)

La concentracién de protefna cruda en las orellanas puede variar segtin del tipo
de sustrato de crecimiento, en especial por su contenido de nitrégeno, el cual
influye directamente en la cantidad y calidad proteica de los hongos (Naraian,
R.etal., 2009). Por esta razén, las especies cultivadas pueden presentar un nivel
superior de esta variable, frente a las mismas especies de origen silvestre (Akyuz,
M. y Kirbag, S. 2010). Los valores de proteina oscilaron entre 11,85 y 14,80 %,
coincidiendo con lo reportado por Garzén y Cuervo (2008), quienes determinaron
que el contenido de proteina cruda en P ostreatus puede oscilar entre 10,5 % y
30,4%; Sales-Campos, et al. (2011), encontraron un valor de proteina de 14,67
%, en los cuerpos fructiferos de la misma especie cultivada sobre residuos de cafia
de azticar; Badu, et al. (2011), hallaron valores de proteina de 17,07 %, 16,33%
y 18,20 %, cuando el hongo fue cultivado en residuos de diferentes maderas.
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Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de proteina
de la orellana. Se observé que T4R present6 el mayor valor de proteina (14,80
+ 0,06%), esto en el tratamiento que contenia el menor aporte de proteina en
el sustrato. Es posible que la deficiencia de nitrégeno disponible en el medio
promueva la acumulacién dentro del hongo como reserva para su metabolismo.
Ademis, se encontrd que los tratamientos con luz roja presentaron los valores
miés altos de proteina en la orellana (Tabla 20).

Tabla 20
Composicion (% p/p) del hongo comestible Pleurotus ostreatus
Trata- Elﬁ;l ;
mien- | o0 | Proteina Lipidos Fibra Cenizas Humedad
o Biols-
gica

TIN | 433 12,61 £0,03b | 12,64 £0,04b | 18,67 = 0,27¢c 0,025 + 0,007a 92,33 £0,11a
TIR | 45,0 12,79 £0,02b | 15,71 £ 1,05d | 17,97 = 1,13¢ 0,070 + 0,014a 92,56 + 0,04a
TIN | 44,9 12,63 £0,01b | 12,37 £ 0,64b | 16,40 = 1,70ab 0,005 + 0,007a 92,39 + 0,102
TIR | 588 1397 +£0,02d | 9,94 +0,85 | 16,66 + 1,92ab 0,040 + 0,014a 89,65 + 3,33a
T3N | 40,0 11,85 £0,03a | 11,73 £0,57b | 15,60 = 0,61a 0,035 + 0,035a 91,91 = 0,67a
T3R | 59,2 12,94 £0,03¢ | 12,58 £ 0,05b | 16,56 = 0,56ab 0,045 = 0,035a 92,84 + 0,13a
T4N | 32,1 12,54 £ 0,06b | 12,61 = 0,04b | 16,90 = 0,60b 0,015 + 0,007a 93,07 + 0,60a
T4R | 36,0 14,80 £ 0,06e | 14,61 +0,53¢ | 17,66 = 1,99cb 0,012 + 0,009a 92,94 + 0,15a

Los resultados se expresan como media + desviacién estdndar de tres repeticiones. Diferentes letras en la
misma columna indican diferencias significativas (P <0,05).

El hongo P, ostreatus tiene un alto valor nutricional, pues contiene minerales,
vitaminas y proteinas. Ademas, tiene un bajo contenido de grasa y sodio que
sumado al alto contenido de potasio ayuda a combatir los problemas cardio-
vasculares, la hipertension y la obesidad (Hernandez, R., & Lopez, C. 2006).
Dentro de los andlisis llevados a cabo al hongo, se hizo la determinacién de grasa
por el método de Soxhlet y se obtuvieron resultados interesantes (Tabla 20). El
contenido de grasas de las distintas especies de Pleurotus oscila entre 1,8 % vy
9,4 %, con un promedio de 2,85 %, en peso seco y los principales acidos grasos
presentes en el hongo son el oleico (79,4 %), el palmitico (14,3 % a 25,5 %) y
el linoleico (6,3 % a 59,4 %) (Bautista, M. 1997).

