
PROYECTO FINAL DE BIOTECNOLOGÍA 

 

 

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA 

POR TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS 

DE MAÍZ PARA EL AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y 

COMPUESTOS ACTIVOS 

Simmons, Nicole – LU: 1066190  

Licenciatura en Biotecnología 

 

Tutora: 

Dra. Bernhardt, Dana C. 

Universidad de Buenos Aires, ITAPROQ 

 

Co-Tutora: 

Dra. Bergottini, Verónica M. 

Universidad Argentina de la Empresa, INTEC 

 

07/12/2022 

 

 

UNIVERSIDAD ARGENTINA DE LA EMPRESA 

FACULTAD DE INGENIERÍA Y CIENCIAS EXACTAS 



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 2 de 132 

AGRADECIMIENTOS 

A mi familia, principalmente a mis padres y hermano, quienes me apoyaron y 

me dieron su cariño eterno desde que comencé este camino, siempre me alentaron a seguir y 

nunca me dejaron sola. También a Hernán, quién es parte de mi familia y mi sostén 

incondicional hace ya tantos años, sin su incansable apoyo durante tantos días y noches nunca 

hubiera podido hoy estar escribiendo esto. Gracias. 

A mis amigos del trabajo y de la facultad, en especial a Constanza y Vanina 

porque durante toda esta etapa me escucharon, aconsejaron y soportaron desde el más sincero 

lugar, tenerlas como amigas significa mucho para mí.   

A la Dra. Dana Bernhardt, por ser más que mi tutora, con su vocación por la 

investigación me hizo acercarme a un mundo completamente desconocido. Se comprometió 

con este proyecto inclusive a la distancia, con diferencia de horario y distintas 

responsabilidades. Quiero agradecerle por apoyarme, enseñarme y también por comprenderme, 

fue un camino largo, pero que afortunadamente dio sus frutos y en parte es gracias a ella.   

A los técnicos de UADE Labs, principalmente Carla y Pablo, quienes me dieron 

su apoyo durante todos los ensayos, a veces demasiado tarde los viernes estuvieron apoyándome 

y ayudándome en todo lo que pudieron. Esta tesina también es parte de ustedes, gracias. 

  



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 3 de 132 

RESUMEN 

La acumulación de residuos lignocelulósicos generados por la actividad 

productiva sin fines industriales provoca un impacto negativo para la economía y el medio 

ambiente. El rastrojo proveniente de la planta de maíz, específicamente sus brácteas, presentan 

compuestos poliméricos como celulosa, con gran importancia económica por su potencial 

aplicación dentro de la industria.  

Con el objetivo de evaluar la actividad de las enzimas secretadas por el hongo 

filamentoso Trichoderma harzianum, el cual presenta un sistema enzimático completo posible 

de degradar en su totalidad o de forma parcial la celulosa, se emplearon como principal fuente 

de carbono fibras extraídas de las brácteas de maíz (Zea mays) PB, RIA y Cel-KOH. Este tipo 

de microorganismo favorece el rendimiento de la extracción de los principales biopolímeros y 

compuestos antioxidantes contenidos en dichas fibras. 

Durante la realización del proyecto se fijaron las condiciones de incubación del 

microorganismo que permitiesen la mayor producción de esporas, considerando distintas 

variables en estudio como condiciones de iluminación, medios de cultivo, consistencia de los 

medios y concentración de fracción de fibra vegetal. Finalmente, a fin de comparar el uso de 

otro sustrato, se emplearon fibras de celulosa de origen bacteriano, incubándolas junto con el 

moho bajo las mismas condiciones definidas como óptimas para las fibras vegetales. 

Los resultados obtenidos demostraron la potencialidad de emplear fracciones de 

fibra vegetal en su menor concentración estudiada (1,5% p/p), con un tiempo de incubación de 

4 días, bajo luz artificial y con un medio de cultivo específico en su consistencia tipo caldo 

como Czapek, para promover la actividad celulolítica del microorganismo frente a condiciones 

controladas. Por otro lado, la aplicación de una fibra de celulosa de origen bacteriano resultaría 

con/EN un menor rendimiento frente a las mismas condiciones y parámetros propuestos.  
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ABSTRACT  

Study of enzymatic activity produced by Trichoderma harzianum on maize 

fibers for isolation of biopolymers and active compounds 

Lignocellulosic waste stack generated by production activities without industrial 

objectives causes a negative impact on the economy and the environment. The stubble from 

maize plant, specifically its husks, present polymeric compounds such as cellulose, of vital 

economic importance due to the potential application within the industry. 

In order to evaluate the activity of the enzymes secreted by the filamentous 

fungus Trichoderma harzianum, which presents an enzymatic system capable of a complete 

or partial cellulose degradation, vegetable fibers from maize husks (Zea Mays) HP, AIR and 

Cel-KOH have been used. This kind of microorganisms benefits the extraction of main 

biopolymers and antioxidant compounds contained in these fibers. 

While the project was underway, the incubation conditions of microorganism 

that allowed the highest production of spores were reviewed, considering different variables 

under study such as the lighting conditions, culture medium, its consistency, and the 

concentration of parts of vegetable fibers. Finally, in order to compare the uses of a different 

substrate, cellulose fibers from bacteria were applied, inoculating them with the fungus under 

the same already defined conditions as optimal for the vegetable fibers.  

The results obtained have shown the potential of using vegetable fibers in their 

lowest concentration (1,5% w/w), with an incubation time of 4 days, artificial lighting, and a 

specific culture medium in a consistency liquid as Czapek, to foster the cellulolytic activity of 

the microorganism under controlled conditions. On the other hand, the uses of a bacterian fiber 

would result in a poorer performance compared to same conditions and proposed parameters 

for vegetables fibers.  

  

 

Key words: lignocellulosic waste, maize husks, cellulose, enzymes 

  



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 5 de 132 

CONTENIDOS 

1. Introducción .................................................................................................................................................... 9 

1.1. Residuos agroindustriales ........................................................................................................................... 9 

1.2. Maíz (Zea Mays) como desecho agroindustrial ........................................................................................ 10 

1.2.1. Problemática ambiental del residuo generado durante el cultivo de maíz ............................................ 13 

1.3. Composición química general de las brácteas de maíz ............................................................................. 14 

1.3.1. Biopolímeros presentes en las brácteas de maíz ................................................................................... 15 

1.3.1.1. Celulosa ................................................................................................................................................ 16 

1.3.1.2. Hemicelulosa ........................................................................................................................................ 16 

1.3.1.3. Lignina ................................................................................................................................................. 17 

1.4. Otras fuentes de celulosa no-vegetal......................................................................................................... 17 

1.4.1. Potenciales aplicaciones de la celulosa bacteriana en las industrias..................................................... 19 

1.4.2. Obtención de celulosa bacteriana (CB): subproducto de la elaboración de Kombucha ....................... 19 

1.4.2.1. Producción de Kombucha en el mundo ................................................................................................ 20 

1.5. Enzimas celulasas ..................................................................................................................................... 20 

1.5.1. Mercado mundial de enzimas ............................................................................................................... 21 

1.6. Hidrólisis enzimáticas mediante microorganismos ................................................................................... 22 

1.6.1. Trichoderma spp.: características y aplicaciones en la industria .......................................................... 23 

2. Antecedentes ................................................................................................................................................. 26 

3. Objetivos ....................................................................................................................................................... 29 

3.1. Objetivos específicos ................................................................................................................................ 29 

4. Hipótesis ....................................................................................................................................................... 31 

5. Metodología de desarrollo ............................................................................................................................. 32 

5.1. Lugar de realización del proyecto ............................................................................................................. 32 

5.2. Materiales y métodos ................................................................................................................................ 32 

5.2.1. Generalidades ....................................................................................................................................... 32 

5.2.2. Recolección y acondicionamiento de las brácteas de maíz .................................................................. 33 

5.2.3. Obtención del residuo insoluble en alcohol (RIA) de las brácteas ....................................................... 33 

5.2.4. Preparación de las fibras enriquecidas en celulosa por tratamiento alcalino (Cel-KOH) ..................... 34 

5.2.5. Esterilización de las fibras .................................................................................................................... 34 

5.2.6. Cepas de Trichoderma y medios de cultivo empleados ....................................................................... 34 

5.2.6.1. Preparación de los medios de cultivo con fracciones de fibras ............................................................ 37 

5.2.7. Stock de la cepa joven, estudio de viabilidad y recuento de esporas .................................................... 37 

5.2.7.1. Producción de cultivos jóvenes esporulantes de T. harzianum ............................................................ 37 

5.2.7.2. Estudio de la viabilidad de las esporas extraídas y almacenadas.......................................................... 38 

5.2.7.3. Recuento de esporas en cámara de Neubauer ....................................................................................... 39 

5.2.8. Inoculación de Trichoderma harzianum en los medios seleccionados ................................................. 40 



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 6 de 132 

5.2.8.1. Determinación de cantidad de esporas en los medios de cultivo con fracciones de fibras ................... 40 

5.2.9. Empleo de una fracción de fibra de origen bacteriano como sustrato para el desarrollo de 

Trichoderma harzianum ........................................................................................................................................ 41 

5.2.9.1. Producción de la Kombucha ................................................................................................................. 41 

5.2.9.2. Purificación de hidrogel ....................................................................................................................... 41 

5.2.9.3. Inoculación de las fibras de celulosa bacteriana con el moho .............................................................. 42 

5.2.10. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum ........................................................................... 42 

5.2.10.1. Estudio cualitativo de la actividad celulolítica ................................................................................. 43 

5.2.10.2. Evaluación cuantitativa de la acción enzimática .............................................................................. 44 

5.2.10.2.1. Determinación del contenido de azúcares reductores ...................................................................... 45 

5.2.10.2.2. Determinación de biomasa ............................................................................................................... 46 

5.2.11. Etapas para definir las condiciones óptimas de crecimiento y mayor esporulación de Trichoderma 

harzianum  .............................................................................................................................................................. 47 

5.2.12. Análisis estadístico de los resultados ................................................................................................... 50 

6. Resultados ..................................................................................................................................................... 51 

6.1. Fracciones de fibras vegetales y composición química ............................................................................ 51 

6.2. Incubación del moho en condiciones de iluminación vs. Oscuridad, en medios PDA y Czapek agar...... 53 

6.2.1. Inoculación en medio PDA y observación macroscópica .................................................................... 53 

6.2.2. Inoculación del moho en medio Czapek agar, con adición de fibras vegetales (1,5% p/p) .................. 54 

6.2.3. Comprobación del desarrollo y recuento de esporas ............................................................................ 59 

6.3. Desarrollo de T. harzianum en los medios Czapek vs. Vogel’s ................................................................ 60 

6.3.1. Recuento de esporas producidas en los medios Czapek vs. Vogel’s agar ............................................ 62 

6.3.2. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum ........................................................................... 65 

6.4. Evaluación de la consistencia del medio de cultivo y el tiempo de incubación ........................................ 68 

6.4.1. Recuento de esporas producidas por el moho incubado en los caldos Czapek y Vogel’s .................... 70 

6.4.2. Evaluación de la acción enzimática ...................................................................................................... 72 

6.4.2.1. Determinación del contenido de azúcares reductores ........................................................................... 72 

6.4.2.2. Determinación de biomasa ................................................................................................................... 74 

6.5. Determinación de la concentración óptima de fibra vegetal ..................................................................... 75 

6.5.1.1. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum utilizando mayor cantidad de fibras como 

sustrato  .............................................................................................................................................................. 77 

6.5.1.2. Recuento de esporas producidas por T. harzianum al aumentar el contenido de fibras al 2% (p/p) .... 78 

6.5.1.3. Determinación del contenido de azúcares reductores ........................................................................... 80 

6.5.1.4. Determinación de biomasa ................................................................................................................... 82 

6.6. Comparación del efecto sobre la síntesis enzimática del hongo, empleado fibra bacteriana .................... 82 

6.6.1. Producción de la Kombucha ................................................................................................................. 82 

6.6.2. Purificación del hidrogel ...................................................................................................................... 83 

6.6.3. Recuento de esporas producidas a partir del empleo de la CB como sustrato ...................................... 86 

6.6.4. Determinación del contenido de azúcares reductores en medios con fibra de CB ............................... 87 



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 7 de 132 

7. Discusión y conclusiones .............................................................................................................................. 87 

8. Referencias bibliográficas ............................................................................................................................. 96 

9. Anexos ........................................................................................................................................................ 113 

 

  



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 8 de 132 

ABREVIATURAS 

ANOVA: Análisis de la Varianza 
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1. Introducción 

En la actualidad la biotecnología industrial, y como consecuencia del incremento 

en el interés popular por el cuidado del medio ambiente, se orienta en desarrollar productos 

innovadores, optimización de procesos y actividades industriales de bajo impacto ambiental. 

Los productos obtenidos mediante esta tecnología pueden ser utilizados en distintas industrias 

como química, farmacéutica, alimentaria, textil, cosmética, entre otras (Llamas, 2010). 

En la antigüedad, la producción de combustibles como energía de bajo costo dio 

sustento a la fase larga de crecimiento de la economía mundial durante la postguerra. En la 

década del ‘70, las industrias químicas se vieron afectadas en su productividad, lo que resultó 

en una potencial implementación de la biotecnología industrial para otorgar materias primas 

alternativas a productos derivados de, por ejemplo, el petróleo.  

Al presente, el enfoque de la industria química se amplió con el objetivo de 

mejorar la productividad. En ese sentido, las empresas de biotecnología relacionadas a la salud 

humana pudieron aprovechar el desarrollo industrial para el desarrollo de tratamientos 

terapéuticos y producción de nuevas moléculas. Asimismo, el empleo de enzimas dio lugar a la 

innovación de procesos que utilizan materia prima biotecnológica para la transformación 

alimentaria, desarrollo de sustitutos plásticos, terapias génicas, alimentos funcionales y otras 

producciones industriales.  

Dentro de las áreas de mayor desarrollo de la biotecnología industrial, se 

encuentra la utilización de recursos renovables y sistemas biológicos como células o enzimas 

que reemplacen los métodos convencionales no biológicos, principalmente desarrollados por la 

industria química. Análogamente, dentro de la industria alimentaria, las áreas de mayor 

desarrollo son las de producción de insumos funcionales basados en la utilización de 

microorganismos y probióticos (Gutman y Lavarello, 2014).  

1.1.  Residuos agroindustriales 

La acumulación e incremento de los residuos agroindustriales generados por la 

actividad productiva que no presentan fines industriales, provocan un impacto negativo en el 

medio ambiente y en la economía (Jaramillo-Rodriguez, 2020). La reutilización de los residuos, 

teniendo en cuenta la disponibilidad local, podría minimizar el impacto ambiental y mejorar el 
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desarrollo sostenible. Esto conlleva a la importancia de la búsqueda de una alternativa para la 

recuperación de estos, la cual se incrementó en los últimos años permitiendo evaluar tecnologías 

como desarrollo de compostaje, biodigestión anaeróbica, valorización biológica y química, que 

permitiesen la generación, principalmente, de biocombustibles y aditivos alimenticios, gracias 

al aporte energético que brinda este tipo de biomasa (INTA Informa, 2014). La incorporación 

de este tipo de desechos dentro de los sistemas agrícolas podría generar beneficios de carácter 

sustentable y rentable para la industria y el ecosistema.  

Los residuos agroindustriales de materia seca vegetal son conocidos como 

biomasa lignocelulósica. Esta biomasa es abundante en la naturaleza y presenta un contenido 

de materia orgánica constituido por celulosa, hemicelulosa y lignina, principales biopolímeros 

que forman parte de la pared celular de los vegetales (Ramos Sevilla, 2018). Estos desechos 

pueden aplicarse como aditivos o ingredientes funcionales en la industria de los alimentos, por 

su potencialidad como agentes de bajas calorías que pueden ser utilizados para mejorar, por 

ejemplo, la estabilidad oxidativa (Bernhardt et al., 2019). 

1.2.  Maíz (Zea Mays) como desecho agroindustrial 

El maíz (Zea Mays) forma parte de la familia de plantas herbáceas conocidas 

como gramíneas. Es una planta con inflorescencia monoica: masculina y femenina, donde la 

inflorescencia masculina, conocida como panoja, se ubica en la parte terminal de las hojas, 

responsables de producir polen. Mientras que la inflorescencia femenina, llamada mazorca, 

produce los óvulos que se convierten en las semillas, y se encuentra envuelta por un conjunto 

de brácteas u hojas.  

El maíz es una planta de cosecha anual caracterizada, principalmente, por tener 

tallos en forma de caña maciza con altura dependiente de la exposición al ambiente y aspectos 

genéticos. Presentan raíces que, supeditado a la etapa de desarrollo en la que se encuentre el 

vegetal, serán seminales, las cuales representan las primeras raíces en desarrollarse con la 

finalidad de absorber agua, o nodales o principales, las cuales cumplen un papel importante en 

el desarrollo final de la planta (Fig. 1) (Parera, 2017). 
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Figura 1. Estructura de la planta de maíz (Zea Mays).  

 

En la Argentina, uno de los principales residuos agroindustriales en abundancia, 

también conocido como rastrojo, dado que quedan en el suelo después de la cosecha de los 

cultivos, es el proveniente de la planta de maíz. Esta planta originaria de Latinoamérica 

representa uno de los cereales con mayor volumen de producción mundial y simboliza el 

residuo agroindustrial del tipo lignocelulósico que más acumulación presenta en el campo luego 

de su cosecha. Según Carrasco et al., (2018), la planta del maíz presenta un 50% de granos y 

el resto corresponde al rastrojo, el cual simboliza a las brácteas, cañas y mazorcas. Se estima 

que la cantidad producida de maíz por año viene acompañada de una cantidad similar de rastrojo 

(Sepúlveda et al., 2018). 

Durante la campaña de cultivo durante los años 2020 y 2021 se produjeron en 

Argentina alrededor de 60 millones de toneladas de maíz, superando ampliamente a la 

producción de soja. En la Fig. 2 se muestra el aporte de cada provincia productora de maíz para 

dicho período, siendo Córdoba y Buenos Aires las de mayor producción, principalmente 

relacionado al tamaño de la superficie disponible para el cultivo, utilización de agroquímicos 

que permiten mejorar la resistencia a enfermedades, la implementación de la siembra directa, 

entre otros aspectos a considerar (Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2021).   
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Figura 2. Estimación agrícola en tablero de cultivo de maíz en la Argentina, campaña 2020-

2021. Fuente: Argentina. Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2021. 

 

Principalmente y en el territorio de la Argentina, el maíz es industrializado en 

dos procesos: molienda húmeda y molienda seca. Lo que respecta a la molienda húmeda, es un 

proceso que comprende en una limpieza, maceración e incremento de la humedad en 

aproximadamente de un 15% al 45%. Tiene como objetivo final la obtención de almidón, 

germen, gluten feed y gluten meal, además, se puede adaptar lo obtenido para generar jarabe de 

glucosa y dextrosa. En contraparte, la molienda seca consiste principalmente en la reducción 

del tamaño del grano y posterior clasificación. A partir de este tipo de molienda se obtienen 

productos como cereales, harinas y sémolas (Franco, 2020). 

En contra partida, el maíz se considera como una de las fuentes energéticas para 

la producción de bioetanol en auge de los últimos años (Storti, 2019). Debido a la cantidad de 

desechos que son depositados en el suelo y las características fisiológicas de este cultivo, se ha 

incursionado en el desarrollo de distintas aplicaciones para el aprovechamiento de estos.  
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1.2.1. Problemática ambiental del residuo generado durante el cultivo 

de maíz 

Actualmente, la técnica tradicional mayormente empleada para manejar los 

grandes volúmenes de rastrojos es la quema, si bien presenta algunas ventajas relacionadas al 

ser una técnica rápida que permite dejar al suelo disponible para tareas de labranzas y, 

adicionalmente, eliminar plagas y combatir enfermedades presentes en los cultivo, expone 

grandes desventajas dado que refiere uno de los factores contaminantes más importantes por su 

generación de volumen de gases y materiales particulados que afectan principalmente al 

medioambiente. La quema genera entre un 20-40% de dióxido de carbono (CO2), mientras que 

el resto corresponde a hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs), material particulado y 

monóxido de carbono (CO), del total de gases emitidos (Kambis y Levine, 1996).  

Asimismo, la quema de residuos de rastrojo de maíz, y como otros tipos de 

desechos agroindustriales, contribuyen notablemente en el aumento de la producción de Gases 

de Efecto Invernadero (GEI) el cual afecta la temperatura del planeta y modifica el clima 

generando sequías prolongadas y severas, aumento o disminución de precipitaciones, 

incremento de temperaturas, entre otros posibles eventos. El GEI según el Ministerio de 

Ambiente y Desarrollo Sostenible de Argentina se define como un proceso natural donde los 

gases que están presentes en la atmósfera captan la radiación que la Tierra emite al espacio, 

producto del calentamiento de su superficie por la incidencia de la radiación solar. El cambio 

climático es una consecuencia directa del aumento de la concentración atmosférica de los GEI 

por encima de los niveles naturales. Como se mencionó anteriormente, la quema de 

combustibles fósiles, generación de residuos urbanos, la agricultura, ganadería y deforestación 

contribuyen a la proliferación de los GEI, causando el cambio climático (Moreira Muzio, 2020). 

Frente a esta notable necesidad de reducir la cantidad de contaminantes que 

generan GEI, en la Argentina se tiene un inventario que contabiliza los gases emitidos y 

absorbidos de la atmósfera durante un periodo de tiempo y territorio determinado. Este 

inventario está divido por sector, siendo el de nuestro interés por el foco del proyecto el de 

“agricultura, ganadería, silvicultura y otros usos de la tierra”. Dentro del sector se encuentra 

como subsector la agricultura, donde se detallan principalmente los residuos agroindustriales, 

incluyendo emisiones de óxido nitroso (N2O), debido al alto contenido de nitrógeno que 
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presentan este tipo de desechos. Los residuos de cosecha representan el valor más alto de 

toneladas de dióxido de carbono equivalente (MtCO2e). Específicamente para los cultivos de 

grano, se puede visualizar en la Fig. 3. la cantidad de emisiones por toneladas de grano emitidas 

frente a la producción anual. Se aprecia que durante la década ’90, existía una alta emisión, 

pero baja producción que se fue incrementando a lo largo de los años, generando una tendencia 

negativa para la emisión por tonelada de grano, y una tendencia positiva para la producción 

anual. 

