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RESUMEN

Trichoderma es un hongo cosmopolita cuya importancia radica en su capacidad de adaptacién
y produccion de metabolitos, como enzimas, compuestos promotores de crecimiento vegetal, y
compuestos volatiles, entre otros, de interés biotecnologico y ambiental. Este género es utilizado
como agente de biocontrol contra hongos fitopatégenos debido a sus multiples mecanismos de
accion, destacando la antibiosis, el micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes, y la
produccion de metabolitos secundarios. Varias especies de Trichoderma se han utilizado en sistemas
acoplados de fermentacion en sustratos sélidos o cultivos sumergidos, para degradar residuos
lignoceluldsicos y para generar energias alternativas como etanol. Los biorreactores como sistemas
de fermentacion optimizan las condiciones del cultivo para favorecer la generacion de biomasa y
metabolitos. Por lo anterior, el presente trabajo recopila informacién de los avances recientes del
uso de Trichoderma en sistemas de produccion y generacion de subproductos de importancia para la
agricultura y la biotecnologia.

Palabras clave: biocontrol, bioprocesos, biorreactores, subproductos fingicos
ABSTRACT

Trichoderma is a cosmopolitan fungus, which has the ability to adapt and produce metabolites
such as enzymes, plant growth promoting compounds, and volatile compounds of biotechnological
and environmental interest. This genus is used as a biocontrol agent against phytopathogenic fungi
due to multiple mechanisms of action such as antibiosis, mycoparasitism, competition for space
and nutrients, and the production of secondary metabolites. Likewise, several Trichoderma species
have been used in coupled systems of fermentation in solid substrates or submerged cultures, to
degrade lignocellulosic residues and to generate alternative energies such as ethanol. Bioreactors
as fermentation systems optimize the cultural conditions to favor the generation of biomass and
metabolites. Therefore, the present work reviews recent reports on the use of Trichoderma in systems
for producing and generating important byproducts for agriculture and biotechnology.
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INTRODUCCION

La agricultura ha proporcionado una fuente
de alimento confiable para la poblaciéon mundial;
su importancia se ha reflejado en el movimiento
intercultural de cultivos y razas ganaderas a lo
largo de la historia, revolucionando las dietas
y ayudando a reducir la pobreza (FAO, 2014).
La seguridad alimentaria mundial es de gran
importancia, por lo que un incremento de la
inversion para investigacion y desarrollo agricola
es necesario para aumentar la productividad
de las granjas del mundo, especialmente en los
paises en desarrollo (Fuglie, 2016). A pesar de los
esfuerzos en mejorar la economia agricola y los
sistemas de cultivo, se han presentado diversos
problemas en la agricultura convencional y
urbana, relacionados con el déficit de agua por
la sobreexplotaciéon de los mantos acuiferos,
una creciente proliferacion de plagas resistentes
a insumos quimicos, y la prohibicion del uso de
agroquimicos para su control (Dieleman, 2016).

América Latina, considerada una region
rica en recursos renovables y no renovables, ha
presentado problemas en los cultivos debido
a sistemas agricolas ineficientes, y a la limitada
disponibilidad de nutrientes del suelo; por
ello la aplicacién de la biotecnologia agricola
representa grandes beneficios para solucionar
dichas problematicas (Barragan-Ocana y del-
Valle-Rivera, 2016). El nitrogeno (N) es un claro
ejemplo de nutriente con mayor déficit en los
campos agricolas, por lo que se han buscado
estrategias para suministrarlo en los sistemas
de cultivo, con uso de fertilizantes inorganicos,
estiércoles, y residuos de cosechas como abono o
abonos verdes; sin embargo, el uso de fertilizantes
quimicos tiene ventajas y a la vez limitaciones,
relacionadas con su costo y con la induccion
de salinidad en el suelo por un uso excesivo
(Komarek et al., 2017). Mas aun, la agricultura
moderna se ha vuelto dependiente del uso de
plaguicidas quimicos para controlar organismos
fitopatdgenos, lo cual ha provocado resistencia en
las plagas, cambios en la diversidad microbiana
edafica, y contaminacion ambiental (Chen et al.,
2016).

El creciente dafio ambiental generado por el
uso de sustancias quimicas para el control de
enfermedades en las plantas, ha motivado el uso
de alternativas biologicas, como es el caso de
Trichoderma, el cual es un género fungico de la
rizosfera considerado simbionte oportunista de
plantas, que es capaz de producir elicitores que
inducen la defensa vegetal contra patdgenos e
insectos, ayudan a la solubilizacion de fésforo,
y propician la sintesis de sustancias promotoras
del crecimiento vegetal (Djonovic et al., 2007;

Hohmann et al., 2011). Trichoderma no solo se
ha caracterizado por su uso como bioinoculante
y como agente de biocontrol, sino también por
su capacidad de generar enzimas capaces de
degradar residuos orgéanicos sélidos, por lo que
puede coadyuvar en la mineralizacion y en la
reutilizacién de los residuos (Diorio et al., 2003;
Marques et al., 2017; Idris et al., 2017).