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de lipidos
de la orellana. Se observé que el tratamiento T1R presenté el mayor valor (15,71
+ 1,05 %), siendo los tratamientos con luz roja los que presentaron una mayor
acumulacién de lipidos en la orellana. El contenido de grasa en base seca de las
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muestras estudiadas es mayor a lo reportado por otros autores. Se reporta un
valor de grasa total de 5,97 g/100 gy 6,32 g/100 g para P ostreatus cultivado en
platano y paja de arroz, respectivamente (Bonatti, M. et al. 2004), y 1,18 g/100
gy 1,68 g/100 g para setas cultivadas en papel blanco y papel impreso, respecti-
vamente (Fernandes, A. et al. 2015). En otro estudio, se menciona que la grasa
neta en los hongos puede ser desde menos del 1% hasta el 15 % (Cardona, 2001).
El salvado de trigo puede ser la posible causa del aumento del contenido de gra-
sa en las orellanas, pues este aporta un 4,42 % més de lipidos en el sustrato en
comparacion del bagazo de cafia, que tan solo aporta un 0,26 % (ver Tabla 19).

La orellana tiene un contenido elevado de carbohidratos (alrededor de un 57
%) que no son del tipo de los almidones, al igual que de fibra cruda (14 %), de
la cual el 47 % es fibra dietética (FD) (Molina, et al., 2003). Los valores de fibra
cruda no tienen relacién con el verdadero valor de FD de los alimentos humanos,
ya que son generalmente de tres a cinco veces mayores que los valores de fibra
cruda, pero no puede hacerse un factor de correccién porque la relacién entre
fibra cruda y FD varfa segin los componentes quimicos (Molina, et al., 2003).

Muchos autores reportan en sus estudios los resultados de anélisis de fibra con
base en la fibra cruda, ya que, aunque es un procedimiento mas agresivo para la
muestra, es de los mas estables. Baena (2005) hall6 el 16,57 % de fibra dietaria en
P ostreatus cultivado sobre bagazo de agave, 17% en la seta cultivada sobre paja
de trigo y alrededor del 19 % en los hongos desarrollados en bagazo suplementado
con sulfato de amonio. Por otro lado, Badu, et al. (2011), hallaron valores de fibra
cruda de 4,14 %; 6,38 % y 6,63%, cuando P ostreatus fue cultivado en residuos
de diferentes maderas. Nevarez (2012), determiné en 12,1% la fibra cruda en P
ostreatus cultivado sobre 100% de bagazo de Agave durangensis.

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en los valores de fibra cruda
de las orellanas, que oscilaron entre 15,60 = 0,61 %y 18,67 = 0,27 %, siendo el
tratamiento TIN el m4s alto. Dichos valores pueden ser considerados elevados
con respecto a los autores antes mencionados. La diversidad de nutrientes que
posefa en el bagazo de cafa y el salvado de trigo es unas de las razones por los
cuales estos valores sean mas altos que los cultivos de Badu et al. (2011), que
cultivé en residuos de madera y que Nervéez (2012) que solo us6 un tipo de
sustrato (bagazo de Agave durangensis).

Los hongos frescos generalmente contienen entre el 85 %y el 95 % de humedad,
valores que pueden ser variables pues depende del tiempo de almacenamiento
de la muestra, ya que los hongos pueden perder humedad atin a temperaturas
de 3 °C (Bautista, M. 1997). Por otro lado, Bafio y Rajarathnam (1988), citados
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por Bautista (1997), informaron que las especies de Pleurotus contienen apro-
ximadamente un 90 % de agua y que cualquier desviacién de este valor puede
deberse a las condiciones del cultivo, tales como contenido de agua del sustrato,
temperatura ambiente y humedad relativa.