 

Figura 3. Emisiones de GEI por tonelada de grano y producción anual en el 

periodo del año 1990 al 2016. Fuente: Moreira Muzio, 2019 ; Ministerio de Agricultura, 

Ganadería y Pesca, 2019. 

 

Los residuos agroindustriales además de generar un impacto negativo frente al 

ecosistema por su emisión de gases y afectar a la sociedad por su liberación de contaminantes 

potencialmente cancerígenos, perjudican notablemente las propiedades fisicoquímicas y 

biológicas del suelo, reduciendo la biomasa microbiana, contenido de materia orgánica y 

disminución de nutrientes y calidad (Sepúlveda et al., 2018). 

1.3.  Composición química general de las brácteas de maíz 

La materia vegetal extraída de la naturaleza y luego transformada en materiales, 

como plantas cultivadas, presentan componentes poliméricos. Si bien el rastrojo de maíz 

implica todas las partes de la planta que se desechan en el campo, como tallos, hojas y brácteas, 

en este proyecto el foco de interés será en las brácteas.  
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La composición química de estas se basa principalmente en la presencia de 

compuestos poliméricos como celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa representa un 44% 

de la composición química total, mientras que la lignina un 15% y lo restante correspondiente 

a otros compuestos como pectinas (Bernhardt et al., 2019). Adicionalmente, las brácteas del 

maíz presentan proteínas, monosacáridos, como fructosa y glucosa, sorbitol, junto con 

carotenos y fenoles, importantes dado que representan la capacidad oxidante de las brácteas. 

Dentro de la composición también se encuentran arabinoxilanos (AX), principales polisacáridos 

no celulósicos (Ademoh y Olabisi, 2015 ; Ciudad-Mulero, 2017). 

1.3.1. Biopolímeros presentes en las brácteas de maíz 

Las células presentes en las plantas y hongos presentan una pared rígida que le 

confiere resistencia y protección. Esta pared se encuentra compuesta principalmente por la 

celulosa, también conocida como microfibrilla de celulosa, la cual se encuentra unida a la matriz 

con proteínas y otros polisacáridos, como hemicelulosa y pectina (Fig. 4) (Cooper, 2020). 

 

Figura 4. Diagrama ilustrativo de la pared celular vegetal. Fuente: Ruiz Villareal, 2014. 

 

 Las hemicelulosas se ensamblan mediante enlaces de hidrógeno a las 

microfibrillas de celulosa, aportando resistencia mecánica. Las células vegetales que se 

desarrollan y están en crecimiento forman parte de las paredes celulares primarias, las cuales 

por su estructura flexible permiten la expansión en tamaño. Una vez avanzado el crecimiento, 

las células se depositan en las paredes celulares secundarias ubicadas entre la pared celular 

primaria anteriormente mencionada y la membrana plasmática. Estas paredes secundarias son 

más rígidas y gruesas que las paredes primarias, además de presentar diferencias en su 
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composición, dado que las paredes celulares primarias presentan igual contenido de 

biopolímeros tales como celulosa, hemicelulosa y pectina, mientras que las secundarias carecen 

de pectinas, con un contenido mayor de entre el 50 y 80% de celulosa, junto a un complejo 

polimérico de residuos fenólicos y flavonoides, que constituyen la lignina (Cooper, 2020). 

1.3.1.1. Celulosa 

La celulosa es un polisacárido lineal natural compuesto principalmente por 

moléculas de β-glucosa mediante los enlaces 1,4-β-glucosídicos, conformando una estructura 

semi-cristalina intricada que impide el fácil acceso al carbono, lo que imposibilita su extracción 

y aislamiento. Representa el componente más abundante de la pared celular vegetal, 

dependiendo su contenido de la naturaleza de la planta. Por lo general, la celulosa constituye 

entre un 35% y 50% del peso seco, resultando el porcentaje restante hemicelulosa y lignina 

(Gutierrez-Rojas et al., 2014). 

Es un compuesto rígido, insoluble en agua y de peso molecular variable, que 

forma parte de los tejidos de sostén. Tiene una gran importancia económica, dado que es 

utilizado principalmente para la producción de papeles y fibras. Puede ser modificada 

químicamente para ser utilizada en la producción de plásticos, agentes espesantes de alimentos, 

adhesivos, entre otros (Gañán et al., 2017).  

1.3.1.2. Hemicelulosa 

La hemicelulosa es el segundo componente más abundante en las paredes 

celulares siendo un polímero complejo de heteropolisacáridos de fácil degradación, compuesto 

por monosacáridos unidos por enlaces -β (1-4) (Martinez y Lora, 2014). Existen diversos tipos 

de hemicelulosa que varían en la estructura de monosacáridos que la componen, tales como los 

pentanos, xilanosa, arabinosa y hexanos como glucosa, manosa y galactosa, con potenciales 

aplicaciones para la industria de alimentos e industria química (Luo et al., 2019). En este 

contexto, los AX son polisacáridos de xilosa ramificada con arabinosa, constituyentes de las 

hemicelulosas, que, dado a su estructura y complejidad, proporcionan resistencia a las paredes 

celulares vegetales frente a la degradación enzimática. Estos polisacáridos si bien pueden 

disolverse en agua, al encontrarse algunas fracciones unidas a la celulosa y lignina, el medio 
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alcalino resulta el más eficiente para su extracción (Schendel et al., 2016). Los AX de ciertos 

orígenes como la fibra de maíz, presentan potencialmente un valor comercial en aplicaciones 

de la industria alimentaria como aditivos, espesantes, estabilizantes de soluciones, entre otros. 

Adicionalmente, los AX pueden presentar beneficios para la salud, por ejemplo, favoreciendo 

la absorción del calcio, magnesio y del colesterol en el hígado (Marquez-Escalante et al., 2018). 

La capacidad prebiótica de los AX proporciona beneficios positivos para los consumidores, 

gracias a sus efectos nutricionales. Son fermentables por el microbiota intestinal y su capacidad 

antioxidante se encuentra relacionada con el contenido de fenoles en su estructura. Estos efectos 

prebióticos de los AX se encuentran relacionados a efectos benéficos sobre la salud (Ciudad-

Mulero, 2017). 

1.3.1.3. Lignina 

La lignina es un hetero polímero compuesto por tres monómeros 

fenilpropanoides que presentan una estructura aromática con grupos funcionales oxigenados de 

alta complejidad, lo cual también impide su fácil aislamiento. Luego de la celulosa, la lignina 

representa la segunda fuente renovable más abundante de la naturaleza, caracterizada por 

diversas propiedades biológicas, químicas y físicas (Wang et al., 2017; Álvarez-Castillo, 2012). 

A niveles energéticos, la lignina es más costosa que la celulosa y la hemicelulosa, ya que las 

plantas no suelen degradarla (Maceda et al., 2021). 

Asimismo, la lignina provee rigidez estructural, resistencia a la tensión, además 

de conferir sostén y almacenamiento. Se utiliza como fuente de biocombustibles, químicos y 

alimentos en las biorrefinerías, dado que presenta la ventaja de ser uno de los polímeros más 

abundantes de la naturaleza de origen aromático y alto contenido de grupos hidroxilos 

(Gutierrez Villanueva et al., 2020). 

1.4.  Otras fuentes de celulosa no-vegetal 

La celulosa es un componente que no solo se encuentra presente en la biomasa 

de las plantas, sino que también la producen organismos procariotas o algas marinas. La 

celulosa de origen bacteriano, producida por diversas especies aeróbicas, es un polímero 

extracelular insoluble, químicamente similar a la celulosa vegetal, cuyas propiedades físicas y 
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conformaciones estructurales, resultan promisorias para el avance biotecnológico (Bethke et 

al., 2018; Santos et al., 2015), dado que la misma posee ventajas como alta porosidad, alta 

pureza, fuerte capacidad de absorción de agua, fuerza mecánica, alto grado de cristalización y 

biocompatibilidad, entre otros (Pang et al., 2020; Klemm et al., 2005).   

La celulosa bacteriana (CB) es un polisacárido extracelular nano fibrilar que es 

producido por diversas bacterias que crecen en condiciones estáticas (sin agitación), sumergidas 

en líquido o bien, mediante agitación. La eficiencia de la producción de la celulosa depende 

principalmente del sustrato de crecimiento, el cual suministra energía para la síntesis de este 

biopolímero.  

Los organismos más utilizados son de género Acetobacter xylinum 

posteriormente clasificada a Gluconoacteboacter xylinus o Komagataeibacter xylinus 

pertenecientes a los grupos de bacterias del ácido acético (BAA), las cuales son gramnegativas 

estrictamente aeróbicas y consideradas no tóxicas, no patogénicas y que no producen 

antibióticos (GRAS) (Gorgieva y Trček, 2019). 

La CB es sintetizada en la membrana bacteriana a partir de la glucosa activada 

por los nucleótidos, si bien suele ser muy estable cuando se cultiva en soluciones básicas, puede 

verse afectada su estructura y composición ante una hidrólisis alcalina (Santos et al., 2015). 

Adicionalmente, la macroestructura puede verse afectada según las condiciones del cultivo en 

la que es producida, en la actualidad existen distintas técnicas de fermentación que permiten 

obtenerla. 

El cultivo estático es una técnica simple que permite el crecimiento mediante la 

utilización de botellas o frascos de vidrio de gran tamaño que contienen el medio de cultivo 

líquido. Este tipo de cultivo presenta algunas limitaciones como baja productividad y mucho 

tiempo producción (Blanco Parte et al., 2020). Por otro lado, el cultivo agitado permite la 

producción de CB por lotes o en continuo, esta técnica presenta grandes desventajas, dado que 

tiene un menor grado de agrupamiento lo que genera gránulos irregulares y la agitación favorece 

el crecimiento de otras células (Pineda et al., 2012 ; Esa et al., 2014). 
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1.4.1. Potenciales aplicaciones de la celulosa bacteriana en las 

industrias 

La CB es estudiada para su utilización a nivel industrial, amplias investigaciones 

in vivo demostraron que no presenta genotoxicidad y además al ser ingerida es eficaz en la 

reducción de colesterol en comparación a la celulosa vegetal (Lin et al., 2019). La CB podría 

ser utilizada como ingrediente en el desarrollo de nuevos alimentos funcionales ricos en fibra, 

para esto es necesario que la cepa bacteriana a utilizar sea eficiente y estable, con demandas de 

crecimientos no muy costosas, ya que su producción en líneas generales presenta valores 

elevados (Gorgieva y Trček, 2019 ; Lin et al., 2019). Alternativamente, se pueden utilizar como 

fuente de carbono desechos agroindustriales como los de la caña de azúcar, mejorando también 

su rendimiento con el agregado de aditivos al medio de crecimiento (Naritomi et al., 1998 ; Esa 

et al., 2014). 

1.4.2. Obtención de celulosa bacteriana (CB): subproducto de la 

elaboración de Kombucha 

La Kombucha es una bebida fermentada con bajo contenido alcohólico y alto 

contenido de compuestos bioactivos (como antioxidantes), derivados del procesamiento de 

materia vegetal como té, jugos y extractos de hierbas. La bebida fermentada se elabora 

principalmente a base de un cultivo simbiótico de bacterias y levaduras conocido como 

Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast (SCOBY). Este cultivo presenta una composición 

microbiológica muy variable con bacterias como Acetobacter xylinum o Bacterium 

gluconicum y levaduras como Brettanomyces bruxellensis o Candida stellata. Dicho SCOBY 

presenta múltiples características beneficiosas para diversos sectores de la industria de 

alimentos, procesos biotecnológicos y la biomedicina, entre otros, dado sus fuertes propiedades 

antioxidantes y antimicrobianas (Torán-Pereg et al., 2021). 

Durante las etapas de fermentación para la producción de Kombucha, las 

enzimas de levaduras hidrolizan la sacarosa a glucosa y fructosa, produciendo etanol, mientras 

que las bacterias del ácido acético metabolizan a la glucosa en ácido glucónico, y a la fructosa 
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en 5-ceto-D-fructosa, generando como productos extracelulares primarios ácido acético y 

celulosa (Antolak, Piechota & Kucharska, 2021 ; Torán-Pereg et al., 2021) 

1.4.2.1. Producción de Kombucha en el mundo 

En la actualidad el interés por el cuidado de la salud se ve reflejado en el 

consumo de alimentos y bebidas con características beneficiosas para el organismo. En este 

caso, Kombucha presenta algunos beneficios como recuperar niveles de hidratación, entre 

otros. Según lo mencionado en el artículo “Kombucha, la bebida fermentada que apunta 

fuerte”, (2022) se destaca que esta bebida inicialmente se elaboraba de manera artesanal, pero 

debido a su alto potencial en el mercado, refleja una tendencia como bebida fermentada y con 

posibilidad de una producción ambiciosa a gran escala en la industria. Si bien su proceso de 

elaboración industrial es similar a otras bebidas fermentadas, a partir de la intervención de 

bacterias y levaduras, su elemento diferenciador está en los ingredientes y su mínima 

generación alcohol.  

Su consumo presenta múltiples beneficios, ya que a partir de la utilización de 

SCOBY está comprobado que mejora el estado del microbiota intestinal, es energizante, entre 

otros beneficios. No obstante, en sus inicios su fabricación generó algunas controversias, lo que 

se debió asegurar el cumplimiento de seguridad alimentaria y la información sobre sus ventajas 

y desventajas referidas a su consumo.  

1.5.  Enzimas celulasas 

La hidrólisis enzimática de la celulosa tiene como responsable a las enzimas 

celulasas, pertenecientes a la familia de las glicosil hidrolasas. Estas enzimas catalizan la 

hidrólisis de celulosa y otros polisacáridos en múltiples monómeros de glucosa. La celulólisis 

genera la descomposición de la celulosa en azúcares simples, oligosacáridos o polisacáridos. 

Estas enzimas conocidas como celulolíticas se pueden clasificar en tres grupos: 

endoglucanasas, exoglucanasas y celobiohidrolasas (Gutierrez-Rojas et al., 2014). Las enzimas 

endoglucanasas hidrolizan en zonas amorfas los enlaces glucosídicos interiores de las cadenas 

de celulosa, análogamente, tienen como producto cadenas de celulosa con menor grado de 

polimerización. En cambio, las exoglucanasas, si bien continúan con la acción de las 
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endoglucanasas, liberan productos como la celobiosa (disacárido formado por dos glucosas 

unidas por su grupo hidroxilo). Por su parte, las celobiohidrolasas hidrolizan la celobiosa de los 

extremos reductores y no reductores, degradando la celulosa cristalina (Coniglio, 2017).  

Existen diversas enzimas comerciales que se emplean para la extracción asistida 

de biopolímeros, por la industria del procesamiento de alimentos, agrícolas, textiles, entre otros. 

Esta alternativa de utilización de enzimas comerciales representa una ventaja tanto económica 

como experimental, dado la posibilidad de trabajo a bajas temperaturas, como entre 30 y 50°C, 

además de la estabilidad de un pH entre 4,0 y 5,5, permite diferenciarse positivamente frente a 

los procesos químicos convencionales (Bonilla Ospita, 2020). Estas enzimas comerciales 

dependiendo del tipo de biomasa a las que será aplicadas, tal como se mencionó, pueden ser 

celulasas, xilanasas (útil para la degradación de hemicelulosa, reducción de viscosidad de 

alimentos de difícil digestión, y mejora en la calidad de productos alimenticios) o pectinasas 

(Beg et al., 2001). Otra enzima comercial muy utilizada de origen fúngico y bacteriano son las 

celulasas y hemicelulasas, con aplicaciones principalmente en la hidrólisis de pentosanos, y 

utilizadas como gelificante o espesante en la industria alimenticia (Idrovo Encalada et al., 

2019). En su mayoría se producen a partir de microorganismos, principalmente bacterias y 

mohos filamentosos, influyendo sobre la eficiencia hidrolítica y catalítica, sus pH y temperatura 

óptimas de acción; afectando también su proporción en la mezcla de compuestos a hidrolizar 

(Idrovo Escalada et al., 2019 ; Gutierrez-Rojas et al., 2014). 

1.5.1. Mercado mundial de enzimas 

La creciente demanda de alimentos y bebidas relacionada al interés de los 

consumidores en el cuidado de la salud, frente a otros factores relevantes de la industria, como 

el avance en la tecnología, generó que, según lo informado en el artículo de Grand View 

Research, (2021), el mercado de las enzimas comerciales estuvo valuado en USD 11.47 

billones, estimándose una tasa de crecimiento anual (CAGR, por sus siglas en inglés) del 6,5% 

del 2022 al 2030 (Market Analysis Report, 2020). Adicionalmente, el desarrollo del mercado 

se encuentra basado principalmente en la obtención de enzimas mediante microorganismos y a 

partir de plantas (Redding, 2022). 
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Las empresas reconocidas del mercado como productores presentan enzimas 

como las glucoamilasas utilizadas para degradar el almidón o pululanasa para mejorar el 

rendimiento de la glucosa. Adicionalmente, también se utilizan amilasas y celulasas para la 

industria textil mejorando la calidad de los tejidos, o como agregados en detergentes, entre otras 

múltiples aplicaciones dentro de la industria del papel, alimento para animales, biocombustible, 

químicas, etc. (Patel et al., 2017 ; Spencer et al., 2020). Dentro de estas compañías, como 

Novozymes y Danisco, fabrican enzimas celulasas que provienen de microorganismos como 

Trichoderma spp. o Aspergillus spp., que presentan una actividad de 10 a 56 FPasas/ml 

(Unidades de papel de filtro determinadas de acuerdo con el método IUPAC: pH 5,0 y 50°C) 

(Gutiérrez-Rojas et al., 2014). 

1.6.  Hidrólisis enzimáticas mediante microorganismos 

Aquellos microorganismos que catabolizan la hidrólisis del material vegetal 

comúnmente presentes en el suelo, tejidos vegetales en descomposición y en abono, son 

considerados celulolíticos. Se caracterizan por ser hongos o bacterias mesófilas, termófilas, 

aerobias y anaerobias. Existen diversos hongos, como los filamentosos, que producen y secretan 

enzimas como la celulasa para satisfacer sus necesidades energéticas (Serrano et al., 2018 ; 

Hernández Huertas, 2015). La degradación de la celulosa mediante celulasas fúngicas fue 

ampliamente estudiada en microorganismos como Aspergillus niger, Cladosporium 

cladosporioides, Trichoderma reesei y Penicillium chrysogenum, entre otros. Se estima que 

el 70% de las proteínas que son secretadas por este tipo de microorganismos, corresponde a 

celobiohidrolasa, mientras que casi un 20% corresponde a enzimas celulasas y en una menor 

medida, un 1%, corresponde a las hemicelulasas (Coniglio, 2017). 

La producción de la celulasa está relacionada a la estructura y morfología de 

cada tipo de hongo. Los hongos que intervienen en la descomposición de la madera son capaces 

de degradar todos los componentes de la biomasa, colonizándose directamente en el sustrato 

lignocelulósico. En cambio, los hongos de putrefacción parda degradan de manera eficiente la 

celulosa y parcialmente la hemicelulosa. Dentro de estos tipos de hongos, los que presentan 

mayor cantidad de producción de celulasa son Aspergillus spp. y Trichoderma spp. (Srivastava 

et al., 2018). 
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En la actualidad, múltiples estudios demuestran la capacidad que presenta 

Trichoderma spp. de producir enzimas como las celulasas, quitinasas, hemicelulasas, xilanasas 

y glucanasas, frente a la utilización de diversos sustratos como por ejemplo almidón, salvado 

de trigo, cáscara de arroz, bagazo de caña de azúcar y harina de soja (Hernández-Melchor et 

al., 2019). 

1.6.1. Trichoderma spp.: características y aplicaciones en la industria  

Se enfocará el interés en el género de hongos filamentosos Trichoderma spp., 

por ser el empleado en este proyecto. Trichoderma spp. es un hongo aerobio ascomiceto de 

aspersión verde que presenta las siguientes características taxonómicas (Rifai, 1969 ; 

Argumedo-Delira et al., 2009): 

▪ Reino: Fungi (Mycetae) 

▪ División: Eumycota 

▪ Subdivisión: Ascomycotina 

▪ Clase: Euascomycetes 

▪ Orden: Hypocreales 

▪ Familia: Hypocreaceae 

▪ Género: Trichoderma 

▪ Especie: T. harzianum 

 

Puede crecer y desarrollarse en suelos, madera y hortalizas en descomposición, 

en diversas condiciones ambientales, presentando una gran capacidad de adaptación al 

interaccionar sinérgicamente con otros hongos, plantas y animales (Acurio Vásconez y España 

Imbaquino, 2017; Mesa-Venegas et al., 2019). Trichoderma spp. ha sido ampliamente 

estudiado como modelo de microorganismo celulolítico, dado que presenta un sistema 

enzimático completo competente de degradar en su totalidad o en forma parcial la celulosa 

principalmente en glucosa y celobiosa (Ovando y Waliszewski, 2005 ; Gutierrez-Rojas et al., 

2014).  

Este moho, representa una de las especies con mayor bioactividad en la 

naturaleza, debido a la gran cantidad de metabolitos que produce con amplias actividades 
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biológicas que pueden resultar beneficiosas para la salud de las plantas (Li et al., 2019; Nieto-

Jacobo et al., 2017).  

Las cepas de Trichoderma spp. se identifican y caracterizan por ser mohos de 

rápida diseminación y presentar pigmentación conidial verde (Zin y Badaluddin, 2020). 

Desarrollan tres tipos de clamidosporas intercalares, terminales y propágulos: hifas, 

clamidosporas y conidios. La generación de las clamidosporas puede darse en zonas terminales, 

medias o intercalados del micelio. Desarrollan un micelio con conidióforos ramificados de 

manera repetida, conformando una cresta compactada en forma de anillo que finalizan en 

fiálides divergentes asimétricas, generalmente de forma cilíndrica. En ellas se producen las 

esporas asexuales o conidios que pueden emerger directamente del micelio, dichas estructuras 

de reproducción asexual se muestran en la Fig. 5 (Mesa-Venegas et al., 2019).  

 

Figura 5. Microscopia de conidios, conidióforos y fiálides de Trichoderma spp. Fuente: 

Infante et al., (2009). 

En relación con las características microbiológicas, Trichoderma spp., puede 

desarrollarse en un amplio rango de temperatura desde 4°C hasta los 35°C. Diversos estudios 

demostraron que la temperatura óptima donde se obtiene un mayor desarrollo se encontró entre 

los 25°C a 30°C, además, la relación con el pH no es exigente, dado que el rango óptimo se 

encuentra entre los 5,5 y 6,5 (Ronnie-Gakegne, 2018). Algunas cepas de Trichoderma spp. se 

desarrollan durante un tiempo de incubación de 3 a 5 días, mientras que otras pueden evidenciar 

crecimiento óptimo por un tiempo de 7 a 14 días. Además, poseen capacidad de adaptación a 
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medios cuya humedad es de 20-90%, son fotosensibles y presentan un crecimiento variable 

frente a condiciones de diversas concentraciones de sales (Kim et al., 2019 ; Vásquez, 2010). 

En los últimos años, la utilización de Trichoderma spp. se incrementó por su 

importancia como potencial fungicida y fertilizante, presentando amplios beneficios sobre las 

plantas como aumento de la absorción de nutrientes, modificación de la rizosfera, entre otros. 

Siendo utilizado como mecanismo de control biológico, dado que contribuye a regular el 

crecimiento y la reproducción de aquellos microorganismos patógenos que afectan a las plantas 

mediante la liberación de compuestos similares a las hormonas que impulsan el desarrollo de 

raíces y potencian el crecimiento de las plantas. A su vez, actúa como agente de descomposición 

natural, dado que la inoculación de Trichoderma spp. en desechos agrícolas utilizados como 

sustratos aumentan considerablemente la velocidad de este proceso, es sustrato para 

biorremediación, promotor de crecimiento vegetal, entre otras aplicaciones, lo que demuestra 

un gran potencial para ser utilizado frente a desechos agroindustriales (Zin y Badaluddin, 2020 

; Walton et al., 1994). 

Por otro lado, el desarrollo de este hongo podría generar consecuencias no 

deseadas, ya que la secreción de enzimas que degradan la pared celular como la celulasa, 

xilanasa y glucanasas a partir de Trichoderma spp. puede llegar a afectar no solo a los 

organismos patógenos que se desarrollan en las plantas, sino que también a otros 

microorganismos benéficos (Walton et al., 1994). 
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2. Antecedentes 

La importancia del cuidado del medio ambiente y el desarrollo de nuevas 

tecnologías que permitan brindarle un valor agregado a los residuos agroindustriales que 

provocan efectos negativos en el ecosistema, es una tendencia que se vive en la actualidad 

(Vera-Zambrano et al., 2021). El valor económico que presentan los residuos lignocelulósicos, 

de interés por ser los que se encuentran en abundancia en los sectores agrícolas, aumenta a 

medida que la cantidad de azúcares reductores totales se incrementa.  

El maíz (Zea Mays) es uno de los cereales con mayor nivel de azúcares 

reductores (Florián et al., 2014). Principalmente, las brácteas de maíz son un recurso natural 

presente en grandes cantidades con importantes aplicaciones. Como fue mencionado 

anteriormente, una de sus aplicaciones es para la producción de bioetanol, aunque al ser un 

recurso renovable se pudo determinar que estos desechos presentan un gran potencial como 

principal fuente de carbono en la producción de biopolímeros, fibras, antioxidantes naturales y 

otros compuestos que presentan potencialmente una aplicación en la industria de los alimentos 

(Stepién-Warda, 2020; Ramos Sevilla, 2018). 

A partir del aumento de los residuos lignocelulósicos, en los últimos tiempos se 

incrementó la cantidad de aplicaciones en escala industrial que involucran la utilización del 

principal biopolímero de la materia vegetal, la celulosa, como el biocombustible, medicina y 

alimentos (Mahfoudhi y Boufi, 2017). Se reportó la exitosa extracción de celulosa en residuos 

agroindustriales semejantes como cáscara de coco, cáscara de plátano, fibra de algodón, fibras 

duras, residuos de zanahoria, frutos, fibras de hierba, entre otros (Hernández-Melchor et al., 

2019 ; Koschny Castro, 2020). Entre las propiedades más destacables se encuentran las 

relacionadas al comportamiento reológico, la ausencia de propiedades de citotoxicidad y 

genotoxicidad, gran capacidad de absorción y adsorción de agua, entre otras, permitiendo su 

uso en aplicaciones como agentes estabilizantes, envasado de alimentos e ingredientes 

alimentarios funcionales (Bernhardt, 2018). 

Por otra parte, los biopolímeros lignina junto con la hemicelulosa dificultan la 

acción enzimática de las celulasas, responsables de la obtención de celulosa. Por lo tanto, para 

la transformación de la biomasa celulósica hasta azúcar fermentables se requieren 

pretratamientos para eliminar dichas fracciones siendo importante tener en cuenta que durante 
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este proceso se pierde parte del contenido de celulosa. Adicionalmente, la lignina puede ser 

utilizada como aditivo para productos poliméricos y mediante su degradación controlada en la 

biomasa lignocelulósica se pueden asilar compuestos aromáticos como feniletano y fenilmetano 

(Álvarez-Castillo, 2012).  

La producción de nano celulosa cristalina (término para hablar de materiales 

procesados celulósicos que presentan sus dimensiones estructurales definidas en nano escala) 

mediante hidrólisis ácida, inicialmente requiere la reducción de material vegetal a trozos 

pequeños, luego de una purificación y homogenización, lo cual tiene como objetivo eliminar 

otros compuestos de poco interés, como la lignina y hemicelulosa.  

Los pretratamientos químicos a bajas temperaturas son útiles para remover la 

lignina, facilitando su solubilización, principalmente el tratamiento con hidróxido de potasio 

(KOH) el cual favorece la conversión de celulosa cristalina en amorfa y degradación de la 

lignina (Torres et al., 2017). A partir de esto, la hidrólisis ácida es ampliamente utilizada para 

la obtención de azúcares reductores. Este proceso generalmente se realiza con soluciones 

concentradas o diluidas de ácidos a una determinada temperatura. El producto de este proceso 

es una fracción líquida, rica en azúcares y una sólida, constituida principalmente por celulosa y 

lignina. Se demostró que este tratamiento no es muy eficiente en la degradación de lignina, 

aunque si lo es para la hemicelulosa. Este proceso tiene como gran desventaja la acumulación 

de residuos que deben ser neutralizados, ya que son corrosivos, tóxicos y difíciles de reciclar 

por sus amplios costos asociados (Kumar et al., 2009 ; Morales de la Rosa, 2015). 

Por otra parte, la hidrólisis alcalina es útil para la eliminación de lignina y 

solubilización de hemicelulosa a través de, por ejemplo, la saponificación de los enlaces ésteres 

entre estos dos biopolímeros, lo que provoca el aumento de la porosidad y accesibilidad de la 

celulosa. Los reactivos que más se utilizan son, por ejemplo, hidróxido de sodio (NaOH) y 

amoníaco (NH3). Si bien no requieren de temperaturas tan elevadas, sí requieren tiempos 

prolongados de reacción y no degradan de manera efectiva a los azúcares (Balat, 2011). Este 

proceso presenta como desventaja la conversión de sales que no se pueden recuperar o que 

pueden incorporarse a la biomasa, perjudicando los posibles próximos tratamientos. Si bien los 

tratamientos alcalinos demostraron ser los más efectivos a la hora de lograr solubilizar y 

eliminar la hemicelulosa y lignina, es necesario que la extracción sea controlada, dado que en 
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condiciones atípicas la celulosa puede resultar también degradada (Rojas Vargas, 2017 ; 

Bernhardt, 2018).  

En cuanto a la hidrólisis enzimática, que tiene como fundamento principal la 

utilización de microorganismos y enzimas específicas para la degradación del material 

lignocelulósico. Este proceso debe superar la complejidad de degradar la lignina por sus 

propiedades estructurales y los altos costos que con lleva la utilización de enzimas. 

 

Como se detalló anteriormente, los costos elevados de los métodos enzimáticos 

vinculados al proceso de obtención de las enzimas, el elevado tiempo requerido para el proceso 

y los bajos rendimientos o falta de eficiencia llevaron a estudiar posibles alternativas que 

permitieran utilizar diversos cócteles enzimáticos producidos por microorganismos como 

hongos, bacterias y protozoos; en combinación con tratamientos alcalinos lo que disminuyen 

los costos de producción y el impacto ambiental (Bernhardt, 2019 ; Morales de la Rosa, 2015). 

Principalmente, los hongos presentan una gran capacidad degradativa de los 

biopolímeros que forman parte de la biomasa lignocelulósica por sus propiedades hidrolíticas. 

En la actualidad, son los responsables de la mayor proporción de celulosis en la naturaleza, 

relacionado a sus capacidades de colonización de sustratos y remoción de los productos de 

hidrólisis (Vilches Paz, 2002), Adicionalmente, presentan un sistema único no-enzimático 

oxidativo que, en conjunto con las enzimas lignolíticas permiten la modificación y degradación 

de la lignina. La hidrólisis enzimática en comparación a la hidrólisis ácida no afecta 

significativamente al medio ambiente (Andlar et al., 2018). 
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3. Objetivos 

En este contexto, el presente Proyecto Final de Licenciatura en Biotecnología 

tiene como objetivo global evaluar la actividad de las enzimas secretadas por el hongo 

Trichoderma spp. sobre fibras extraídas de las brácteas del maíz (Zea Mays), residuo 

agroindustrial, para favorecer el rendimiento de la extracción de los principales biopolímeros y 

compuestos antioxidantes contenidos en dichas fibras. Este proyecto busca proponer una 

alternativa a los tratamientos químicos convencionales empleados para el aislamiento de estos 

compuestos antioxidantes y biopolímeros contenidos en matrices vegetales, minimizando así el 

impacto ambiental y costos de producción, a la vez de contribuir al concepto de economía 

circular al revalorizar un residuo agroindustrial. Adicionalmente, el método de aislamiento de 

los biopolímeros y compuestos bioactivos desarrollado podría ser utilizado como etapa previa 

y complementaria a la aplicación de métodos físicos, como los flujos turbulentos, en busca de 

nuevas funcionalidades como aditivos y/o ingredientes naturales de las macromoléculas, con 

importancia nutricional. 

En contra parte, se utilizará el subproducto obtenido en la producción artesanal 

de Kombucha, como una fuente rica en celulosa bacteriana para realizar las experiencias. Se 

buscará comparar el efecto de esta matriz celulósica bacteriana frente a la utilización de fibras 

vegetales, al emplearla como sustrato para la producción de enzimas celulolíticas de 

Trichoderma spp., conllevando a la posterior liberación de polisacáridos y otros bioactivos. 

3.1.  Objetivos específicos 

Los objetivos específicos del presente proyecto se enfocan en la optimización de 

parámetros y medios de cultivo para el desarrollo del hongo Trichoderma spp. utilizando como 

sustrato fracciones de fibras de brácteas del maíz (Zea Mays) a fin de permitir el aislamiento de 

los principales biopolímeros, como celulosa y hemicelulosa, junto con otros compuestos de 

interés en la industria alimentaria como los que presentan capacidad antioxidante. A 

continuación, se detallan los objetivos: 

 

• Obtención y acondicionamiento de las principales fracciones de fibras de 

las brácteas del maíz (Zea Mays). 
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• Formulación de medios de cultivo en los que Trichoderma spp. pueda 

desarrollarse empleando como única fuente de carbono las fibras propuestas. Se evaluarán las 

alteraciones en la composición química de las fibras inoculadas con el hongo y se optimizarán 

los parámetros nutricionales y de operación. 

 

• Evaluación del rendimiento de extracción de los principales 

biopolímeros junto con estudio comparativo de la actividad celulolítica del hongo al cultivarse 

empleado fibras de celulosa de origen bacteriano.  

 

• Análisis del impacto ambiental de la utilización in situ del hongo para 

favorecer la extracción de compuestos bioactivos y biopolímeros de matrices complejas 

vegetales o de origen bacteriano.  
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4. Hipótesis 

La utilización de fracciones de fibra vegetal, provenientes de las brácteas de maíz 

(PB, RIA y Cel-KOH), como única fuente de carbono para el desarrollo de Trichoderma 

harzianum LMR1 favorecen la actividad celulolítica desarrollada por el mismo, con utilidad 

en la liberación de compuestos bioactivos y biopolímeros. 

Para ello, se pondrá a prueba la utilización de las fibras del maíz, consideradas 

un residuo agroindustrial en una concentración de 1,5 y 2% (p/p) fijando condiciones de 

incubación de Trichoderma harzianum que permitan la mayor producción de esporas. Las 

variables en estudio serán condiciones de iluminación (luz vs. oscuridad), medios de cultivo 

Vogel´s y Czapek, consistencia de los medios (caldo y agar). 

Finalmente, a fin de comparar el uso de otro sustrato, se estudiará el empleo de 

fibras de celulosa de origen bacteriano, incubando al moho bajo las mismas condiciones 

definidas como óptimas para las fibras vegetales. 
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5. Metodología de desarrollo 

5.1.  Lugar de realización del proyecto 

Las actividades desempeñadas a lo largo de todo el proyecto fueron realizadas 

en el Laboratorio de Biotecnología y Microbiología, y el Laboratorio de Química e 

Investigación (UADE Labs) en la Universidad Argentina de la Empresa. Los insumos utilizados 

fueron provistos por el Instituto de Tecnología de Alimentos y Procesos Químicos (ITAPROQ) 

de la Universidad de Buenos Aires (UBA), y el Instituto de Tecnología (INTEC) de UADE, 

dentro el marco del proyecto código ACyT P20T50 a cargo de la Dra. Dana Bernhardt.  

5.2.  Materiales y métodos 

5.2.1. Generalidades 

Ambos laboratorios disponen del equipamiento necesario para desarrollar las 

actividades como flujo laminar vertical marca Nuaire™, incubadoras, microscopio óptico 

marca Arcano, espectrofotómetro de UV-Visible (PG Instrument®, modelo UV/VIS T60U c7), 

liofilizador (Rificor® modelo L-M10-A-E50-CRT), pHmetro (Altronix®), balanza analítica 

(Sartorius®), autoclave, centrífuga (Eppendorf®, modelo 5810R), agitadores y Ultrafreezer 

(Righi®, modelo 30-70LH). Adicionalmente, se utilizaron pipetas p10, p20 y p1000 

(Eppendorf®).  

Los materiales de vidrio utilizados fueron vasos de precipitados, buretas, 

espátula de Drigalsky, tubos de ensayo de 10ml y 20ml y pipetas. Por otro lado, se utilizaron 

materiales descartables como pipetas estériles, placas de Petri estériles, tubos centrífuga, tubos 

Falcon de 25ml y 50ml y tips. Además, otros insumos como cámara de Neubauer 

(Marienfeld®), asa de siembra y mecheros. 

Adicionalmente, los laboratorios suministraron soluciones y reactivos como el 

agua bidestilada, hidróxido de sodio (NaOH), hidróxido de potasio (KOH), etanol al 85% y 

95%, y reactivos como Rojo Congo. La Universidad de Buenos Aires (UBA) aportó los 

componentes necesarios para realizar las soluciones de Somogyi y de Nelson (sales inorgánicas) 
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y los estándares de D-glucosa, arabinoxilosa y galactosa para las determinaciones 

colorimétricas. 

Los reactivos empleados en este proyecto fueron de las marcas Sigma®, 

Aldrich®, Merck® y Biopack®. 

5.2.2. Recolección y acondicionamiento de las brácteas de maíz 

Se realizó la recolección de brácteas de maíz (Zea Mays) provenientes de 

mercados, verdulerías y otros puntos de expendio locales. Luego de su correspondiente lavado 

con agua, se las secó a una temperatura de 65°C durante 4 horas en estufa de convección de 

aire controlado. Las brácteas secas se cortaron de manera transversal en un ancho de 1cm 

aproximadamente, se molieron en un molino de corte de celulosa (INTI, Celulosa y papel) 

obteniéndose la primera fracción llamada polvo de brácteas (PB). Finalmente, el PB fue 

tamizado y liofilizado para el desarrollo del presente trabajo en el cual se seleccionó la porción 

de PB. Una vez liofilizado el material correspondiente, fue almacenado previo envasado al 

vació en bolsas tipo Cryovac® a temperatura ambiente y al resguardo de la luz (Bernhardt et 

al., 2019; Harborne y Baxter, 1999). 

5.2.3. Obtención del residuo insoluble en alcohol (RIA) de las brácteas 

Se dispersaron cantidades considerables de PB en una solución de etanol al 85% 

(v/v) (1:10) y se llevó a cabo la extracción de los principales biopolímeros de la pared celular 

de la matriz vegetal llevando el sistema a ebullición durante un tiempo de 30 minutos. Luego 

se filtró el sistema y sobre el mismo se realizaron tres lavados con etanol 95% (v/v) a 

temperatura ambiente. Se repitió el mismo proceso una vez más. Finalmente, se dejó evaporar 

el etanol bajo campana de extracción durante 12 horas y se procedió a liofilizar las fibras 

remanentes, obteniéndose así el residuo insoluble en alcohol (RIA). El RIA se almacenó al 

vacío en bolsas tipo Cryovac® a temperatura ambiente y al resguardo de la luz. 
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5.2.4. Preparación de las fibras enriquecidas en celulosa por 

tratamiento alcalino (Cel-KOH) 

Se tomó una muestra de RIA y se dispersó en una solución acuosa de hidróxido 

de potasio (KOH) al 4% (p/v), en una proporción (3:10), dejándose en agitación magnética 

durante 24 horas a temperatura ambiente (≈ 20° C). El sistema se filtró y la fracción retenida 

en el filtro se lavó 3 veces con etanol 95% (v/v), luego se evaporó el etanol bajo campana para 

su posterior congelado y liofilización. De este modo se obtuvo la tercera fibra conocida como 

residuo enriquecido en celulosa (Cel-KOH), la cual se almacenó al vacío en bolsas tipo 

Cryovac®, como el resto de las fibras. A niveles químicos, el pretratamiento alcalino permitió 

la remoción de la hemicelulosa contenida en las fibras, la cual se solubilizó casi en su totalidad 

(Bernhardt et al., 2019). 

5.2.5. Esterilización de las fibras 

Las tres fracciones de las fibras vegetales obtenidas: PB, RIA y Cel-KOH fueron 

colocadas en tubos cónicos tipo Falcon de 50 ml para ser esterilizados con el fin de eliminar la 

carga microbiana existente que pudiera inhibir el desarrollo de Trichoderma spp. en las 

consiguientes pruebas. La esterilización se realizó mediante aplicación de calor húmedo, en 

autoclave, a una temperatura de 121°C durante 15 minutos.  

5.2.6.  Cepas de Trichoderma y medios de cultivo empleados  

Se utilizó la cepa del hongo Trichoderma harzianum LMR1 proveniente del 

cepario generado en el proyecto P18T05 “Inoculantes microbianos para la horticultura” de la 

Dra. Verónica Bergottini en INTEC-UADE. El hongo Trichoderma harzianum es 

ampliamente utilizado como agente de control biológico contra diversos patógenos vegetales 

(Yedidia et al., 1999). 

Los ensayos de inoculación de las fibras vegetales con T. harzianum se 

realizaron empleando dos medios de cultivo de composición mínima, Czapek y Vogel’s. El 

primero es un medio adecuado para el crecimiento de microorganismos cuyo hábitat natural es 
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el suelo, y favorece la producción de enzimas (Diaz et al., 2020). La formulación del medio 

Czapek sólido y líquido empleados, se muestra en la Tabla I. 

TABLA I. Formulación de medio de cultivo Czapek para estado sólido y líquido. 

Compuesto 
Czapek sólido Czapek líquido 

Cantidad Cantidad 

Sulfato Ferroso 0,01 g/l 0,01 g/l 

Sulfato de Magnesio 0,5 g/l 0,5 g/l 

Cloruro de potasio 0,5 g/l 0,5 g/l 

Fosfato dipotásico 1 g/l 1 g/l 

Nitrato de Sodio 2 g/l 2 g/l 

Agar-agar 20 g/l - 

pH 7,3 

Fuente: Diaz et al., 2020. 

 

El segundo medio de cultivo aplicado es Vogel’s el cual es selectivo para mohos 

de Trichoderma spp. (Rosales-Lopez et al., 2017). La formulación de este medio se adaptó 

según lo detallado por Baskaran y Krishnan, 2020. Su composición puede verse en la Tabla II 

y III. 
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TABLA II. Formulación de medio de cultivo Vogel’s para estado sólido y líquido. 

Compuesto Vogel's sólido Vogel's líquido 

Cantidad Cantidad 

Fosfato dipotásico 5 g/l 5 g/l 

Sulfato de Magnesio 0,2 g/l 0,2 g/l 

Nitrato de Amonio 2 g/l 2 g/l 

Cloruro de Calcio 0,1 g/l 0,1 g/l 

Citrato de Sodio 2,5 g/l 2,5 g/l 

Triptona 1 g/l 1 g/l 

Trazas1 0,005 l/l 0,005 l/l 

Agar – Agar 20 g/l - 

1Ver composición en la Tabla III. 

Fuente: Vogel, 1956 ; Baskaran y Krishnan, 2020. 

TABLA III. Formulación de las trazas para utilizar como componente del medio de cultivo 

Vogel’s en estado sólido y líquido. 