El contenido de humedad promedio de las orellanas fue de 92,21 = 1,10 %.
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Estos valores
concuerdan con lo reportado por Crisan y Sands (1978), citados por Bautista
(1997), pues los resultados obtenidos se encuentran dentro del intervalo de
humedad (85 % a 95 %) para distintos especimenes de hongos frescos. De igual
manera, al comparar los resultados con otros autores, por ejemplo, en muestras
de orellanas adquiridas comercialmente, la humedad es del 90,8 = 0,2 % (Ciap-
pini, Gatti y Lopez, 2004) y 92,64 % (Jaramillo, et al., 2011), y en muestras de
D ostreatus cultivadas en diferente sustrato, la humedad fue 88,1 % y 85,6 %,
cultivadas en paja de platano y paja de arroz, respectivamente (Bonatti, et al.,
2004). De esta forma, se constata que los resultados de humedad encontrados y
los valores reportados en la literatura se ubican dentro de los rangos esperados
para este tipo de hongo, si se tiene en cuenta que la humedad se ve afectada
por los factores ambientales como temperatura y humedad relativa durante el
crecimiento y almacenamiento, asi como por la cantidad de agua metabdlica que
puede ser producida o utilizada durante el almacenamiento (Bautista, 1997).

En la determinacién de cenizas, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos, se obtuvieron valores bajos respecto a lo resportado por
otros autores. Badu, et al., (2011), hallaron valores de cenizas de 5,80 %; 5,25
% y 4,40%, cuando P, ostreatus fue cultivado en residuos de diferentes maderas.
Sales-Campos, et al., (2011), encontraron un porcentaje de 6,10% de cenizas
en P ostreatus cultivado sobre residuos de cafia de azicar. Las condiciones del
sembrado de la orellana, al igual que la naturaleza limpia de donde provienen los
sustratos, prueban que las impurezas o formaciones inorganicas que interfieran
en la composicién del cuerpo fructifero son realmente minimas.

Cuantificacion de lovastatina

Los hongos ostra son ricos en proteinas (hasta un treinta por ciento en peso
seco), abundante en vitaminas del grupo B, no tienen colesterol y tienen niveles
significativos de lovastatina, molécula que reduce el colesterol hasta un 2,8 %
en peso seco (Miyake, T. et al. 2009). Debido a su contenido de lovastatina, los
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hongos ostra han sido estudiados por sus beneficios para ayudar a modular los
niveles de colesterol en la sangre.

Las estatinas, como la lovastatina, son un grupo de farmacos usados para dis-
minuir el colesterol y los triglicéridos en sus distintas formas, en pacientes con
hipercolesterolemia y que presentan, por tanto, un mayor riesgo de desarrollar
ateroesclerosis y sufrir episodios de patologia cardiovascular. En este caso, la
lovastatina es un inhibidor especifico de la HMG-CoA reductasa, enzima que
cataliza la conversion de HMG-CoA a mevalonato, un paso precoz y limitante
en la biosintesis de colesterol (Endo, 1992). Los genes y las enzimas implicadas
en la biosintesis de la lovastatina han sido identificados y caracterizados en A.
terreus y P ostreatus y se hace evidente que tanto las fuentes de carbono como
las de nitrégeno regulan la biosintesis de la lovastatina al reprimir la sintesis de
glucosa y la sefalizacién del crecimiento (Miyake, et al., 2009).

Se sabe que la produccién de lovastatina por especies de Monascus y P ostreatus
depende de las condiciones de cultivo, pues se han intentado diversas mejoras
de bioprocesos para conseguir una producciéon mas alta, incluidos procesos de
incubacién, fermentacién en estado sélido, selecciones de cepas optimizadas y
sustratos complejos proporcionados. Sin embargo, poco se ha indicado sobre
la regulacion de la biosintesis de lovastatina en estas especies (Stamets, 2006).