Compuesto Cantidad 

Ácido cítrico 0,500 g 

Sulfato de Zinc 0,500 g 

Sulfato de Hierro (II) 0,100 g 

Sulfato de Cobre (II) penta hidratado 0,025 g 

Manganeso Sulfato 0,050 g 

Ácido Bórico 0,050 g 

Molibdato de Sodio 0,050 g 

Agua 100 ml 

Fuente: Vogel, 1956. 

 

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados mediante autoclave. Los 

medios en estado líquido fueron conservados en heladera a 5°C en tubos de vidrio estériles y 

los sólidos a temperatura ambiente bajo el resguardo de la luz para, luego, distribuir el volumen 

correspondiente en placas de Petri estériles y su posterior conservación en heladera a 5°C. 
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5.2.6.1. Preparación de los medios de cultivo con fracciones de fibras 

Se trabajó con triplicado de muestras. Para el caso de las muestras control, se 

emplearon placas conteniendo medio de cultivo, sin adición de fibra e inoculada con el hongo 

Trichoderma harzianum LMR1 (ítem 5.2.6.).  

Se colocó en cada placa de Petri la cantidad correspondiente según a la etapa 

desarrollada (ítem 5.2.11) de cada fracción de fibra vegetal. Luego de fundir los medios agar 

Czapek y Vogel’s en microondas y posteriormente en baño termostático a 80°C, se procedió a 

distribuirlos colocando 20 ml aproximadamente en cada placa con las distintas fracciones de 

fibra vegetal y en las placas control. Se dejó solidificar al medio con la tapa semiabierta por 

alrededor de 10 minutos bajo flujo laminar.  

Este proceso se realizó de esta manera para evitar que la fibra vegetal se adhiera 

a la tapa de la placa una vez que se agregue el medio de cultivo, asegurando así que la fibra 

estará homogéneamente distribuida en el seno del medio una vez que solidifique. 

En paralelo, se realizó la preparación de medios caldo Czapek y Vogel’s donde 

se tomó un volumen de 10 ml de medio mediante la utilización de una pipeta descartable estéril, 

luego, se lo colocó en cada tubo de ensayo de vidrio y se adicionó la cantidad de fibra vegetal 

estéril correspondiente a cada etapa (ítem 5.2.11) manteniendo las condiciones asépticas. Se 

utilizó el vórtex para homogeneizar el medio de cultivo con las fibras. 

5.2.7. Stock de la cepa joven, estudio de viabilidad y recuento de 

esporas 

5.2.7.1. Producción de cultivos jóvenes esporulantes de T. 

harzianum 

Se trabajó con la cepa de Trichoderma harzianum en su fase reproductiva, es 

decir en su estadio de esporulación. Para garantizar el empleo de cultivos jóvenes, se utilizaron 

mohos repicados sobre el medio de cultivo general Agar Papa Dextrosa (PDA) marca 

Britania®, incubados por 7 días a 25°C, bajo iluminación constante. Este medio de cultivo 

brinda los nutrientes necesarios para el crecimiento de hongos y levaduras, y está formado 

principalmente por infusión de papa, glucosa y agar con un pH de 5,6 ± 0,2. Múltiples estudios 
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demostraron el óptimo desarrollo del hongo Trichoderma harzianum inoculados en medio 

PDA en placas de Petri de 90 mm a una temperatura óptima de 25°C durante 7 días. El pH 

óptimo del medio para la cepa utilizada fue entre 6 y 9 (Sinha et al., 2018 ; González-Perez et 

al., 2018; Diaz et al., 2020). 

Luego del período de incubación en medio PDA, se verifica que Trichoderma 

harzianum haya alcanzado su fase reproductiva. A nivel macroscópico, se puede observar que 

el micelio reproductivo desarrolla una pigmentación de color verde/amarillenta con aspecto 

aterciopelado, textura granular y crecimiento concéntrico, esto indica el momento de 

esporulación densa, es decir que su fase reproductiva se ha alcanzado (Sivila y Alvarez, 2013). 

Microscópicamente se verifica que se ha alcanzado la fase reproductiva o estadio de 

esporulación, cuando se observan hifas hialinas septadas y conidios ovalados o redondos 

ramificados, además, se comprueba la producción de estructuras de reproducción asexual como 

fiálides (Mesa-Venegas et al., 2019 ; Vega-Rodríguez y Hernández-Chaverri, 2020).  

El repique para mantener el stock joven del microorganismo y disponibilidad a 

lo largo de todos los ensayos se realizó de manera semanal. Se tomó una porción del moho con 

agar mediante la utilización de un ansa y se repicó a una nueva placa de Petri con medio PDA 

para su posterior incubación (7 días, 25ºC, luz). De este modo se puede asegurar que en todas 

las experiencias se empleó un cultivo de moho joven, de una semana máxima de desarrollo en 

la placa, sin signos de estrés por agotamiento de nutrientes.  

5.2.7.2. Estudio de la viabilidad de las esporas extraídas y 

almacenadas  

Durante esta etapa se comprobó la viabilidad de las esporas del microorganismo 

en estudio, luego de ser extraídas del medio de cultivo PDA y almacenadas a 5ºC durante una 

semana.  Para ello, se tomó una placa de PDA conteniendo el moho incubado y en fase de 

esporulación (micelio reproductivo color verde). Se desprendió suavemente el micelio 

vegetativo de la placa mediante el empleo de una espátula de Drigalsky y se adicionó 10 ml de 

agua bidestilada estéril. Luego, se trasladó la dispersión de esporas a un tubo Falcon de 50 ml 

estéril para su conservación en heladera a 5°C y posterior uso. 
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Luego de 7 días de refrigeración a 5ºC, se comprobó la viabilidad de las esporas 

en suspensión, al tomar asépticamente 10 µl con micropipeta p20 y colocarlos en el centro de 

una placa con PDA. Se dejó incubar durante 7 días (25ºC, luz) y se comprobó la viabilidad de 

las esporas almacenadas en refrigeración al apreciar efectivamente el crecimiento típico de 

Trichoderma spp.  

5.2.7.3. Recuento de esporas en cámara de Neubauer 

Se procedió con el recuento de esporas en cámara de Neubauer (marca 

Marienfeld, Alemania) (Fig. 6), para conocer la concentración de estas en el volumen extraído. 

La cámara de Neubauer es un instrumento ampliamente utilizado para contar células 

sanguíneas, y también conidios en una suspensión de esporas (Bustillo, 2010). 

Se colocaron 10 µl de solución de esporas en cada una de las cámaras y se realizó 

el recuento en un microscopio óptico (marca Arcano®, modelo BN107), tal como se visualiza 

en la Fig. 6.  

 

Figura 6. Cámara de Neubauer marca Marienfeld (izquierda) y el reglaje de la cámara vista al 

microscopio (derecha), donde se realiza el conteo de esporas. Fuente: Bustillo, (2010). 

 

El resultado del recuento de esporas se obtuvo mediante la aplicación de la 

ecuación (Ec. 1), según Bustillo, (2010): 

𝐶 = 𝑁 𝑥 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑥 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝐶á𝑚𝑎𝑟𝑎        (1) 

Donde C corresponde a la concentración de esporas/ml, N al promedio de 

esporas por cuadrante, y el Factor de la cámara que corresponde a 104.  
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Los recuentos de esporas se realizaron por duplicado y se expresa su resultado 

como el promedio del número de esporas calculado en ambas mediciones por ml de suspensión.  

5.2.8. Inoculación de Trichoderma harzianum en los medios 

seleccionados 

Se procedió a inocular Trichoderma harzianum LMR1 en cada placa de Petri y 

tubo de ensayo. Para ello, se tomó el tubo estéril con la dispersión de esporas conservadas en 

heladera a 5°C, para asegurar una dispersión homogénea de las mismas, se re suspendieron las 

esporas mediante un vortex. A partir de esto, se adicionaron 10μl de la dispersión (con una 

concentración aproximada de 2,39x107 esporas/ml), en cada placa de Petri conteniendo las 

distintas fibras vegetales, medios de cultivo y así como también en los respectivos controles. 

La alícuota de esporas se colocó en el centro de la placa, para permitir desarrollo radial del 

hongo. Paralelamente, se agregaron otros 10μl de la dispersión en cada tubo de ensayo de vidrio 

conteniendo a los medios líquidos Czapek o Vogel’s. 

A continuación, todas las muestras inoculadas en ambos medios (Czapek o 

Vogel’s), tanto en agar como en caldo y los controles, se incubaron a una temperatura de 25°C 

durante 4 y 7 días bajo luminosidad constante.  

5.2.8.1. Determinación de cantidad de esporas en los medios de 

cultivo con fracciones de fibras 

Al fin del período de incubación correspondiente (4 o 7 días) para cada medio 

de cultivo empleado (ítem 5.2.6), se realizaron los recuentos del número de esporas de acuerdo 

con lo detallado en el ítem 5.2.7.3. 

Para los medios sólidos, la extracción de esporas se realizó según el ítem 5.2.7.2.  

En cambio, en el caso de los medios líquidos, se tomó de cada tubo incubado una alícuota de 

10µl de caldo para realizar el recuento directamente sobre la cámara de Neubauer. 
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5.2.9. Empleo de una fracción de fibra de origen bacteriano como 

sustrato para el desarrollo de Trichoderma harzianum 

5.2.9.1. Producción de la Kombucha 

La elaboración de Kombucha se caracteriza principalmente en transferir una 

parte del cultivo simbiótico de bacterias y levaduras conocido como SCOBY, el cual se 

encuentra conformando un hidrogel, al té con contenido de azúcares. Este hidrogel permite el 

inicio de la fermentación, dado que representa un entorno de interfase, donde los microbios 

tienen acceso al oxígeno del té (Harrison y Curtin, 2021). 

Para este proceso de fermentación se llevaron a ebullición 12 litros de agua y 

luego se agregaron 1,080 gramos de sacarosa (90 g/L). Se adicionaron 48 saquitos de té negro 

(8 g/l) y se procedió a macerar por alrededor de 10 minutos. Pasado ese tiempo se removieron 

los saquitos de té y se midió el pH igual a 3,00 el cuál fue ajustado mediante solución de ácido 

acético. Se agregó un 3% (v/v) de caldo de Kombucha obtenido de otra bebida preparada con 

anterioridad, conteniendo el SCOBY que actuará como starter de la fermentación y se dejó en 

reposo estático para su cultivo durante 14 días a una temperatura de 25°C. El sistema se 

mantuvo a una temperatura controlada en incubadora y en oscuridad, hasta alcanzar un pH de 

2,6 (Torán-Pereg et al., 2021). 

5.2.9.2. Purificación de hidrogel 

Una vez formado el hidrogel o membrana de celulosa durante la fermentación 

de Kombucha, se procedió a su purificación, esto corresponde a la eliminación de 

microorganismos y los metabolitos generados en su desarrollo, para obtener un hidrogel de 

celulosa apto para su utilización como fuente de carbono para el crecimiento de Trichoderma 

spp. 

En primera instancia, se realizó un lavado vigoroso del hidrogel de celulosa bajo 

agua corriente hasta remoción parcial o total de los restos de microorganismos adheridos. En 

paralelo, se preparó una solución de NaOH 1M bajo campana de laboratorio. Se colocó la 

solución en un recipiente metálico y se lo expuso a temperatura de 90°C. Luego, se sumergió 
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el hidrogel de celulosa previamente pesado para mantenerlo a temperatura constante durante al 

menos una hora. La relación peso-volumen de la membrana y la solución fue mínimo 1:2. 

A continuación, se retiró el NaOH y se lavó vigorosamente con abundante agua 

corriente. Se repitió el paso de sumergir el hidrogel bajo una nueva solución de NaOH 1M a 

90°C durante al menos una hora más y se volvió a realizar su lavado con agua corriente. 

Luego se procedió a lavar el hidrogel de celulosa con agua destilada hasta 

verificar que la última agua de lavado llegase a pH igual a 6. 

Se procedió a la trituración y homogenización del hidrogel purificado, 

empleando una batidora a velocidad (marca Minipimer), hasta obtener una pulpa del hidrogel. 

Se registró el peso de la pulpa y se llevó a congelación en Ultrafreezer a –80°C por lo menos 

una hora. A partir de esto, se la sometió a liofilización. Finalmente, se procedió a esterilizar por 

autoclave al material obtenido para garantizar las mismas condiciones estériles de las fibras 

vegetales utilizadas en los ensayos previos. 

5.2.9.3. Inoculación de las fibras de celulosa bacteriana con el 

moho 

Tal como se detalla en los ítems 5.2.8, se utilizaron por triplicado tubos de 

ensayo con medio líquido Czapek y Vogel’s, para evaluar el crecimiento de T. harzianum, 

utilizando como única fuente de carbono la celulosa bacteriana obtenida en el punto anterior.  

Se incubaron durante 4 y 7 días a una temperatura de 25°C bajo iluminación constante, para 

luego proceder con el recuento de esporas y posterior determinación de azúcares reductores 

mediante la técnica de Somogyi-Nelson, según detallado en los ítems 5.2.7.3.y 5.2.10.2.1. 

respectivamente. 

5.2.10. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum  

Una vez incubado el moho con las distintas fibras (vegetales o bien de origen 

bacteriano), se procedió a comprobar que Trichoderma harzianum haya liberado al medio 

enzimas capaces de degradar la celulosa (endoglucanasas, exoglucanasas, y/o β-glucosidasas), 

mediante el método cualitativo de tinción de Rojo Congo.  
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A su vez, se evaluó la liberación de azúcares reductores provenientes de la 

degradación de la celulosa, mediante la técnica colorimétrica de Somogyi-Nelson, a fin de 

medir el efecto enzimático sobre las fibras empleadas como sustrato. Se infiere así, que el 

aumento de los azúcares reductores se deberá a la degradación de celulosa dada por la acción 

enzimática del moho sobre las fibras (vegetales o bacterianas). 

5.2.10.1. Estudio cualitativo de la actividad celulolítica 

La tinción de Rojo Congo es el método comúnmente utilizado para medir la 

actividad celulolítica de microorganismos que degradan celulosa. Esta técnica sirve como un 

indicador rápido, sensible y efectivo para realizar un análisis cualitativo (Gomez-Martinez et 

al., 2019). El colorante Rojo Congo forma un complejo con las cadenas de la celulosa debido a 

su alta afinidad por polisacáridos, lo que permite que su coloración se desvanezca producto de 

la actividad despolimerizante de la enzima endoglucanasa (Ortiz Moreno y Uribe-Velez, 2011). 

De esta manera, mediante la decoloración del agar teñido con Rojo Congo, se pone en evidencia 

la acción enzimática del microorganismo inoculado, en este caso Trichoderma harzianum. 

Para este ensayo se preparó un volumen de 250 ml solución de Rojo Congo 0,1% 

(p/v), 250 ml de acetato de sodio 50 mM a pH 4,8 ± 0,2, y 250 ml de cloruro de sodio 1M). Se 

tomaron muestras por duplicado, previamente incubadas según lo mencionado en el ítem 

5.2.6.1., conteniendo las distintas fracciones de fibras (vegetales) en concentración de 1,5% o 

2% (p/p), en ambos medios de cultivo Czapek y Vogel’s y sus respectivos controles.  

Se incubaron las placas con aproximadamente 10 ml de la solución de acetato de 

sodio 50 mM, durante 60 minutos a una temperatura de 50°C. Posteriormente, se le agregó a 

cada placa un volumen suficiente de solución de Rojo Congo que cubra la totalidad de la placa, 

y se lo llevó a agitación (80 rpm) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se 

lavaron las placas con agua destilada y se adicionó solución de cloruro de sodio (1M), y se 

dejaron las placas reposar para favorecer el revelado (visualización de la zona de degradación 

del colorante).  

Con los resultados obtenidos se midió el halo de degradación y se calculó el 

Coeficiente de Degradación de Celulosa (CDC) (Ec. 2).  
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𝐶𝐷𝐶 = (
𝑑ℎ

𝑑𝑐
)                                                             (2) 

Donde dh corresponde al halo de degradación luego del revelado y dc es el 

diámetro de la colonia. Este parámetro es útil para evaluar la producción de celulasa por 

microorganismos en medios sólidos, dado que existe una correlación entre el diámetro 

degradativo y la capacidad de degradación (Díaz et al., 2020 ; Coniglio et al., 2017). 

5.2.10.2. Evaluación cuantitativa de la acción enzimática 

Los sistemas incubados (muestras inoculadas con las fibras y sus controles) 

fueron sometidos a centrifugación a 1000 rpm, por 15 minutos a 5°C, obteniéndose así una fase 

líquida, o sobrenadante, y el pellet conformado por las fibras, hifas y esporas, que precipitaron 

en el fondo del tubo.  

El sobrenadante está constituido principalmente por el caldo de cultivo y los 

azúcares reductores liberados al medio, gracias a la acción de las celulasas -secretadas por el 

moho- sobre las fibras. Por lo tanto, fue separado mediante el empleo de una pipeta, con cuidado 

de no arrastrar parte del pellet, para luego cuantificar mediante la técnica de Somogyi-Nelson 

su contenido en azúcares reductores. En cuanto al pellet remanente, se determinó su peso para 

así estimar indirectamente el contenido de biomasa generado por el crecimiento del moho. 

Para facilitar la comprensión, se puede ver diagramado en la Fig. 7 el proceso de 

centrifugación y las subsiguientes determinaciones. 



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 45 de 132 

 

Figura 7. Diagrama de flujo de trabajo para los análisis cuantitativos. Fuente: propia. 

5.2.10.2.1. Determinación del contenido de azúcares 

reductores 

Los azúcares reductores (AR) son aquellos que poseen de manera intacta a su 

grupo funcional carbonilo y pueden ser glucosa, lactosa, fructosa, maltosa, entre otros. Estos 

azúcares pueden reaccionar como reductores a través del grupo funcional con otras moléculas 

que actúan como oxidantes (Lehninger, 1988). Son ampliamente utilizados en la industria 

formando parte de bioprocesos y fuentes principales en procesos de fermentación (Abbaszadeh 

y Hejazi, 2019).  

Mediante el método de Somogyi-Nelson se determinaron los azúcares reductores 

de las distintas fracciones de fibras inoculadas con el caldo. Este método utiliza el potencial de 

reducción de la glucosa u otros monosacáridos para reducir el cobre contenido en el reactivo 

alcalino de Somogyi, el cual representa un complejo de óxido molibdeno (MoO3) con 

coloración azul que estará relacionado de manera proporcional con la cantidad de azúcar 

reductor que contiene la solución. Este método permite determinar azúcares reductores y no 

reductores en concentraciones bajas entre 20 a 180 mg/L, representando una técnica eficaz, 

Caldo Czapek o Vogel’s + 

T. harzianum + fibras 

(PB/RIA/Cel-KOH/CB) 

 

Centrifugación 

(10000rpm, 15min, 5ºC) 

Pasaje de la muestra a tubo 

de centrifugación 
Sobrenadante 

+ pellet 

   

 

Determinación del 

contenido de azúcares 

reductores (Somogyi-

Nelson) 

 

Determinación de la 

biomasa generada. 
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pero no específica de la concentración, dado que sus resultados son una medida aproximada 

(Nelson, 1994).  

El procedimiento para esta etapa fue tomar 500 μl de muestra y se le agregó 500 

μl de reactivo Somogyi. Luego, se llevaron los tubos a baño termostático a una temperatura 

constante de 100°C durante 15 minutos y, posteriormente, se dejó enfriar a temperatura 

ambiente para proceder con el agregado de 500 μl del reactivo de Nelson más 6 ml de agua 

bidestilada. Se procedió a agitación por vortex y posteriormente se pasó la solución a cubetas 

aptas para espectrofotometría de UV-Visible. Se midió la absorbancia de las muestras y sus 

controles, a una longitud de onda de 540 nm.  

Cada muestra se midió por triplicado y para la realización de los cálculos se 

comparó el resultado de absorbancia contra curvas estándar de glucosa, arabinosa y galactosa 

(Fig. 8). Los resultados se expresan como mg de azúcar reductor/g de muestra. 

 

Figura 8. Curvas estándar de glucosa, arabinosa y galactosa a partir de soluciones estándar. 

 

Paralelamente, además de los controles usados como blanco de reactivos, se 

trabajó con controles de las fibras (medio más fibra), sin el agregado de T. harzianum LMR1. 

Estos controles se utilizarán para contemplar en los cálculos las posibles interferencias que 

puedan aportar las fibras al incubarse en el medio sin el moho. De este modo se podrá minimizar 

posibles errores por exceso al medir la absorbancia de las muestras. 

5.2.10.2.2. Determinación de biomasa 

Para la determinación de la biomasa seca se utilizaron los pellets, obtenidos en 

el ítem 5.2.10.2. y se procedió de acuerdo con lo detallado por Ahamed y Vermette, (2009) con 

algunas adaptaciones. Cada pellet formado por biomasa del moho más las fibras, se lavó con 
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agua destilada y se centrifugó (15 minutos, 5°C a 1000 rpm), se eliminó mediante una pipeta el 

agua de lavado y se repitió el proceso dos veces más.  

En paralelo, se tomaron papeles de filtro y cristalizadores, los cuales fueron 

secados durante 30 minutos en estufa de convección a 105°C, y dejados enfriar hasta 

temperatura ambiente en desecadores. De este modo, se obtuvo el peso inicial del cristalizador 

y el papel de filtro seco (tara). A continuación, se colocaron en éstos los pellets lavados, y tras 

registrar su peso húmedo se introdujeron en la estufa de convección a 40°C. Se realizaron 

pesajes de las muestras (pellet más cristalizador con filtro), hasta llegar a peso constante. De 

acuerdo con lo mencionado en Ahamed y Vermette, (2009) se realizó el cálculo de la biomasa 

de forma indirecta empleando la Ec. 3. 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑜 = 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑎                  (3) 

El peso de la biomasa fue calculado mediante la diferencia entre el peso seco 

total de los sólidos, comprendido por la biomasa desarrollada y las fibras (micelio y celulosa); 

y la masa conocida de fibra contenida en cada tubo. 