De los ocho tratamientos cultivados, cuatro fueron sometidos al efecto de la
luz roja, con el fin de observar sus consecuencias en el proceso de obtencién de
las orellanas. El rojo es el color que se percibe ante la fotorrecepcion de una luz
cuya longitud de onda dominante mide entre 618 nm y 780 nm. La mayoria se
encuentra en el espectro visible que abarca desde 390 nm hasta 750 nm (Berrocal,
s.f). Si se tiene en cuenta que los hongos tienen paredes celulares como las plantas,
pero compuestas por quitina en lugar de celulosa y que se alimentan igualmente
por absorcion, los fenémenos de luz, en este caso de luz roja, los afecta casi de
la misma manera (Kasperbauer y Karlen, 1994). La luz roja es importante en
la regulacién de la formacién del sombrero y la carnosidad del hongo, ademis,
ayuda a aumentar el didmetro del tallo y estimula la ramificacién (Kasperbauer
y Karlen, 1994).

Segtin Miyake et al. (2005), los hongos Monascus son capaces de detectar y
diferenciar el tipo de luz que se les aplique y de esta manera influenciar en el
desarrollo celular. Ademas, crea diferentes patrones de desarrollo del micelio y
formacion de esporas. Igualmente, reportan que la luz roja influye en la produc-
cién de metabolitos secundarios. Partiendo de esta teorfa y de que tanto Monascus
como P ostreatus tienen estructuras morfoldgicas similares, se podrfa asumir que
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en las orellanas ocurri6 este fendmeno, en el que la luz roja fomentd el desarrollo
del micelio, las esporas y metabolitos secundarios, lo cual se vio representado en
un aumento del 5,6 % en la produccién del hongo.

La concentracién de lovastatina en la primera fructificacién fue escasa, au-
mentando significativamente (p<0,05) en la segunda y tercera fructificaciones
(Figura 38). Aunque en la tercera fructificacion se lograron detectar altos niveles
de lovastatina, las diferencias entre los tratamientos y la incidencia de luz roja
sobre el hongo y la no incidencia no son significativas (p>0,05), por lo cual no es
posible afirmar que la luz roja tenga incidencia sobre la produccién del metabolito.
El incremento de este puede asociarse mas facilmente con el hecho de que al
ser la dltima etapa de la fructificacién del hongo, este se estrese al sentir que sus
nutrientes estdn terminando, porque el carbono y el nitrégeno presentes en los
sustratos se han ido consumiendo y al generar la seta o cuerpo fructifero, este
tenga mas concentracion de lovastatina en su composicion (Chen, et al., 2012).

Figura 38
Concentracién de lovastatina en Pleurotus ostreatus en diferentes condiciones de
sustrato y fuente de luz.

Lovastatin yield (mg/kg dw)

Harvest

Esta estatina depende mucho de la edad del cultivo, ya que a medida que
pasa el tiempo van apareciendo mas metabolitos secundarios, como lo es la
lovastatina, necesaria para que el hongo siga viviendo (Garcia de Marina y del
Castillo, 1988), mientras que en la primera fructificacién no se evidencia, porque
el hongo encuentra las condiciones de alimentacién propicias en el sustrato. Es
importante tener en cuenta que la acumulacién de lovastatina en el micelio del
hongo basidiomicetes como Pleurotus ostreatus, esta relacionada con el final de
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la fase exponencial del crecimiento —menor en la fase estacionaria— mientras
que en hongos filamentosos como Aspergillus terreus se ha asociado a la fase es-
tacionaria cuando las condiciones nutricionales no son favorables para el hongo

(Manzoni y Rollini, 2002).