5.2.11. Etapas para definir las condiciones óptimas de 

crecimiento y mayor esporulación de Trichoderma harzianum 

Se detallan las distintas etapas del proyecto para elucidar las condiciones de 

desarrollo del moho y generación de enzimas, a partir de la inoculación de Trichoderma 

harzianum en los medios de cultivo propuestos utilizando las distintas fracciones de fibras 

vegetales y de origen bacteriano. Para ello, se tuvieron en cuenta distintos parámetros como la 

formulación del medio de cultivo, su consistencia, la concentración de fibra vegetal, tiempo de 

incubación y condiciones de luminosidad. 

 

I. Incubación del moho en condiciones de iluminación vs. oscuridad, en medios de 

cultivo PDA y Czapek agar: se utilizó el medio de cultivo PDA para evidenciar el 

desarrollo de T. harzianum LMR1 macroscópicamente. Para esto se incubó durante 

un tiempo de 7 y 14 días en condición de luminosidad y oscuridad. Basándose en 

los resultados, se comprobó lo obtenido con uno de los medios seleccionados: 
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Czapek, frente a los mismos parámetros, pero utilizando como sustrato las 

fracciones de fibras vegetales propuestas (PB, RIA y Cel-KOH) en una 

concentración de 1,5% (p/p). Posteriormente se realizó el recuento de esporas 

correspondiente (ítem 5.2.7.3). 

 

II. Desarrollo de T. harzianum en los medios seleccionados: se evaluaron las 

condiciones de desarrollo del cultivo utilizando como única fuente de carbono las 

fracciones de fibras vegetales. Se emplearon los medios de cultivo agar Czapek y 

Vogel’s inoculados con el hongo Trichoderma harzianum LMR1 a 25°C durante 7 

días bajo luminosidad constante, con una concentración de cada fracción de fibra 

vegetal del 1,5% (p/p). Se realizaron análisis macroscópicos y cualitativos (ítem 

5.2.10.1) para visualizar el desarrollo del hongo y determinar su actividad 

enzimática junto con el recuento de esporas (5.2.7.3). 

 

III. Evaluación de la consistencia del medio de cultivo y el tiempo de incubación: 

durante esta etapa y consecuente a los resultados obtenidos en la etapa anterior, las 

variables de estudio fueron el tiempo de incubación (4 y 7 días) y el medio de cultivo 

(Czapek y Vogel’s), en consistencia líquida, con una concentración de fibra vegetal 

de 1,5% (p/p). Se realizaron análisis cualitativos para evaluar el desarrollo 

enzimático (ítem 5.2.10.1) y cuantitativos (5.2.10.2) para determinar la cantidad de 

esporas y azúcares reductores, resultantes de la acción de las enzimas sobre las 

fibras. 

 

IV. Determinación de la concentración óptima de fibra vegetal: La variable en estudio 

de esta etapa fue la concentración de fibra y el tiempo de incubación. Para esto se 

utilizó el medio de cultivo liquido tipo caldo Vogel’s y Czapek incubados junto con 

el hongo a 25°C durante 4 y 7 días con una concentración de cada fracción de fibra 

vegetal del 2% (p/p). Se realizó el recuento de esporas y se determinó la cantidad de 

azúcares reductores como índices de seguimiento del desarrollo y generación de 

enzimas de T. harzianum. Para poder realizar una conclusión parcial sobre una de 
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las fracciones de las fibras empleadas, se prepararon placas con medio agar Vogel’s 

con una concentración de fracción de fibra de 2% (p/p). Luego de incubar tanto las 

placas de Petri como los tubos de ensayo con los medios y a temperatura 

correspondiente se repitieron los análisis cualitativos (ítem 5.2.10.1), cuantitativos 

(5.2.10.2) y recuento de esporas (5.2.7.3). 

 

V. Comparación del efecto sobre la síntesis enzimática del hongo, empleado fibra 

bacteriana: a fines de comparar el efecto de una fibra de origen bacteriana respecto 

de la fibra vegetal sobre la síntesis de enzimas por parte de T. harzianum, durante 

esta etapa se utilizó la fibra bacteriana (CB) mencionada en el ítem 5.2.9 como 

sustrato. Se utilizaron los medios de cultivo líquidos Vogel’s y Czapek incubados 

junto con el hongo a 25°C, bajo luminosidad, durante 4 y 7 días con una 

concentración de CB del 2% (p/p). De acuerdo con las condiciones óptimas 

establecidas en los ensayos anteriores.  

 

Por último, para facilitar la comprensión, en el siguiente diagrama se muestra la 

ruta de trabajo llevada a cabo en este proyecto y detallada en esta sección (Fig. 9). 
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Figura 9. Diagrama completo de flujo de trabajo por etapas. 

5.2.12. Análisis estadístico de los resultados 

Se realizó un análisis estadístico para los resultados obtenidos del recuento de 

esporas, determinación de masa y azúcares reductores (Anexo A-B). Todos los análisis fueron 

efectuados utilizando el software estadístico Infostat, FCA, Universidad de Córdoba. A partir 
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de los resultados, se realizó un Análisis de la Varianza (ANOVA) y posterior Prueba Tukey en 

los casos que se estudiaron los supuestos y los mismos se cumplían, y ANOVA no paramétrico 

(Kruskal Wallis) y comparación de a pares en aquellos casos que los supuestos no se cumplían 

y así comprobar las diferencias significativas entre los parámetros a optimizar: los medios de 

cultivo empleados, las fracciones de fibra vegetal, concentración y tiempos de incubación. A 

continuación, se detallan los supuestos necesarios de la prueba: 

▪ La escala de la variable debe ser al menos de un intervalo. 

▪ Las muestras deben ser aleatorias. 

▪ Se debe cumplir el supuesto de normalidad en todos los grupos. 

▪ Se debe cumplir el supuesto de homocedasticidad en todos los grupos. 

 

Se debe mencionar que a lo largo de este análisis se empleó un nivel de 

significancia de 0,05% y un intervalo de confianza del 95% (pv < 0,05).  

6. Resultados  

6.1.  Fracciones de fibras vegetales y composición química 

En primera instancia y como se mencionó en la sección de Materiales y Métodos 

(ítem 5.2), la primera fracción de fibra vegetal obtenida es la correspondiente al polvo de 

brácteas (PB) que presenta un tamaño de partícula promedio de 210µm y una coloración marrón 

claro. Según los resultados obtenidos en Bernhardt et al., (2019), el 31% del PB es hidrosoluble, 

mientras que el 69% restante está constituido, principalmente, por un 85% de carbohidratos 

reductores y un 10,8% de proteínas. A su vez, de los carbohidratos reductores, un 29% 

corresponde a fructosa, un 48% a glucosa libre y el resto a sorbitol. 

Como se mencionó anteriormente, a partir del PB mediante extracción 

alcohólica se obtuvo la fracción de fibra RIA la cual presenta un 57% de polisacáridos no 

celulósicos, un 26% de celulosa, un 7% de lignina y un 5% de ácidos úricos (Bernhardt et al., 

2019). Con respecto a su color y textura, el RIA es más blanquecino en comparación con el PB 

y presentó un tamaño de partícula promedio similar (≈ 210µm).  
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La última fracción de fibra fue obtenida a partir del RIA mediante un 

pretratamiento con hidróxido de potasio (KOH) 24% (p/v), el cual permitió a remoción casi en 

su totalidad de la fracción de hemicelulosa quedando remanente el residuo enriquecido en 

celulosa, llamado Cel-KOH. Este último presenta contenido en hidratados de carbono no-

celulósicos del 51,45%, de celulosa un 40,68% y lignina 7,87% (Bernhardt et al., 2019). Esta 

fracción presenta un aspecto distinto a las anteriores dado que tiene un color marrón oscuro y 

su textura se encuentra apelmazada y compactada con un tamaño de partícula promedio mayor 

a 210 µm.  

Por lo tanto, se trabajará con las tres fracciones de fibras vegetales de las brácteas 

del maíz descriptas. Donde PB corresponde al polvo de brácteas de maíz molidas, y contienen 

tanto compuestos solubles en agua (polisacáridos libres: glucosa, fructosa), como también los 

principales biopolímeros: celulosa, hemicelulosa y lignina. El RIA, resultado de la extracción 

alcohólica en caliente, se haya libre de solutos solubles y enriquecido por lo tanto en los 

biopolímeros de pared celular. Mientras que Cel-KOH, presenta un mayor contenido de 

celulosa, ya que la hemicelulosa se ha eliminado en el tratamiento alcalino aplicado sobre el 

RIA. A fines didácticos, en la siguiente Fig. 10 se pueden visualizar las diferencias de color y 

textura entre las fracciones de fibras vegetales. 

 

Figura 10. Fracciones de fibras obtenidas, corresponde de izquierda a derecha PB, RIA y Cel-

KOH. 
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6.2.  Incubación del moho en condiciones de iluminación vs. Oscuridad, 

en medios PDA y Czapek agar 

6.2.1. Inoculación en medio PDA y observación macroscópica 

Luego de la inocular al hongo Trichoderma harzianum LMR1 en medio general 

PDA durante 7 días, 25°C y en oscuridad, se observó el desarrollo de un micelio vegetativo 

color blancuzco y de baja densidad. Al no apreciarse un micelio reproductivo, el cual se podría 

visualizar con coloración verde, esto indica que el moho no llegó a su fase de esporulación, 

reflejado por su poca densidad y su coloración blanquecina, vinculada a estructuras resistentes 

(Ramos Guizado, 2022). Al final del periodo de incubación (14 días en total), en las placas de 

PDA no se observó crecimiento. 

A continuación, se repitieron las condiciones de incubación en medio PDA, a 

25ºC, pero en este caso bajo iluminación artificial constante (durante las 24hs.).  

Tal como se informa en Mesa-Venegas et al., (2019) durante el principio de 

desarrollo del hongo en medio PDA se pueden observar pigmentos blanquecinos, que luego se 

tornarán a verde o amarillento con esporulación densa, con insertos de conidios en tonalidades 

verdosas y una textura pulvurenta. Por lo tanto, luego de la incubación del hongo en medio 

PDA durante 7 días, bajo iluminación constante, a 25°C, se pudo confirmar que el moho alcanzó 

su fase reproductiva al observarse la placa cubierta en su totalidad por micelio color verde (Fig. 

11).   

 

Figura 11. Trichoderma harzianum crecido en placa de Petri con medio de cultivo PDA, 

incubado 7 días, a 25°C e iluminación constante. 
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En este caso, no fue necesario continuar incubando hasta alcanzar los 14 días, ya 

que el moho alcanzó su fase de esporulación, necesaria para el desarrollo de este trabajo. 

6.2.2. Inoculación del moho en medio Czapek agar, con adición de 

fibras vegetales (1,5% p/p) 

A partir de lo observado en el punto anterior, se repite la experiencia bajo las 

mismas condiciones de incubación (25ºC, 7 y 14 días, con y sin iluminación), pero empleando 

el medio de cultivo sólido Czapek, con la adición de las fibras vegetales como única fuente de 

carbono, en una proporción de 1,5g fibra cada 100g de agar (1,5% p/p). El medio de cultivo 

Czapek sólido fue preparado tal como se describe en el ítem 5.2.6.1, con un pH igual a 7,3.  

Luego de inocular al microorganismo y de transcurrido el tiempo de incubación 

de 7 días (25°C, en oscuridad), se pudo observar un desarrollo del hongo poco significativo en 

el control y en las muestras de PB, RIA y Cel-KOH. Se aprecia que predomina en todas las 

muestras exceptuando el control, la coloración marrón perteneciente al medio y con las fibras 

utilizadas. Además, no se aprecian pigmentos verdes ni esporulación densa (Fig. 12). 

 

Figura 12. Placas de Petri con medio Czapek agar, inoculadas con Trichoderma harzianum 

LMR1 y las distintas fracciones de fibras (B-D). Se incubó por 7 días a 25°C en oscuridad. A) 

Control; B) PB; C) RIA; D) Cel-KOH. 
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Para brindar un mayor detalle se puede visualizar en la Fig. 13, que las únicas 

muestras que presentaron un desarrollo, aunque poco notable, son aquellas de la fracción de 

fibra vegetal PB inoculadas con el hongo. El crecimiento del moho se produce de forma radial 

a lo largo de la placa, y se observa un leve crecimiento de pigmentación blanquecina. 

 

Figura 13. Placa de Petri con medio Czapek agar inoculada con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 y fibra PB por 7 días a 25°C, en condición de oscuridad. Corresponde a PB 

anverso (izquierda) y reverso (derecha). 

 

Como se puede observar en la Fig. 14, el tiempo de incubación de 14 días 

permitió un desarrollo apreciable de Trichoderma harzianum, si bien puede visualizarse una 

baja densidad de micelio reproductivo (color verde), tanto los controles como las muestras de 

PB, RIA y Cel-KOH mostraron un crecimiento del micelio vegetativo mayor a las muestras 

incubadas durante 7 días, aunque la cantidad no logra cubrirse la superficie de la placa en su 

totalidad.  
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Figura 14. Placas de Petri con medio Czapek inoculadas con hongo Trichoderma harzianum 

LMR1 y fibras (14 días, 25°C, en oscuridad). A) Control; B) PB; C) RIA y D) Cel-KOH. 

 

En la Fig. 14B, el hongo cubre aproximadamente la mitad de la superficie, 

presentando un color verde oscuro. En cambio, se visualiza en la Fig. 14C, que el 

microorganismo crece de forma radial, con un color verde oscuro ocupando un tercio de la 

superficie. Mientras que, en la Fig. 14D, el desarrollo también se produce radialmente. Pueden 

apreciarse tres colonias superpuestas en el centro, lo cual puede atribuirse al método de siembra 

utilizado. 

Puntualmente, en la muestra control de medio de cultivo sólido Czapek incubada 

durante 14 días puede percibirse un crecimiento radial del hongo, pero en muy baja proporción 

(Fig. 15).  
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Figura 15. Placa de Petri control con medio Czapek inoculada con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 por 14 días a 25°C bajo oscuridad.  

 

Tal como se realizó bajo oscuridad, se repitió lo ensayado con medio de cultivo 

sólido Czapek, pero bajo exposición de luz constante. En términos generales, se visualizó un 

aumento en la concentración de Trichoderma harzianum en las muestras. En este sentido, las 

placas con Czapek agar, visibles en la Fig. 16, como el control (Fig. 16A) no presenta 

crecimiento, aunque se puede observar un desarrollo radial con pigmentación verdosa en las 

muestras de PB y RIA (Fig. 16B y 16C). Contrariamente, las muestras de fibra vegetal Cel-

KOH presentan un menor crecimiento e irregular (Fig. 16D). 
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Figura 16. Placas de Petri con medio Czapek inoculadas con T. harzianum LMR1 (7 días, 

25°C, con luz artificial). A) Control; B) PB; C) RIA; D) Cel-KOH. 

 

Para facilitar la interpretación, en la Tabla IV se describen los resultados 

obtenidos durante esta etapa exploratoria mediante el análisis macroscópico de las muestras 

incubadas. 

TABLA IV. Resultados obtenidos durante la etapa exploratoria luego de la incubación de 

Trichoderma harzianum en los medios PDA y Czapek agar, a 25°C. 

Condiciones de incubación Medio de cultivo Desarrollo de micelio vegetativo 

Oscuridad 

 

7 días 

 
PDA No se observa. 

14 días 

 
PDA No se observa.  

7 días 

 
Czapek No se observa.  

14 días 

 
Czapek Se observa un leve desarrollo.  

Iluminación constante 

7 días 

PDA Se observa un desarrollo abundante.  

Czapek Se observa un leve desarrollo. 
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6.2.3. Comprobación del desarrollo y recuento de esporas 

Empleando un microscopio óptico, se investigó la presencia de conidióforos, 

fiálides y conidios, en todas las muestras incubadas, confirmando así que el moho haya 

alcanzado su etapa reproductiva asexual (esporulación), tal como se muestra en la Fig. 17. 

 

Figura 17. T. harzianum bajo microscopio óptico donde se evidencia el crecimiento 

temprano de conidióforos ramificados que desarrollan conidios (izquierda, fuente: propia y 

derecha fuente: Ipialides-Juma et al., 2021). 

 

En las placas donde macroscópicamente se pudo notar un desarrollo de micelio 

reproductivo de color verde, se procedió a realizar el recuento de esporas mediante cámara de 

Neubauer, de acuerdo con lo descripto en el ítem 5.2.7.3. Se cuantificó la producción de esporas 

en las placas de PDA inoculadas e incubadas bajo iluminación constante, así como también, en 

las placas de Czapek, dado que se apreció un desarrollo del moho considerable para realizar el 

recuento.  

Consecuente, se cuantificó un promedio de 2,28(±0,95)x107 esporas/ml luego de 

incubar Trichoderma harzianum en medio PDA bajo iluminación constante (7 días, 25ºC). 

Cabe resaltar que no se realizó esta cuantificación en las placas con PDA incubadas en 

oscuridad (7 y 14 días), ya que no se apreció desarrollo de un micelio reproductivo verde, ni se 

detectó desarrollo de esporas en las mismas. 

Por otro lado, se realizó un recuento de esporas sobre el control y las muestras 

de fibras en Czapek (7 días, 25ºC, en oscuridad), donde se obtuvo una media de 4,40(±0,28)x106 
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esporas/ml para el control, 4,80(±1,98)x106 esporas/ml para PB, 1,08(±0,23)x107 esporas/ml 

para RIA y 1,53(±1,20)x106 esporas/ml para Cel-KOH. Concluyendo, las muestras de PB y RIA 

fueron las más influyentes sobre la generación de esporas, ya que las muestras de Cel-KOH 

arrojaron valores muy similares al control (pv >0,05). 

En cuanto a las muestras incubadas en medio Czapek bajo iluminación constante 

(7 días, 25°C), se determinó un promedio de 5,86(±3,25)x104 esporas/ml para el control, 

2,75(±0,30)x106  esporas/ml para las muestras de PB, 1,37(±0,63)x106 esporas/ml para RIA y 

3,46(±0,29)x105 esporas/ml para las muestras de Cel-KOH. En este caso, se puede apreciar que 

las fibras PB fueron las que mayor producción de esporas generaron, seguidas por RIA. Los 

resultados obtenidos en Czapek, al incubar tanto en oscuridad como bajo iluminación constante, 

muestran un número de esporas menor a lo obtenido con medio PDA.  

Consecuentemente, se decidió continuar las siguientes experiencias con los 

parámetros de 4 y 7 días de incubación, y la condición de exposición a la luz artificial de manera 

constante.  

6.3.  Desarrollo de T. harzianum en los medios                 ’  

La importancia de esta etapa radicó en la evaluación de Trichoderma harzianum 

a partir de una estimación macroscópica del crecimiento y desarrollo del micelio vegetativo, 

mejorando parámetros de incubación e inoculando al hongo con las fracciones de fibras 

vegetales en una concentración de 1,5% (p/p) utilizando los medios de cultivo Czapek y 

Vogel’s.  

Se comenzó por incubar T. harzianum en medio Czapek agar durante un período 

de 4 días a una temperatura de 25°C y bajo condición de luz artificial constante. En la Fig. 18 

(A-D) puede apreciarse que tanto en las muestras control, como las que corresponden a las 

fracciones de fibras vegetal PB, RIA y Cel-KOH (1,5% p/p) no hubo un desarrollo considerable 

del hongo. En ninguna de las muestras incubadas pudo notarse la coloración verde-amarillenta 

relacionada al desarrollo óptimo del moho vegetativo. 
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Figura 18. Placas de Petri con medio Czapek inoculadas con hongo T. harzianum LMR1 por 

4 días a 25°C con luz artificial. A) Control; B) PB; C) RIA; D) Cel-KOH 

 

Entre tanto, las muestras con medio de cultivo Vogel’s agar se desarrollaron tal 

como demuestra la Fig. 19 (A-D). Se aprecia su crecimiento micelial de color verde-

blanquecino con una textura algodonosa.  

 

Figura 19. Placas de Petri con medio Vogel’s inoculadas con hongo Trichoderma harzianum 

LMR1 y fibras (4 días, 25°C, luz artificial). A) Control; B) PB; C) RIA; D) Cel-KOH. 
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Al comparar el desarrollo del moho en placas entre las muestras control, junto 

con las inoculadas con las fracciones de fibras PB y RIA, no se observa ninguna diferencia 

notoria. Sin embargo, y tal como se visualiza en Fig. 19D, el desarrollo de Trichoderma 

harzianum es prácticamente nulo en las placas con fibras Cel-KOH. Es posible apreciar un 

mayor desarrollo en aquellas muestras con fracción de fibra PB (Fig. 19B), en comparación con 

las muestras de RIA (Fig. 19C).  

Adicionalmente, se repitió esta experiencia empleando ambos medios, para un 

tiempo de incubación de 7 días (25°C, con luz). Lo que respecta a las muestras con medio de 

cultivo Czapek, los resultados están detallados en el ítem 6.2.2. En cuanto a las muestras 

correspondientes al medio de cultivo Vogel’s, se apreció una esporulación densa y micelio 

vegetativo de color verde en todas sus muestras (control, PB, RIA), exceptuando a las de las 

fibras de Cel-KOH que el desarrollo es menor.  

6.3.1. Recuento de esporas producidas en los medios Czapek vs. 

     ’       

Luego de obtener los resultados macroscópicos de las placas de Petri, se procedió 

a realizar el recuento de esporas tal como se describe en el ítem 5.2.7.3, la totalidad de los 

resultados se pueden visualizar en el Anexo A. 

El recuento de esporas/ml más elevado en agar Czapek es el de las muestras de 

PB, siendo de 2,75(±0,29)x106 esporas/ml luego de un tiempo de 7 días. Mientras que para las 

muestras con medio de cultivo Vogel’s la mayor cantidad de esporas es la muestra del control 

a los 7 días, con un número de 3,58(±0,77)x107 esporas/ml (Anexo A, Tabla IX). 

Dentro este análisis, el periodo de incubación de 4 días presenta el menor número 

de esporas/ml de todas las muestras. De acuerdo con las fracciones de fibras de Cel-KOH y 

RIA, sus recuentos de esporas no son significativamente distintos (pv > 0,05), siendo mayor el 

recuento de esporas correspondiente a las fibras de PB. Estos resultados se pueden visualizar 

en la Fig. 20.  
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Figura 20. Recuento de esporas de las placas con Czapek agar, incubadas durante 4 días con 

una concentración de fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p). Letras diferentes 

indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fibras. 

 

Para un periodo de incubación de 7 días, la muestra de PB no presenta diferencias 

significativas (pv > 0,05) con la muestra de RIA, aunque sí con el control y Cel-KOH. Por otro 

lado, el número más bajo fue el del control, ya que mostraron el menor impacto sobre el 

desarrollo del moho, ya que incubando durante más días el aumento de generación de esporas 

es mínimo (Fig. 21). 

 

Figura 21. Recuento de esporas de las placas con Czapek agar, incubadas durante 7 días con 

una concentración de fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p). Letras diferentes 

indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fibras. 
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En cuanto a las placas incubadas en medio agar Vogel’s, los resultados del 

recuento de esporas/ml obtenidos luego de incubar 4 y 7 días se muestran en el Anexo A, Tabla 

IX. 

En este caso la influencia del período de incubación sobre el crecimiento de T. 

harzianum fue más notoria. El número de esporas aumenta significativamente con un tiempo 

de 7 días. Realizando una comparación entre muestras incubadas por 4 días, el control presenta 

el mayor desarrollo de esporas, seguido por PB y RIA (pv > 0,05) y, por último, la fracción de 

Cel-KOH. Este resultado se encuentra asociado al desarrollo del hongo en el medio agar 

Vogel’s, el cual frente a la no-utilización de un sustrato adicional, como las fracciones de fibra 

vegetal, permite un crecimiento del microorganismo en mayor proporción (Fig. 22). 

 

Figura 22. Recuento de esporas de las placas con Vogel’s agar, incubadas durante 4 días con 

una concentración de fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p). Letras diferentes 

indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fibras 

 

Los resultados obtenidos luego de incubar las muestras en agar Vogel’s durante 

7 días se muestran en la Fig. 23. Se puede ver que el control presenta el número de esporas 

significativamente distinto a los obtenidos para PB, RIA y Cel-KOH, las cuales arrojaron 

valores similares entre sí. Las muestras de Cel-KOH presentan un valor similar a las de PB y 

RIA. 
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Figura 23. Recuento de esporas de las placas con Vogel’s agar, incubadas durante 7 días con 

una concentración de fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p). Letras diferentes 

indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fibras 

 

Realizando una comparación entre muestras incubadas por 4 días, el control 

presenta el mayor desarrollo de esporas, seguido por PB y RIA y, por último, la fracción de 

Cel-KOH. Se apreció que el número de esporas calculado para las muestras en ambos medios 

de cultivo aumentó notablemente cuando se cambió el tiempo de incubación de 4 a 7 días.  

6.3.2. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum 

Aquellas muestras incubadas expuestas a la luz artificial en un tiempo de 4 y 7 

días con medio de cultivo Czapek agar fueron sometidas a la técnica de tinción de Rojo Congo 

según lo que se describe en el ítem 5.2.10.1 

Las muestras fueron incubadas durante 4 días (Fig. 24). Como no fue posible 

visualizar el halo de degradación enzimática, no se realizó el cálculo del Coeficiente de 

Degradación de Celulosa (CDC) (3). La muestra correspondiente al control no es reportada en 

imágenes dado que no hubo crecimiento del hongo. 
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Figura 24. Placas de Petri con medio Czapek agar inoculadas con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 y fracciones de fibras, incubadas por 4 días (25°C con luz artificial), 

teñidas con Rojo Congo. A) PB, B) RIA y C) Cel-KOH. 

 

Por lo tanto, al no apreciarse un halo de degradación, no puede afirmarse que a 

los 4 días de incubación el moho haya secretado enzimas celulolíticas. 

Por otra parte, en las muestras incubadas durante 7 días tampoco se pudo calcular 

el CDC ya que no es posible visualizar un halo de degradación bien definido (Fig. 25). 

 

Figura 25. Placas de Petri con medio Czapek agar inoculadas con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 y fracciones de fibras, incubadas por 7 días (25°C con luz artificial), 

teñidas con Rojo Congo. A) Control, B) PB, C) RIA y D) Cel-KOH 

 

Sin embargo, a los 7 días de incubación se puede apreciar la degradación del 

colorante Rojo Congo, al diferenciarse algunas zonas decoloradas. Por otro lado, para las 

muestras de Vogel’s agar se obtuvieron resultados frente a la incubación de un tiempo de 4 días 

(Fig. 26).  
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Figura 26. Placas de Petri con medio Vogel’s agar inoculadas con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 y fracciones de fibras, incubadas por 4 días (25°C con luz artificial), 

teñidas con Rojo Congo. A) Control, B) PB, C) RIA y D) Cel-KOH. 

 

Se logró obtener un halo de degradación vinculado a la actividad enzimática del 

hongo. El aspecto de este halo es de color blanquecino, destacado frente al color rojizo adoptado 

por el medio de cultivo luego de aplicar la técnica y relacionado al color característico del 

reactivo Rojo Congo. Adicionalmente, se mantiene el color verde-amarillento de la colonia de 

Trichoderma harzianum. Dado que en estas se logró visualizar el halo de degradación, se 

realizó el cálculo del CDC, cuyos resultados se muestran en la (ver Tabla V). 

TABLA V. Resultados para C C de las muestras con medio Vogel’s agar incubadas 4 y 7 

días con exposición a la luz (25°C). 

Muestra               ’  (4  í  )               ’  (7  í  ) 

Control 0 0 

PB 1,15 1,29 

RIA 1,20 1,25 

Cel-KOH 1,33 1,33 
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 as placas que contienen medio de cultivo Vogel’s incubadas por 4 y 7 días 

permitieron el cálculo de CDC, donde el número más elevado lo presenta la fracción de fibra 

Cel-KOH en ambos tiempos (ver Tabla V). Con respecto a las muestras incubadas por 7 días, 

se observa un halo de degradación mucho más acentuado en las muestras de RIA y Cel-KOH 

(Fig. 27C-D), no así para aquellas que tenían la fracción de fibra PB (Fig. 27B).  

 

Figura 27. Placas de Petri con medio Vogel’s agar inoculadas con hongo Trichoderma 

harzianum LMR1 y fracciones de fibras, incubadas por 7 días (25°C con luz artificial), 

teñidas con Rojo Congo. A) Control, B) PB, C) RIA y D) Cel-KOH. 

6.4.  Evaluación de la consistencia del medio de cultivo y el tiempo de 

incubación 

Para continuar con las pruebas de esta etapa, se trabajó con los medios de cultivo 

en estado líquido Czapek y Vogel’s. A simple vista, no se aprecia desarrollo del hongo 

Trichoderma harzianum dentro de los tubos control, ni en aquellos que contienen las 

fracciones de fibra vegetal (Fig. 28-29). La turbidez del medio de cultivo puede deberse a su 

formulación, los compuestos solubles que aportan las fibras y al posible crecimiento del moho, 

que conlleva a la formación de hifas, conidióforos y conidios. Por otro lado, las muestras 

incubadas por 7 días en caldo Czapek, no difieren al tiempo de 4 días, tampoco se aprecia 

desarrollo del micelio vegetativo.  
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Figura 28. Medio Czapek caldo, inoculado con T. harzianum, conteniendo las fracciones de 

fibra vegetal, e incubado durante 4 días (25°C, luz constante). De izquierda a derecha 

corresponde: control, PB, RIA y Cel-KOH. 

 

Figura 29. Medio Vogel’s caldo, inoculado con T. harzianum, conteniendo las fracciones de 

fibra vegetal, e incubado durante 4 días (25°C, luz constante) (izquierda) y medio Vogel’s 

caldo para muestra de fracción de fibra vegetal RIA (derecha). 

 

Adicionalmente, en la Fig. 29, se puede observar detalladamente la adherencia 

del hongo a la fibra vegetal en la parte superior del medio. El moho desarrollado presenta en su 

superficie expuesta al aire, una pigmentación de color verde-blanquecino, correspondiente a la 
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formación de conidios, con una apariencia aterciopelada y coincidente con lo observado 

anteriormente en las muestras con medio de cultivo agar Vogel’s.  simismo, las muestras de 

PB mostraron un desarrollo del moho similar, apreciándose menor densidad en las muestras 

con Cel-KOH y control (imágenes no reportadas).  

En aquellas muestras con caldo de Vogel’s (7 días, 25°C, luz), si bien se pudo 

apreciar el crecimiento del hongo, los resultados no presentan diferencias con respecto al tiempo 

de incubación de 4 días, apreciables a simple vista. 

6.4.1. Recuento de esporas producidas por el moho incubado en los 

                     ’  

Se aprecia que la mayor concentración de esporas corresponde a las fracciones 

de PB y RIA, con valores similares que rondaron los ≈1,60x106 esporas/ml para el tiempo de 

incubación de 4 días. Mientras que Cel-KOH arrojó valores de tres órdenes de magnitud menor 

(Anexo A, ver Tabla VIII). Por otro lado, pudo apreciarse una disminución en la producción de 

esporas, conforme aumentaba el tiempo de incubación.  

En la Fig. 30A se puede ver que no hubo diferencias significativas (pv < 0,05) 

entre las muestras PB y RIA, con la mayor concentración de esporas, mientas que Cel-KOH no 

mostró un desarrollo de esporas significativo, siendo similar al obtenido para el control. Estas 

diferencias encontradas entre RIA y PB respecto al control y Cel-KOH, no fueron apercibidas 

al observar con el ojo desnudo los caldos incubados.   

 

Figura 30. Recuento de esporas de los tubos con caldo Czapek, con una concentración de 

fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p), incubadas por A) 4 días y B) 7 días. 
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Letras diferentes indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fracciones 

de fibras vegetales. 

 

Para el tiempo de incubación de 7 días, los resultados se muestran en la Fig. 30B. 

En este caso, nuevamente las muestras de PB y RIA arrojaron el mayor número de esporas/ml 

cercano a 5x105, mientras que el control y la muestra de Cel-KOH generaron una cantidad más 

baja y similar (≈ 4x104 esporas/ml). 

Finalmente, comparando ambos tiempos de incubación, se puede evidenciar que 

las fracciones de fibra vegetal de PB y RIA desarrollan mayor cantidad de esporas en dispersión 

en un periodo de 4 y 7 días, siendo para este último tiempo el cual el moho vegetativo pudo 

esporular en mayor cantidad de esporas.  

En cuanto a las muestras en medio Vogel’s caldo, se exponen los resultados 

obtenidos en el gráfico de la Fig. 31. Donde puede apreciarse que el mayor número de 

esporas/ml corresponde a las muestras PB, a un tiempo de incubación de 4 días, la cual arrojó 

un valor de 2,39(±0,40)x106 esporas/ml. Si bien el valor determinado para el tiempo de 7 días 

de incubación pareciera haber disminuido siendo de 1,70(±0,93)x105 esporas/ml, esta muestra 

se mantuvo entre las que generaron mayor cantidad de esporas, junto con el RIA 

(2,15(±0,50)x105 esporas/ml).  

 

Figura 31. Recuento de esporas de los tubos con caldo Vogel’s, con una concentración de 

fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 1,5% (p/p), incubadas por A) 4 días y B) 7 días. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fracciones 

de fibras vegetales. 
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Asimismo, se puede observar que el número de esporas tiende a disminuir a un 

mayor tiempo de incubación en todas las muestras (Fig. 31B), siendo Cel-KOH el que menor 

producción de esporas demostró para ambos tiempos de incubación junto con el control. Las 

muestras de PB y RIA demuestran un menor número de esporas, sin embargo, es mayor en un 

tiempo de 4 días (Fig. 31A). 

6.4.2. Evaluación de la acción enzimática  

6.4.2.1. Determinación del contenido de azúcares reductores 

Se determinó el contenido de azúcares reductores en las muestras incubadas en 

los caldos de cultivo Czapek y Vogel´s, mediante la técnica de Somogyi-Nelson, según lo 

detallado en el ítem 5.2.10.2.1. 

Para las muestras incubadas durante un tiempo de 4 días (Fig. 32A) se visualiza 

que la fibra PB presenta concentraciones elevadas de glucosa (2,01g/100g de PB), galactosa 

(2,40g/100g de PB) y arabinosa (3,38g/100g de PB). Realizando una comparación entre las 

fibras, RIA presenta una menor cantidad de los tres azúcares que PB. Con respecto a Cel-KOH, 

se obtuvo una menor liberación de AR, similar a las muestras controles de las fibras (Anexo B, 

ver Tabla XXXIX y Tabla XL). 

 

Figura 32. Contenido de azúcares reductores determinados en las muestras en caldo Czapek 

con 1,5% (p/p) fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) (25°C, luz). A) 4 días; B) 7 días. 

 

Las muestras de controles de fibra a un tiempo igual a cero tienen una cantidad 

de AR pequeña, lo cual indica que los polisacáridos contenidos en las tres fracciones de fibras 



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 73 de 132 

no se descomponen en oligosacáridos reductores, al incubarse en el medio sin la acción del 

hongo (Anexo B).  

Por otro lado, para un tiempo de incubación de 7 días (Fig. 32B) se observa una 

disminución en la cantidad de glucosa y galactosa en todas las muestras, sin embargo, la 

cantidad de arabinosa aumenta para la fibra RIA (2,69g/100 g de RIA). La fracción de Cel-

KOH se mantiene en valores más bajos, siendo significativamente similar a los controles de las 

fracciones de fibra (Anexo B, Tabla XXXIX y XL). 

 

Para reflejar los resultados se puede describir una comparación entre lo obtenido 

ambos tiempos de incubación (4 y 7 días) para todos los AR estudiados, se determinó que 

respecto a la glucosa y galactosa no hay diferencias en las concentraciones obtenidas en las 

muestras (principalmente PB y RIA). En cambio, arabinosa a un tiempo de incubación de 4 días 

presenta una cantidad elevada para las muestras de PB, aunque en un tiempo de 7 días este valor 

disminuye, sin embargo, no ocurre lo mismo en RIA, el cual presenta valores mayores para 

arabinosa. Adicionalmente, la muestra de fracción Cel-KOH a un tiempo de 7 días presenta una 

mayor cantidad azúcares comparándolo con un tiempo de 4 días, pero resulta poco significativo, 

dado que se mantiene similar a los controles de las fibras. 

 

Lo que respecta a aquellas muestras con medio de cultivo caldo Vogel’s (4 y 7 

días, 25°C), se obtuvieron los resultados descriptos en la Fig. 33A-B. 

 

Figura 33. Contenido de azúcares reductores determinados en las muestras en caldo Vogel’s 

con 1,5% (p/p) fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) (25°C, luz). A) 4 días; B) 7 días. 
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Para un tiempo de 4 días (Fig. 33A) la muestra correspondiente a la fracción RIA 

presenta la mayor cantidad de glucosa (1,17g/100g de RIA), galactosa (1,40g/100g de RIA) y 

arabinosa (1,97g/100g de RIA), mientras que las muestras de PB y Cel-KOH exhiben 

concentraciones inferiores. Puntualmente, el PB está representado con una menor cantidad de 

los tres azúcares que Cel-KOH (Anexo B, Tabla XXXIX). 

Con respecto a un tiempo de 7 días (Fig. 33B), las concentraciones de los tres 

AR más representativas corresponden a las muestras de PB y RIA, siendo de menor medida 

Cel-KOH y los controles de fibras. Adicionalmente, se puede observar que durante este tiempo 

arabinosa aumenta en las muestras de PB (2,61g/100g de PB) y RIA (2,55g/100g de RIA), 

siendo el azúcar reductor con mayor cantidad frente a la comparación con glucosa y galactosa. 

Se observa, además, que aumentando el tiempo (7 días) la concentración de azúcares en las 

muestras de Cel-KOH disminuye notablemente realizando una comparación con el tiempo 

anterior (4 días). En cambio, las demás muestras (PB y RIA) presentan un aumento en la 

concentración de azúcares. 

6.4.2.2. Determinación de biomasa 

A partir de lo descripto en el ítem 5.2.10.2.2 se obtienen los siguientes 

resultados, considerando al peso de micelio tal como se describe en la Ec. 3.  

No se evidencian grandes diferencias entre las muestras de las fibras con Vogel’s 

y Czapek, ya que el peso de micelio resulta con valores promedio de 0,12g en las muestras con 

Czapek (4 y 7 días), mientras que para Vogel’s el promedio en las muestras es de 0,10g de 

micelio para 4 días de incubación y 0,18g de micelio para 7 días de incubación. No se 

consideran los controles porque no presentan biomasa (ver Tabla VI). 
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TABLA VI. Resultados correspondientes a la determinación de biomasa de las muestras en 

medios de cultivo caldo Czapek y Vogel’s (4 y 7 días, 25°C). 

Medio Tiempo de incubación Muestra Peso de micelio (g) 

Czapek 4 días 

Control 0,00(±0,00) 

PB 0,15(±0,05) 

RIA 0,13(±0,01) 

Cel-KOH 0,12(±0,01) 

Czapek 7 días 

Control 0,00(±0,00) 

PB 0,10(±0,01) 

RIA 0,10(±0,04) 

Cel-KOH 0,13(±0,01) 

Vogel's 4 días 

Control 0,00(±0,00) 

PB 0,12(±0,02) 

RIA 0,12(±0,01) 

Cel-KOH 0,13(±0,01) 

Vogel's 7 días 

Control 0,00(±0,00) 

PB 0,23(±0,02) 

RIA 0,19(±0,06) 

Cel-KOH 0,11(±0,13) 

6.5.  Determinación de la concentración óptima de fibra vegetal 

Durante esta etapa la concentración de fibra vegetal empleada fue de 2% (p/p) 

(2g de fibra cada 100g de caldo) inoculando con T. harzianum en medio de cultivo caldo 

Vogel’s y Czapek, a un tiempo de incubación de 4 y 7 días bajo luz artificial constante a 25°C.  

 dicionalmente, se inoculó la muestra en medio Vogel’s agar, a un tiempo de 

incubación de 4 días. La reproducción del hongo frente a estas condiciones es positiva, dado 

que se visualiza el moho vegetativo característico de este hongo, color verde blanquecino (Fig. 

34).   
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Figura 34. Placas de Petri con medio Vogel’s agar inoculado con las fracciones de fibras 

vegetal en una concentración de 2% (p/p) inoculada con Trichoderma harzianum durante un 

tiempo de 4 días (25°C) en condición de luminosidad. A) Control; B) PB; C) RIA; D) Cel-

KOH. 

 

Si bien se puede visualizar que en todas las muestras (Fig. 34A-D) hay desarrollo 

del micelio vegetativo, se evidencia macroscópicamente que la muestra con mayor densidad es 

la de PB (Fig. 34B). Asimismo, las placas de RIA y Cel-KOH presentan una menor densidad 

de esporulación. 

Por otro lado, la concentración de esporas de estas muestras está descripta en 

Fig. 35. No existe una cantidad de esporas diferente para las muestras de RIA, PB y control, 

pero sí para la muestra de Cel-KOH, que presenta un menor número de esporas. 
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Figura 35. Recuento de esporas realizado a partir de las placas con Vogel’s, con muestras 

incubadas durante 4 días con una concentración de fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 

2% (p/p). Letras diferentes indican diferencias significativas (pv < 0,5) entre las muestras de 

fracciones de fibras vegetales. 

 

La razón por la cual no se decide realizar esta prueba en un tiempo de incubación 

de 7 días está sujeto a que no es posible visualizar el efecto de desarrollo del hongo frente a la 

utilización de un medio agar Vogel’s, ya que el control presenta un desarrollo inclusive mayor 

a las muestras de PB, RIA y Cel-KOH. Dicho esto, se decide utilizar como metodología 

principal el medio de cultivo en estado líquido tanto para Czapek como para Vogel’s, lo que 

permitirá realizar un análisis cuantitativo (ítem 5.2.10.2) y posterior determinación de azúcares 

reductores (ítem 5.2.10.2.1).  

6.5.1.1. Evaluación de la acción enzimática de T. harzianum 

utilizando mayor cantidad de fibras como sustrato 

Siguiendo con lo descripto en el ítem 5.2.10.1 las muestras con una 

concentración de 2% (p/p) de fracción de fibra vegetal con medio de cultivo agar Vogel’s fueron 

expuestas a tinción de Rojo Congo. Partiendo de la técnica, las muestras no permiten apreciar 

el desarrollo enzimático, dado que no se visualiza macroscópicamente el halo de degradación 

característico (Fig. 36). Si bien en la Fig. 36A, apreciamos levemente un halo, se considera que 

por el diámetro de la colonia inicial no hubo crecimiento, ya que la diferencia es nula y no fue 

posible realizar el cálculo del CDC.  
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Figura 36. Placas de Petri con medio Vogel’s inoculado con las fracciones de fibras 

vegetal en una concentración de 2% (p/p) y Trichoderma harzianum durante 4 días de 

incubación (25°C, luz artificial), teñidas con Rojo Congo. A) Control; B) PB; C) RIA; D) 

Cel-KOH. 

6.5.1.2. Recuento de esporas producidas por T. harzianum al 

aumentar el contenido de fibras al 2% (p/p)  

Al igual que lo realizado en el ítem 6.4.1. Las muestras incubadas con medio de 

cultivo caldo Czapek durante 4 y 7 días fueron sometidas al recuento de esporas, cuyos 

resultados se pueden visualizar en Anexo A, Tabla X. 

 El número mayor de esporas corresponde a las muestras de RIA y PB en ambos 

tiempos (4 y 7 días), pero siendo las muestras de PB las cuales presentan mayor cantidad a los 

7 días (Fig. 37B). Durante este análisis se destaca que el tiempo es un parámetro importante, ya 

que el crecimiento es notable a una mayor cantidad de días en todas las muestras. 