Las concentraciones entre el pie del cuerpo fructifero y las lamelas son diferentes
(Ramirez, 2009). Gunde-Cinerman y Cinerman (1995), reportan que un cuerpo
fructifero que cumplié con un crecimiento total a la hora de ser cosechado, como
es el caso de las orellanas de este estudio, tendra variaciones de concentracién
de lovastatina muy grandes entre sus lamelas y su tallo: de 3000ug/ a 1000 g/
mL en el sombrero y de 0 a 1000 ug/mL en su tallo. Si se comparan los valores
que se obtuvieron en la tercera fructificacién —los més altos reportados— serfan
igualmente muy bajos (26,13 * 25,49 ug/mL para el tratamiento con luz roja y
26,56 * 24,38 ug/mL para el tratamiento con luz natural). Se debe tener presente
que en el estudio anteriormente mencionado se utilizaron sales de amonio para
fortalecer el sustrato —bagazo de soya—y en este se utilizaron bagazo de cafia de
azicar y salvado de trigo como tnicos sustratos, sin ningan otro tipo de nutriente
intermediario.

Las estatinas solo pueden ser suministradas por via oral y preferiblemente en
ayunas para ayudar a que su proceso de absorcién sea 6ptimo, ya que de la canti-
dad total ingerida solo se absorbe entre 1/3 a 2/3 de la cantidad total (Gregori, et
al., 2007). La dosis recomendada de lovastatina en tabletas es de 20 mg y la dosis
méaxima de 80 mg para casos de hipocolesterolemia muy graves, ya que después
de esta cantidad se puede presentar una fuerte intoxicacién con grandes efectos
secundarios (Gregori, et al., 2007). Los valores de lovastatina encontrados en
estos hongos no representan cantidades preocupantes para que el consumo en
humanos se vea comprometido.

Los mejores rendimientos en cantidad de biomasa obtenida y mayor tamafio
en el sombrero del cuerpo fructifero se presentaron en T2 y T3 (Figura 39). Se
encontré una mayor produccién de P ostreatus en los tratamientos bajo la luz
roja, con un total de 1,145 kg y en los cultivos sin luz roja se obtuvo 1,084 kg;
es decir, se presentd un incremento de cuerpo fructifero de 5,6 % de orellana
cuando se expuso a la luz roja.
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Figura 39
Rendimiento de la produccién total de Pleurotus ostreatus en dferentes condiciones de
sustrato y fuente de luz
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Conclusiones

La produccién de P ostreatus puede aumentarse con la exposicion del cultivo
a una fuente de luz roja como se evidencié en esta investigacion, lo que es im-
portante ya que el aumento en produccién es uno de los principales objetivos de
los cultivadores. En cuanto a la calidad de la Orellana se observé que un mayor
contenido de proteina se puede lograr cuando el sustrato presenta deficiencias
de nitrégeno, pero es importante importante realizar un anélisis riguroso de la
materia prima utilizada en los sutratos para garantizar los valores requeridos de
nutrientes. El contenido de lovastatina ofrece una ventaja para los productores,
ya que este se presenta en la segunda y tercera cosecha de la Orellana, que se
caracterizan por tener un menor tamafio, por lo que el valor agregado de ellas
aumenta al poseer un contenido de lovastatina mayor.
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se pueden presentar como hongos filamentosos (mohos)
hongos levaduriformes (levaduras), se caracterizan por
segregar enzimas para realizar una digestién externa y absorber
los nutrientes de sustancias disueltas. Los hongos han acom-
pafiado la vida productiva del hombre desde la antigiiedad y
cada dia su importancia aumenta en campos como la agroin-
dustria, la medicina y la biotecnologfa, debido a su capacidad
de produccién de una gran variedad de enzimas y metabolitos
secundarios.

I/js hongos son un grupo de organismos eucariotas, que

En este libro se presenta a los lectores los resultados de algunas
de las investigaciones realizadas con este importante grupo de
organismos, un enfoque desde la Agroindustria y la Biotecnolo-
gia llevadas a cabo por los grupos de investigacion Biotecnologia
de la Universidad de San Buenaventura Cali y Microbiologfa,
Industria y Ambiente de la Universidad Santiago de Cali.
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