En relación con las muestras incubadas durante 4 días, Fig. 37A, no se 

obtuvieron diferencias entre los resultados de las muestras del conjunto control y Cel-KOH, 

ambas con una cantidad de esporas considerablemente menor, comparándolas con el conjunto 

de muestras de PB y RIA, las cuales entre sí no presencias discrepancias.  
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Figura 37. Recuento de esporas de los tubos con caldo Czapek, con una concentración de 

fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 2% (p/p), incubadas por A) 4 días y B) 7 días. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fracciones 

de fibras vegetales. 

 

Si se realiza una comparación con el tiempo de incubación de 4 días, las muestras 

incubadas durante 7 días presentan número de esporas más elevado y sin diferencias 

significativas para PB y RIA. Por otra parte, el conjunto de control y Cel-KOH se mantiene 

similar, de acuerdo con lo que se representa en la Fig. 37B.  

Para aquellas muestras incubadas durante 4 y 7 días a una concentración de 2% 

(p/p) de fracción de fibra vegetal con medio de cultivo caldo Vogel’s (Fig. 38A-B) se realizó el 

recuento de esporas mediante cámara de Neubauer, los datos obtenidos se visualizan en el 

Anexo A, ver Tabla X. Durante una mayor cantidad de días incubando las muestras se aprecia 

un aumento el número de esporas. Las muestras de PB, 6,30(±0,30)x105 esporas/ml, y RIA, 

3,42(±0,20)x105 esporas/ml, se mantienen con un número elevado y no sufren disminución en 

el desarrollo, así como ocurre en la muestra de Cel-KOH, 1,96(±0,11)x105 esporas/ml.  
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Figura 38. Recuento de esporas de los tubos con caldo Vogel’s, con una concentración de 

fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) de 2% (p/p), incubadas por A) 4 días y B) 7 días. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras de fracciones 

de fibras vegetales. 

 

En cambio, y tal como se lo visualiza en la Fig. 38B, para lo incubado durante 7 

días, las muestras de PB y RIA no representan discrepancias relevantes, sin embargo, la muestra 

de RIA presenta 1,26(±0,08)x106 esporas/ml, mientras que PB 8,77(±2,50)x105 esporas/ml. 

Con respecto a la muestra de Cel-KOH y el control, el número de esporas aumenta levemente 

en este tiempo de incubación.  

6.5.1.3. Determinación del contenido de azúcares reductores 

Las muestras con medio de cultivo caldo Czapek fueron sometidas a la técnica 

de Somogyi-Nelson para determinación de azúcares (ítem 5.2.10.2.1).  

Aquellas muestras de incubadas durante un tiempo de 4 días se visualizan en la 

Fig. 39A. Se observa que el azúcar arabinosa es el que se encuentra en mayor concentración en 

todas las muestras, pero con un número más elevado en PB (2,05g de arabinosa/100g de PB) y 

RIA (1,96g de arabinosa/100g de RIA), mientras que no así para Cel-KOH (1,27g de 

arabinosa/100g de Cel-KOH). Los controles de las fibras se mantienen en un número bajo de 

azúcares sintetizados (Anexos B, ver Tabla XXXIX y XL).   
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Figura 39. Contenido de azúcares reductores determinados en las muestras en caldo Czapek 

con 2% (p/p) fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) (25°C, luz). A) 4 días; B) 7 días. 

 

Siguiendo con los ensayos, las muestras fueron incubadas a un tiempo de 7 días 

(Fig. 39B), los controles de las fibras no desarrollan una cantidad considerable de azúcares, 

comparándolo con lo obtenidos para las muestras de PB, RIA y Cel-KOH. La concentración de 

azúcares presenta, en general, valores levemente mayores en este tiempo, aunque es importante 

destacar que las muestras de Cel-KOH se ven favorecidas aumentando la concentración de 

azúcares. El azúcar arabinosa es sintetizado en mayor cantidad para todas las muestras, seguida 

por galactosa y, por último, glucosa.  

 

Por otro lado, las pruebas consiguientes utilizando medio de cultivo Vogel’s con 

una concentración de fibra de 2% (p/p) con un tiempo de incubación de 4 y 7 días se visualizan 

en la Fig. 40A-B. 

 

Figura 40. Contenido de azúcares reductores determinados en las muestras en caldo Vogel’s 

con 2% (p/p) fibras vegetales (PB, RIA y Cel-KOH) (25°C, luz). A) 4 días; B) 7 días. 
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Durante un tiempo de 4 días (Fig. 40A) se observa que arabinosa presenta una 

concentración elevada para todas las muestras, principalmente RIA, con un valor de 2,10g/100g 

de RIA. Los controles de las fibras se mantienen en concentraciones bajas de los azúcares, así 

como también la muestra de Cel-KOH (Anexos B, ver Tabla XXXIX y XL) 

Con respecto al tiempo de 7 días (Fig. 40B) se observa un incremento en la 

cantidad de azúcares sintetizados en las muestras de fracción PB, con resultados de 2,59g de 

arabinosa/100g de PB, 1,54g de glucosa/100g de PB y 1,85g de galactosa/100g de PB (Anexo 

B, ver Tabla XXXIX). Este resultado es comparable con lo ocurrido durante el uso de una 

concentración de 1,5% (p/p) (ítem 6.4.2.1), donde transcurrido un tiempo mayor de incubación 

la concentración de azúcares aumenta. Por otra parte, arabinosa se mantiene como el azúcar con 

mayor proporción frente a galactosa y glucosa. Las muestras de fracción RIA y Cel-KOH 

permiten un desarrollo menos favorable comparándolo con lo ocurrido para PB.  

6.5.1.4. Determinación de biomasa 

Teniendo en consideración los resultados obtenidos sobre la esporulación (ítem 

6.5.1.2) y la determinación de azúcares (ítem 6.5.1.3) empleando una concentración de 

fracciones de fibra vegetal de 2% (p/p), no fue relevante realizar la determinación de biomasa 

correspondiente a este ítem, dado que se demostró una disminución en la cantidad de esporas 

tanto para caldo Vogel’s como caldo Czapek, y así también en la concentración de azúcares 

reductores, utilizando un tiempo de incubación de 4 y 7 días. 

6.6.  Comparación del efecto sobre la síntesis enzimática del hongo, 

empleado fibra bacteriana  

6.6.1. Producción de la Kombucha 

A partir del proceso de fermentación y almacenamiento del hidrogel en frasco 

de vidrio cerrado (Fig. 41), se visualizaron características específicas en el tipo de técnica 

empleada para el cultivado (cultivo estático) (ítem 1.4.2), principalmente en su estructura de 

hidrogel. El hidrogel presenta un color marrón claro, atribuido al té utilizado y los restos de 

levadura adheridos. 
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Figura 41. Hidrogel de celulosa (CB), generado por el SCOBY durante la fermentación 

de té y elaboración de la bebida Kombucha. 

 

Durante este proceso de fermentación, el SCOBY duplica su tamaño por la 

disponibilidad de oxígeno disuelto que es otorgado por el medio de cultivo, resultando en la 

síntesis de celulosa (Pineda et al., 2012). 

6.6.2. Purificación del hidrogel 

Luego del lavado vigoroso del hidrogel bajo agua corriente y el primer 

tratamiento con una solución de NaOH 1M, el mismo cambió notablemente de color (Fig. 42B). 
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Figura 42. Hidrogel -CB- obtenido luego del proceso de fermentación. A) Hidrogel previo al 

tratamiento con NaOH, B) hidrogel luego del primer tratamiento con NaOH y posterior 

lavado con agua bidestilada, C) hidrogel luego del segundo tratamiento con NaOH y lavado 

con agua bidestilada, D) hidrogel purificado. 

 

Durante el segundo tratamiento con NaOH 1M, se pudo observar una pérdida de 

la coloración característica y restos de levadura, tal como se observa en Fig. 42C. Por último, y 

luego de medir la última agua de lavado y que llegase a un pH igual a 6,00, el hidrogel perdió 

coloración y restos de levadura (Fig. 42D). El hidrogel fue pesado en las distintas etapas, para 

llevar un control del rendimiento de este frente a cada tratamiento y lavado. Los resultados se 

describen en la Tabla VII.  

TABLA VII. Peso del hidrogel en cada etapa de purificación. 

Hidrogel Peso (g) 

Sin tratamiento con NaOH  430,00 

Luego del primer tratamiento con NaOH  458,90 

Luego del segundo tratamiento con NaOH  454,70 

Pulpa 430,64 

Luego de congelar 421,20 
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La disminución del peso del hidrogel frente a cada etapa se encuentra 

relacionada a los tratamientos realizados, ya que luego del segundo tratamiento con NaOH, se 

perdió parte de la muestra al ser manipulado para convertirlo en pulpa. A partir de lo obtenido, 

se procedió a realizar la liofilización (Fig. 43). 

 

Figura 43. CB liofilizada. 

 

Luego de la liofilización, la membrana resultó con una textura similar al papel, 

de color blanco y emplástico. Debido a su textura el mismo fue procesado con una ultra 

procesadora, que permitió obtenerlo en un tamaño similar de polvo para ser luego almacenado 

en frasco de vidrio y posteriormente esterilizado por calor húmedo.  

A partir de los parámetros fijados para las etapas (ítem 5.2.11), se prepararon los 

tubos con medio de cultivo caldo Vogel’s y Czapek con concentración de 2% (p/p) de celulosa 

bacteriana (Fig. 44). Realizando un análisis macroscópico de estos tubos, se puede ver que la 

textura de la CB absorbe parte del medio líquido, debido a la textura que presenta.  



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA PRODUCIDA POR 

TRICHODERMA SPP. SOBRE FIBRAS DE BRÁCTEAS DE MAÍZ PARA EL 

AISLAMIENTO DE BIOPOLÍMEROS Y COMPUESTOS ACTIVOS.      

Simmons, Nicole 

 

Página 86 de 132 

 

Figura 44. Medio de cultivo caldo Vogel’s y Czapek con CB inoculados con T. harzianum. 

6.6.3. Recuento de esporas producidas a partir del empleo de la CB 

como sustrato  

Los datos obtenidos para la CB incubada durante 7 días con caldo Czapek se 

pueden ver descriptos en la Fig. 45A. El control (medio y hongo) y la CB presentan diferencias 

significativas entre sí, siendo la cantidad de esporas desarrolladas levemente mayor para el 

control (3,23(±0,35)x104 esporas/ml), que para la muestra de CB (2,20(±0,46)x104 esporas/ml).  

En cambio, utilizando el medio de cultivo Vogel’s (Fig. 45B), la media mayor es la 

correspondiente a CB, y no así la del control. 

 

Figura 45. Recuento de esporas de los tubos con caldo A) Czapek y B) Vogel’s, con una 

concentración de CB de 2% (p/p), incubadas por 7 días. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (pv < 0,05) entre las muestras. 
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6.6.4. Determinación del contenido de azúcares reductores en medios 

con fibra de CB 

Partiendo de una comparación entre ambos medios de cultivo se puede observar 

en la Fig. 46A-B-C que en los tres azúcares empleados en el medio de cultivo Vogel’s caldo 

presenta una mayor proporción que en medio Czapek.  

 

Figura 46. Contenido de azúcares reductores determinados en las muestras en caldo Vogel’s 

y Czapek con una concentración de 2% (p/p) de CB (25°C, 7 días). A) Concentración de 

galactosa; B) Concentración de arabinosa; C) Concentración de glucosa. Letras diferentes 

indican diferencias significativas (pv < 0,05) entre las muestras. 

 

Si bien el medio de cultivo Vogel’s presenta un mayor desarrollo de azúcares, 

arabinosa presenta una concentración más elevada (0,12(±0,02)g de arabinosa/100 g de CB), 

mientras que para galactosa se obtuvo 0,08(±0,01)g de galactosa/100g de CB y, por último, una 

cantidad de 0,07(±0,01)g de glucosa/100g de CB. Mientras tanto, los azúcares con medio de 

cultivo Czapek caldo presentan resultados de 0,03(±0,02)g de arabinosa/100 g de CB, 

0,02(±0,01)g de galactosa/100 g de CB y 0,02(±0,01)g de glucosa/100 g de CB (Anexo B, ver 

Tabla XXXIX). 

7. Discusión y conclusiones 

En primera instancia, a partir de la etapa de inoculación del hongo en medio de 

PDA y Czapek en condiciones de incubación bajo oscuridad vs iluminación constante (ítem 

6.2), se evidencia que en oscuridad Trichoderma harzianum LMR1 en las placas de PDA no 
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creció, por lo que se decidió incubar con iluminación constante (24hs.) durante de 7 días, 25°C, 

lo que permitió visualizar desarrollo. Luego, se procedió a realizar las pruebas con medio de 

cultivo Czapek y al obtener crecimiento del microorganismo bajo exposición de luz artificial, 

se decide fijar este parámetro para los próximos ensayos. El crecimiento está determinado dado 

que el moho alcanzó su fase reproductiva al observarse la placa cubierta en su totalidad por 

micelio color verde. Si bien la luminiscencia no tiene efecto en la germinación y crecimiento, 

sí lo tiene sobre la etapa reproductiva asexual de esporulación. Trichoderma spp. durante la 

exposición a la luz produce conidios de manera constante y más resistentes, ya que la oscuridad 

inhibe la conidiogénesis (Vasquez-Cárdenas, 2010). Adicionalmente, se realizó un análisis de 

la viabilidad de las esporas que permitió asegurarse que puedan germinar y desarrollarse 

durante la incubación en un medio de cultivo durante un tiempo y temperatura determinada.  

 

En cuanto al desarrollo de T. harzianum en los medios de cultivo seleccionados 

(ítem 6.3), se observó que utilizando una concentración de fibra vegetal de 1,5% (p/p) existe 

crecimiento en las placas con agar Vogel’s y Czapek. Con respecto a Vogel’s agar se puede 

destacar que las muestras de fibras PB, RIA y Cel-KOH presentan el mayor número de esporas, 

además de evidenciarse que a mayor tiempo de incubación (7 días), mayor es la esporulación 

(1,32x107, 1,35x107 y 1,48x107 esporas/ml, respectivamente) (Fig. 23). Posteriormente, se 

realizó la tinción con el reactivo Rojo Congo, este método es utilizado para medir la actividad 

celulolítica de microorganismos, mediante un análisis cualitativo. Fue posible visualizar un halo 

de degradación, determinado por una disminución en la coloración, producto de la actividad 

despolimerizante de la enzima endoglucanasa y provocado por la formación de un complejo 

que se produce entre el colorante Rojo Congo con las cadenas de celulosa, para las muestras de 

PB, RIA y Cel-KOH. Este resultado evidenció la acción enzimática del microorganismo 

inoculado. Además, permitió realizar el posterior cálculo del CDC, parámetro utilizado para 

evaluar la producción de celulasa por microorganismos en medios sólidos (ver Tabla V). 

Por otro lado, el medio Czapek agar reflejó un crecimiento de T. harzianum, 

aunque en menor concentración de esporulación que agar Vogel’s. Considerando los resultados 

del PB (2,75x106 esporas/ml) y RIA (1,37x106 esporas/ml) (7 días, 25°C) (Fig. 21), se puede 

inferir que en esta consistencia de medio de cultivo el hongo presenta un menor desarrollo. 
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Adicionalmente, empleando agar Czapek no fue posible medir el CDC, ya que si bien se 

visualizaron zonas decoloradas (producto de la degradación), no se estableció una correlación 

entre el diámetro degradativo y el diámetro inicial de la colonia (Fig. 24-25). No obstante, esta 

técnica es un parámetro útil para la determinación de la actividad de celulasa de 

microorganismos en medio sólido, ya que resulta una alternativa sencilla y eficaz para detectar 

la actividad enzimática del microorganismo de estudio (Coniglio et al., 2017 ; Diaz et al., 2020). 

 

Por los resultados hasta aquí obtenidos con relación a la esporulación y la 

actividad enzimática medida por el método cualitativo directo (tinción con Rojo Congo), 

Vogel’s agar sería el medio más adecuado para favorecer el desarrollo de Trichoderma 

harzianum y su actividad enzimática. Sin embargo, algunas evidencias descriptas en Rodriguez 

y Piñeros, (2007), mencionan que aquellos medios que presentan dentro de su composición 

química nitrato de sodio (NaNO3), como en la formulación del medio Czapek, benefician el 

crecimiento de Trichoderma spp. Esto se debe a que la gran mayor parte de los hongos 

filamentosos utilizan a los nitratos para producir amonio. En cambio, medios con fosfato no 

favorecen la actividad de las celulasas causando inhibición. El medio Vogel’s presenta en su 

composición fosfato dipotásico, el cual debe estar en bajas concentraciones (trazas) para 

producir conidios (Osorio-Concepción et al., 2013).  

 Consecuentemente, se realizaron pruebas con los medios de cultivo en su 

consistencia líquida, donde las muestras de PB y RIA presentan el mayor número de esporas 

tanto en Czapek (1,55x106 - 1,67x106 esporas/ml a los 4 días y 4,99x106  - 5,36x106 

esporas/ml a los 7 días, respectivamente) como para Vogel’s (2,39x106 – 6,60x105 esporas/ml 

a los 4 días y 1,70x106  - 2,15x106 esporas/ml a los 7 días, respectivamente) evidenciando que 

no hubo grandes diferencias (pv > 0,05) entre los valores del número de esporas para ambos 

medios, en ambos tiempos (4 y 7 días) (Anexo A, ver Tabla VIII). 

Mediante la determinación del contenido de azúcares reductores, se pudo 

apreciar en ambos medios de cultivo la liberación de monómeros de glucosa, galactosa y 

arabinosa en todas las muestras (Fig. 32-33). El azúcar reductor (AR) que se encontró en mayor 

concentración fue la arabinosa seguido por galactosa y glucosa, en proporciones muy similares 

tanto en la fibra de PB (1,46g de glucosa/100 g PB, 2,46g de arabinosa/100g de PB, 1,75g de 
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galactosa/100g de PB) como RIA (1,32g de glucosa/100 g RIA, 2,25g de arabinosa/100g de 

RIA, 1,58g de galactosa/100g de RIA). Por otro lado, y en menor medida, se liberaron AR en 

las muestras de Cel-KOH y en los controles de las fracciones de fibra, con valores cercanos a 

los 0,37g de glucosa, 0,45g de galactosa y 0,63g de arabinosa/100 g de fibras respectivamente 

(ítem 6.4.2.1). Las muestras controles permitieron evaluar si la fibra es degradada liberando 

azúcares reductores mediante algún otro mecanismo que no sea el accionar del hongo. Se pudo 

determinar en estas muestras una cantidad mínima de AR, presentándose en mayor proporción 

el control de PB en medio Vogel’s y Czapek, ya que esta fibra presenta en su composición 

química un 31% hidrosoluble, mientras que el 69% restante está constituido, principalmente, 

por un 85% de carbohidratos reductores y un 10,8% de proteínas. A su vez, de los carbohidratos 

reductores, un 29% corresponde a fructosa, un 48% a glucosa libre y el resto a sorbitol (ítem 

6.1).  

De igual modo, resulta importante destacar que la concentración de glucosa, 

galactosa y arabinosa es mayor utilizando el medio Czapek caldo en un tiempo de 4 días. No 

obstante, para el tiempo de incubación de 7 días pudo observarse una disminución en la 

concentración de glucosa y galactosa, lo que estaría indicando que el hongo posiblemente utiliza 

como sustrato a estos monómeros, a medida que son liberados al medio, para continuar su 

desarrollo. Por lo tanto, si el tiempo de incubación se extiende de 4 a 7 días, Trichoderma spp. 

seguirá consumiendo los AR, por lo que las concentraciones de estos disminuirán con el tiempo.  

Por otro lado, durante la determinación de biomasa se destaca que si bien las 

muestras no muestran diferencias significativas (pv > 0,05), el PB presenta un peso de micelio 

mayor que las demás fracciones (promedio de 0,125g de micelio para Czapek, 4 y 7 días; 

promedio de 0,175g de micelio para Vogel’s, 4 y 7 días) (ítem 6.4.2.2) cuyos resultados se 

condicen con lo obtenido en el recuento de esporas y determinación de AR. 

 

Hasta aquí, es posible concluir que para el desarrollo de Trichoderma 

harzianum, utilizando las fracciones de fibra vegetal como sustrato en una concentración de 

1,5% (p/p), los parámetros de incubación que favorecen la generación de enzimas celulolíticas 

son: el empleo de luz artificial, temperatura de 25°C, durante un tiempo de 4 días, empleando 

el medio de cultivo Czapek en su consistencia líquida. 
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Adicionalmente, se estudió el empleo de una mayor concentración de fracción 

de fibra vegetal (2% p/p) bajo las mismas condiciones de incubación mencionadas (ítem 

5.2.11). Se pudo visualizar que utilizando Vogel’s caldo el mayor número de esporas se obtuvo 

a los 7 días de incubación (en promedio para todas las fracciones de fibras vegetal: 6,54x105 

esporas/ml). Sin embargo, comparando con la concentración de 1,5% (p/p), se observó que el 

hongo presenta una menor esporulación dado que se obtuvo a menor concentración. Es decir 

que, al emplear una mayor concentración de fibra vegetal, se obtuvo menor concentración de 

esporas. Se pudo ver que lo mismo ocurre utilizando Czapek caldo. Si bien el PB y RIA 

presentaron el mayor número de esporas, se obtuvo la mayor esporulación en la menor 

concentración de fibra vegetal (ítem 6.5.1.2). 

Lo mencionado con respecto a la esporulación, se condice con lo obtenido 

durante la determinación de azúcares reductores. Donde se presenta una disminución en las 

concentraciones de los AR utilizando la concentración del 2% (p/p) a los 4 días de incubación 

(ítem 6.5.1.3).  

Por lo tanto, para lo que respecta a las distintas fracciones de fibra de las brácteas 

de maíz (Zea Mays) PB, RIA y Cel-KOH, se destaca que el PB no presenta ningún tratamiento 

químico que podría estar interfiriendo en el desarrollo del microorganismo y posterior 

liberación de azúcares reductores. La composición química del PB presenta azúcares libres 

como glucosa, sorbitol, fructosa y proteínas (ítem 6.1) que son aprovechados por Trichoderma 

harzianum para su crecimiento (Maciel Pérez, 2015; Garay Hernández y Peña, 2018). Esto se 

ve reflejado en la cantidad de esporas obtenidas utilizando los medios de cultivo propuestos, y, 

además, la secreción de enzimas fue elevada, reflejado en la concentración de AR liberados, al 

degradar los biopolímeros contenidos en las fibras. 

En contra parte, la fracción de fibra vegetal RIA, la cual presenta una tendencia 

a favorecer la acción enzimática sin grandes diferencias con el PB (pv > 0,05), su composición 

química es de principalmente polisacáridos de hemicelulosa (xilosa ramificada con arabinosa), 

y en menor proporción celulosa y lignina. Lo que sugiere ser un buen sustrato a la hora de 

favorecer el desarrollo de Trichoderma harzianum y liberar enzimas (Garay Hernández y Peña, 
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2018). Sin embargo, al presentar un tratamiento con etanol presenta costos y tiempos requeridos 

adicionales para su obtención. 

Por último, la fracción de fibra vegetal Cel-KOH presentó una baja esporulación, 

lo que se condice con una baja eficiencia de secreción de enzimas que presenta. Si bien los 

tratamientos alcalinos demostraron ser la forma más efectiva para eliminar y solubilizar, 

hemicelulosa y pectina, la fracción de fibra vegetal Cel-KOH presenta una problemática frente 

al desarrollo de esporas y obtención de azúcares reductores. Los tratamientos químicos, como 

en este caso con KOH, podrían inhibir el desarrollo de Trichoderma harzianum y, por lo tanto, 

tener un efecto negativo sobre la producción enzimática. Elevadas concentraciones de iones de 

potasio inhiben la esporulación disminuyendo la presión osmótica de la célula lo que conlleva 

a una disminución de la esporulación fúngica (Rodriguez y Piñeros, 2007 ; Simkovic et al., 

2008).  

Esta problemática podría utilizarse como objeto de nuevas investigaciones, 

donde se propondría utilizar otro tratamiento químico para la fracción de fibra vegetal logrando 

la extracción eficiente de hemicelulosa, como con hidróxido de sodio (NaOH), el cual ha sido 

ampliamente aplicado en desacoplar la pared celular vegetal disolviendo los distintos 

biopolímeros y componentes de poco interés. Se deberá tener en cuenta que algunos autores 

como Hartmann et al., (2005) detallan que un tratamiento con una solución de hidróxido de 

sodio podría disminuir la cantidad disponible de hemicelulosa, como AX (Simkovic et al., 2008 

; Bernhardt, 2014), aunque esta solución podría generar un aumento significativo en el 

desarrollo del hongo (Trd et al,. 2019 ; Rodríguez y Piñeros, 2007).  

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos y considerando los tiempos y 

costos del procesamiento, la fracción de fibra vegetal molida (PB) sería el sustrato más 

apropiado. No presenta ningún tratamiento químico adicional, y es la fracción de fibra a partir 

de la cual T. harzianum generó la mayor esporulación y actividad enzimática. Adicionalmente, 

arabinosa representa el monómero con mayor concentración, consecuencia del alto contenido 

de hemicelulosa que presenta esta fracción de fibra y a que T. harzianum utiliza a la glucosa y 

galactosa como nutriente para su desarrollo. 
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En cuanto a los resultados obtenidos durante la etapa comparativa del efecto 

sobre la síntesis enzimática del hongo, empleado fibra bacteriana (CB), se evidenció un número 

de esporas mayor en las muestras con el medio de cultivo Vogel’s que Czapek (ítem 6.6.3). No 

obstante, el recuento para ambos medios es aún menor que lo obtenido para las muestras de 

fibras vegetales. Asimismo, la concentración de AR determinada fue menor que utilizando 

cualquiera de los sustratos de fibra vegetal. Esto implicaría que la celulosa de origen bacteriano 

no permite una síntesis enzimática favorable, siendo preferente entonces la fibra de origen 

vegetal.  

Cabe mencionar que, durante la incubación en los medios líquidos, el hidrogel 

de CB absorbió el volumen del caldo, inhibiendo el desarrollo de Trichoderma harzianum, 

posiblemente mediante la inmovilización de los nutrientes, simulando una situación análoga a 

la incubación en un medio sólido tipo agar. De todos modos, el hongo pudo desarrollarse y 

crecer, dado que se evidenció esto en el recuento de esporas, por lo que no se descarta la 

utilización de este tipo de fibra como sustrato para la síntesis enzimática, para lo que se deberá 

profundizar el estudio empleando una proporción mayor de medio liquido con relación a la CB.  

Además de los resultados obtenidos, se puede destacar que, si bien la CB 

presenta un gran potencial como uso alternativo a la celulosa vegetal, se debe tener en cuenta 

que sus elevados costos y problemáticas de escalado en procesos de fabricación resultaría poco 

útil frente a la utilización en la industria (Carreño Pineda et al., 2012). 

 

A modo de resumen, se puede afirmar que la mayor esporulación, peso de 

micelio obtenido y concentración de AR se da en aquellas muestras con una concentración de 

fibra vegetal de 1,5% (p/p), principalmente el PB, inoculadas con Trichoderma harzianum 

LMR1, en medio de cultivo caldo Czapek a una temperatura de 25°C durante 4 días de 

incubación bajo luz artificial constante. 

 

A partir de esta investigación, es posible profundizar alternativas que podrían 

generar resultados prometedores para la hipótesis propuesta que postula optimizar los 

parámetros para la manipulación del hongo T. harzianum y así lograr una mayor generación 

de enzimas. Si bien T. harzianum presenta la capacidad de colonizar y adaptarse a varios tipos 
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de sustratos en condiciones controladas y producir elevadas cantidades de enzimas (Hernández-

Melchor et al., 2019), puede suplantarse por otros hongos como Aspergillus niger, Aspergillus 

oryzae, Trichoderma reesei y Trichoderma viride que presentan características similares 

permitiendo aplicar los parámetros optimizados y así extraer biopolímeros a partir de dichas 

fracciones de fibras vegetales. El potencial celulolítico que presentan estos microorganismos y 

los múltiples estudios que existen actualmente evidencian lo eficiente que son como 

productores de enzimas, principalmente de celulasa (Diaz et al., 2020).  

 

Por otra parte, si bien Czapek permite obtener resultados elevados de 

esporulación y concentración de azúcares, se propone realizar distintas pruebas con otros 

medios de cultivo en estado líquido como aquellos que contienen celulosa y extractos de 

levadura o medios minerales como el  andel’s. Es importante destacar que se debe estudiar la 

posible presencia de compuestos químicos inhibidores que podrían llegar a afectar la 

producción de enzimas (Hernandez-Menchor et al., 2019). 

 

Realizando una breve mención a las técnicas aplicadas a lo largo del proyecto, 

como la tinción con Rojo Congo, si bien el método cualitativo directo es sencillo y eficaz, se 

propone utilizar como método posterior el correspondiente a agar carboximetilcelulosa (CMC), 

el cuál es semicuantitativo y permite, a partir de los resultados de las placas obtenidas luego de 

ser teñidas con Rojo Congo, reactivarlas con agar CMC, potenciando el halo de degradación a 

partir de la capacidad que tiene el reactivo en adherirse a la carboximetilcelulosa (Rodriguez y 

Llenque, 2016 ; Alma et al., 2010). 

Por otra parte, se destaca que la determinación de biomasa presenta algunas 

limitaciones vinculadas a la relación física entre la biomasa del hongo y el sustrato empleado, 

a pesar de ello, se podría favorecer este proceso empleado técnicas gravimétricas (Pérez et al., 

2016). 

 

Planteando un beneficio frente a la economía circular, que representa un modelo 

de producción y consumo que implica, entre otras cosas, reutilizar, reparar y reciclar materiales 

y/o productos existentes dentro de un ciclo de utilización para darle valor agregado y 
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extendiendo la vida de estos, se propone reducir la presión sobre el medio ambiente utilizando 

biomasa vegetal, como residuos lignocelulósicos. Se destaca que en primera instancia se deberá 

realizar la producción de la biomasa, su cosecha y recolección, y posteriores tratamientos para 

obtener los componentes de interés como la celulosa y la hemicelulosa (Tinoco y Serrano, 

2021). Asimismo, será necesario profundizar la utilización de tratamientos alcalinos a fin de 

minimizar la utilización de químicos agresivos para el medio ambiente y, adicionalmente, 

desarrollar nuevas metodologías que pueden resultar rentables a escala industrial. 

 

A partir de esto, se puede concluir que las fracciones de fibra vegetal utilizadas 

como sustrato para generar enzimas celulolíticas de Trichoderma harzianum con la utilidad de 

extraer biopolímeros y compuestos bioactivos, son una alternativa a los métodos enzimáticos 

convencionales que pueden resultar costosos, dado a los tratamientos y largos tiempos de 

proceso. El objetivo de obtener un desarrollo del moho para generar la mayor actividad 

enzimática, relacionada a la cantidad de esporas producidas y la medición de la cantidad de 

azúcares reductores liberados, permite revalorizar este residuo con gran importancia por ser 

fuente de biopolímeros de interés en la industria alimenticia. La reducción del volumen de 

residuos lignocelulósicos que se propone tiene como consecuencia la disminución de 

problemáticas comunes de gestión de desechos y elección de medidas para protección del medio 

ambiente con la finalidad de contrarrestar efectos negativos como los GEI (Bernhardt, 2014 ; 

Salvador-Pinos et al., 2018).  
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9. Anexos 

A. Recuento de esporas en las etapas desarrolladas 

TABLA VIII. Resultados correspondientes al recuento de esporas sobre el control y las 

muestras de fibras vegetales PB, RIA y Cel-K H (1,5% p/p), en caldo Czapek y Vogel’s (4 y 

7 días, 25°C, luz). 

Medio  Tipo de Medio  Tiempo de incubación  Muestra Número total de esporas (esporas/ml) 

Czapek Caldo 

4 días 

Control 4,47(±2,11)x104  

PB 1,55(±0,26)x106 

RIA 1,67(±0,92)x106  

Cel-KOH 5,73(±1,60)x104 

7 días 

Control 4,10(±0,95)x104  

PB 4,99(±1,02)x105 

RIA 5,36(±4,00)x105  

Cel-KOH 4,57(±1,14)x104  

Vogel's Caldo 

4 días 

Control 2,80(±0,54)x105  

PB 2,39(±0,40)x106 

RIA 6,60(±3,05)x105 

Cel-KOH 2,64(±0,34)x105  

7 días 

Control 3,47(±0,83)x104  

PB 1,70(±0,93)x105 

RIA 2,15(±0,50)x105 

Cel-KOH 9,03(±1,52)x104 

TABLA IX. Resultados correspondientes al recuento de esporas sobre el control y las 

muestras de fibras vegetales PB, RIA y Cel-K H (1,5% p/p), en agar Czapek y Vogel’s (4 y 7 

días, 25°C, luz). 

Medio  Tipo de medio Tiempo de incubación  Muestra Número de esporas (esporas/ml) 

Czapek 

 

 

 

 

Agar 

4 días 

Control 4,97(±1,70)x104 

PB 1,02(±0,15)x106 

RIA 2,87(±0,85)x105  

Cel-KOH 1,75(±0,58)x105 

7 días 

Control 5,86(±3,25)x104 

PB 2,75(±0,29)x106  

RIA 1,37(±0,64)x106  

Cel-KOH 3,46(±0,28)x105 

Vogel's 

 

 

 

4 días 

Control 6,70(±0,17)x105 

PB 3,93(±0,12)x105 

RIA 3,97(±0,05)x105  
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Agar 

Cel-KOH 3,37(±0,71)x104 

7 días 

Control 3,58(±0,77)x107 

PB 1,32(±0,36)x107 

RIA 1,35(±0,63)x107 

Cel-KOH 1,48(±0,09)x107 

TABLA X. Resultados correspondientes al recuento de esporas sobre el control y las 

muestras de fibras vegetales PB, RIA y Cel-KOH (2% p/p), en caldo Czapek y Vogel’s (4 y 7 

días, 25°C, luz). 

Medio de cultivo  Tipo de Medio  Tiempo de incubación  Muestra Número de esporas (esporas/ml) 

Czapek Caldo 

4 días 

Control 1,50(±0,79)x104 

PB 2,39(±0,85)x105 

RIA 3,15(±0,73)x105 

Cel-KOH 2,43(±0,13)x104 

7 días 

Control 2,13(±0,42)x104 

PB 8,07(±3,78)x105 

RIA 5,53(±3,53)x105 

Cel-KOH 5,30(±1,49)x104  

Vogel’s Caldo 

4 días 

Control 1,64(±029)x105 

PB 6,30(±0,30)x105  

RIA 3,42(±0,20)x105 

Cel-KOH 1,96(±0,11)x105 

7 días 

Control 3,19(±0,56)x105 

PB 8,77(±2,49)x105 

RIA 1,26(±0,89)x106 

Cel-KOH 1,56(±0,30)x105 

I. Análisis estadístico de los resultados 

Con los datos obtenidos a partir del recuento, se procedió a realizar la evaluación 

de los supuestos del análisis estadístico ANOVA, considerando muestras aleatorias y escala de 

la variable de al menos un intervalo. 

TABLA XI. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo agar Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 

25°C, luz).  
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TABLA XII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio agar Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

TABLA XIII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 

25°C). 

 

TABLA XIV. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 
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TABLA XV. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo agar Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 

25°C). 

 

TABLA XVI. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio agar Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XVII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 

25°C). 

  

TABLA XVIII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XIX. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo agar Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 

25°C). 

 

TABLA XX. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio agar Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

TABLA XXI. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 

días, 25°C). 

 

TABLA XXII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio agar Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 
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TABLA XXIII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo agar Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% 

(p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XXIV. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio agar Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XXV. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 

días, 25°C). 

 

TABLA XXVI. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XXVII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) 

(4 días, 25°C). 

 

TABLA XXVIII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

TABLA XXIX. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) 

(7 días, 25°C). 

 

TABLA XXX. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XXXI. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) 

(4 días, 25°C). 

 

TABLA XXXII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

TABLA XXXIII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) 

(7 días, 25°C). 

 

TABLA XXXIV. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s con una cc de fibra vegetal de 2% (p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XXXV. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de celulosa bacteriana de 

2% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XXXVI. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s con cc de celulosa bacteriana de 2% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XXXVII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de celulosa bacteriana de 

2% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

TABLA XXXVIII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas 

con medio caldo Czapek con cc de celulosa bacteriana de 2% (p/p) (7 días, 25°C). 
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B. Determinación de azúcares reductores 

I. Resultados obtenidos para los parámetros propuestos 

TABLA XXXIX. Cc de azúcares reductores obtenidas en fracciones de fibra vegetal con cc 

de 1,5% y 2% (p/p) y CB (2% p/p) en medio de cultivo caldo Vogel’s y Czapek a un tiempo 

de incubación de 4 y 7 días. 

Medio Tiempo incubación Cc de fibra Muestra Glucosa (g/100g muestra) Arabinosa (g/100g muestra) Galactosa (g/100g muestra) 

Czapek 4 días 

0,15 PB 2,01 (±0,71) 3,38 (±1,19) 2,40 (±0,85) 

0,15 RIA 0,99 (±0,30) 1,67 (±0,51) 1,19 (±0,36) 

0,15 Cel-KOH 0,10 (±0,09) 0,17 (±0,16) 0,12 (±0,11) 

Czapek 7 días 

0,15 PB 1,71 (±0,11) 2,87 (±0,09) 2,04 (±0,13) 

0,15 RIA 1,60 (±0,05) 2,70 (±0,01) 1,92 (±0,07) 

0,15 Cel-KOH 0,17 (±0,00) 0,28 (±0,01) 0,20 (±0,01) 

Vogel's 4 días 

0,15 PB 0,58 (±0,48) 0,98 (±0,81) 0,70 (±0,58) 

0,15 RIA 1,17 (±0,23) 1,97 (±0,40) 1,40 (±0,28) 

0,15 Cel-KOH 0,76 (±0,09) 1,28 (±0,15) 0,91 (±0,11) 

Vogel's 7 días 

0,15 PB 1,55 (±0,05) 2,62 (±0,09) 1,86 (±0,07) 

0,15 RIA 1,52 (±0,08) 2,56 (±0,13) 1,82 (±0,09) 

0,15 Cel-KOH 0,47 (±0,30) 0,80 (±0,51) 0,57 (±0,36) 

Czapek 4 días 

0,2 PB 1,21 (±0,04) 2,04 (±0,07) 1,45 (±0,05) 

0,2 RIA 1,16 (±0,13) 1,95 (±0,21) 1,38 (±0,15) 

0,2 Cel-KOH 0,76 (±0,54) 1,28 (±0,91) 0,91 (±0,65) 

Czapek 7 días 

0,2 PB 1,15 (±0,04) 1,93 (±0,07) 1,37 (±0,05) 

0,2 RIA 1,16 (±0,02) 1,96 (±0,04) 1,39 (±0,03) 

0,2 Cel-KOH 1,02 (±0,06) 1,72 (±0,09) 1,22 (±0,07) 

Vogel's 4 días 

0,2 PB 0,80 (±0,60) 1,35 (±1,00) 0,96 (±0,71) 

0,2 RIA 1,25 (±0,09) 2,10 (±0,15) 1,49 (±0,11) 

0,2 Cel-KOH 0,61 (±0,36) 1,03 (±0,61) 0,73 (±0,44) 

Vogel's 7 días 

0,2 PB 1,54 (±0,61) 2,59 (±1,02) 1,84 (±0,73) 

0,2 RIA 1,14 (±0,06) 1,92 (±0,09) 1,36 (±0,07) 

0,2 Cel-KOH 0,36 (±0,23) 0,60 (±0,38) 0,43 (±0,27) 

Czapek 7 días 0,2 CB 0,04 (±0,02) 0,07 (±0,03) 0,04 (±0,02) 

Vogel’s 7 días 0,2 CB 0,14 (±0,02) 0,24 (±0,03) 0,17 (±0,02) 

  

TABLA XL. Cc de azúcares reductores obtenidas en control de fracciones de fibra vegetal 

(PB, RIA y Cel-K H) con cc de 1,5% y 2% (p/p) en medio de cultivo caldo Vogel’s y 

Czapek a un tiempo de incubación de 0 días. 
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Medio 
Tiempo 

incubación 
Cc de fibra Muestra Glucosa (g/100g muestra) Arabinosa (g/100g muestra) Galactosa (g/100g muestra) 

Vogel's 0 días 0,15 

Control PB 0,46 (±0,06) 0,77 (±0,11) 0,55 (±0,08) 

Control RIA 0,23 (±0,06) 0,40 (±0,11) 0,28 (±0,08) 

Control Cel-KOH 0,23 (±0,02) 0,39 (±0,04) 0,27 (±0,03) 

Vogel's 0 días 0,2 

Control PB 0,41 (±0,01) 0,69 (±0,02) 0,49 (±0,01) 

Control RIA 0,22 (±0,05) 0,37 (±0,08) 0,26 (±0,06) 

Control Cel-KOH 0,28 (±0,02) 0,46 (±0,03) 0,33 (±0,02) 

Czapek 0 días 0,15 

Control PB 0,25 (±0,01) 0,42 (±0,02) 0,30 (±0,02) 

Control RIA 0,15 (±0,01) 0,25 (±0,01) 0,18 (±0,01) 

Control Cel-KOH 0,20 (±0,01) 0,34 (±0,02) 0,24 (±0,02) 

Czapek 0 días 0,2 

Control PB 0,35 (±0,04) 0,59 (±0,06) 0,42 (±0,04) 

Control RIA 0,19 (±0,03) 0,31 (±0,04) 0,22 (±0,03) 

Control Cel-KOH 0,27 (±0,01) 0,45 (±0,02) 0,32 (±0,01) 

 

II. Análisis estadísticos de los resultados 

Con los datos obtenidos a partir del recuento, se procedió a realizar la evaluación 

de los supuestos del análisis estadístico ANOVA, considerando muestras aleatorias y escala de 

la variable de al menos un intervalo. 
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TABLA XLI. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibras vegetales de 1,5% (p/p) (4 

días, 25°C). 

 

 

TABLA XLII. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

 

TABLA XLIII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibras vegetales de 1,5% 

(p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XLIV. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas 

con medio caldo Czapek con cc de fibra vegetal de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C). 

 

 

TABLA XLV. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibras vegetales de 1,5% (p/p) (4 

días, 25°C). 
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TABLA XLVI. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas 

con medio caldo Czapek con cc de fibras vegetales de 1,5% (p/p) (4 días, 25°C). 

 

TABLA XLVII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las 

muestras incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibras vegetales de 1,5% 

(p/p) (7 días, 25°C). 
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TABLA XLVIII. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas 

con medio caldo Vogel’s con cc de fibras vegetales de 1,5% (p/p) (7 días, 25°C) 

.  

TABLA XLIX. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (4 

días, 25°C). 

 

 

TABLA L. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (4 días, 25°C) 
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TABLA LI. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Czapek con una cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (7 

días, 25°C). 
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TABLA LII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (7 días, 25°C) 

 

TABLA LIII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (4 

días, 25°C). 
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TABLA LIV. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s con cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (4 días, 25°C) 

 

TABLA LV. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s con una cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (7 

días, 25°C). 

 

 

TABLA LVI. Resultados luego de ANOVA no paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Czapek con cc de fibras vegetales de 2% (p/p) (7 días, 25°C) 
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TABLA LVII. Evaluación del supuesto de normalidad y homocedasticidad para las muestras 

incubadas en medio de cultivo caldo Vogel’s y Czapek con una cc de CB de 2% (p/p) (7 días, 

25°C). 

 

 

TABLA LVIII. Resultados luego de ANOVA paramétrica para las muestras incubadas con 

medio caldo Vogel’s y Czapek con una cc de CB de 2% (p/p) (7 días, 25°C). 
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