Importancia agricola del género Trichoderma
como agente de biocontrol

Las especies de Trichoderma predominan
en ecosistemas terrestres (bosques o suelos
agricolas), tienen bajo requerimiento nutrimental
pero relativamente amplio rango de temperatura
(25-30°C) para su crecimiento (Sandle, 2014).
Ademas, poseen alta adaptabilidad a condiciones
ecoldgicas y pueden crecer de manera saprofitica,
interactiian con animales y plantas (Zeilinger et
al.,, 2016), y se desarrollan en diversos sustratos,
lo cual facilita su produccién masiva para uso
en la agricultura (Ramos et al., 2008). Es por
ello que el estudio de la diversidad de especies
de Trichoderma en diversos habitats naturales,
permite ampliar el conocimiento sobre su aporte
biotecnologico, y su importancia ecologica y
agricola (Jaklitsch y Voglmayr, 2015; Torres-De la
Cruz et al., 2015).

Diversas especies de este género estan
asociadas con la rizésfera de plantas o pueden
relacionarse de manera endofitica, por lo que
pueden promover el crecimiento y desarrollo de
las plantas, mediante la produccién de auxinas
y giberelinas; también pueden producir acidos
organicos (glucdnico, fumadrico, y citrico) que
pueden disminuir el pH del suelo y propiciar
la solubilizacién de fosfatos, magnesio, hierro
y manganeso, los cuales son vitales para el
metabolismo vegetal (Torres-De la Cruz et al,
2015; Sharma et al., 2017). Ademas, este género
fangico es importante para las plantas, al
contribuir en el control de hongos fitopatdgenos,
ya que poseen propiedades micoparasitarias y
antibidticas, por lo que algunas especies han sido
catalogadas como excelentes agentes de control
bioldgico de hongos causantes de enfermedades
en diferentes plantas (Argumedo-Delira et
al., 2009). Este hongo toma nutrientes de los
hongos que parasita y de materiales organicos,
ayudando a su descomposicion, por lo cual las
incorporaciones de materia organica y compostas
favorecen su proliferacion (Ramos et al., 2008).

Las propiedades antagénicas de Trichoderma
hacia hongos patogenos se basan en la activacion
de multiples mecanismos que incluyen la
competencia por nutrientes y espacio, el
micoparasitismo, la antibiosis, la promocion del
crecimiento vegetal, e induccién de respuestas
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de defensa vegetal (de Aguiar et al, 2014;
Sandle 2014; Vargas-Hoyos y Gilchrist-Ramelli,
2015). Durante el proceso de micoparasitismo,
Trichoderma secreta enzimas que hidrolizan la
pared celular de los hongos que parasita, siendo
las mas conocidas las proteasas, las quitinasas
y las glucanasas (Marcello et al., 2010; Garcia-
Espejo et al., 2016), y provocan la retraccion de
la membrana plasmatica y la desorganizacion
del citoplasma. También inhiben la germinacién
de esporas y la elongacion del tubo germinativo
(Romero-Cortes et al., 2016).

El efecto de diversas especies de Trichoderma
sobre el biocontrol de enfermedades se ha
estudiado en cultivos de importancia agrondémica
como tomate (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza
sativa), maiz (Zea mays), trigo (Triticum sp.), entre
otros (Martinez et al., 2013; Dianez et al., 2016).
Al-Hazmi y Javeed (2016) estudiaron cuatro
concentraciones de inéculo de T. harzianum y T.
viride para el control de Meloidogyne javanica en
tomate, encontrando que las concentraciones
estudiadas suprimen la reproducciéon del
nematodo e incrementan el crecimiento de la
planta. Ademas, cabe destacar que no solo es
importante el agente de biocontrol utilizado,
sino también la forma de aplicacion del mismo.
Por ejemplo, de Aguiar et al. (2014) estudiaron
el antagonismo de Trichoderma spp. contra
Sclerotinia sclerotiorum en cultivos de tomate
hibrido Heinz 7155, destacando la aplicacion
del biofungicida mediante irrigacion por goteo,
favoreciendo el control de la enfermedad
y el aumento en el rendimiento de la fruta.
Charoenrak y Chamswarng (2016) estudiaron el
uso de T. asperellum 01-52 y CB-Pin-01 en cultivo
fresco y en forma de pellets, como agente de
biocontrol del agente causal de la enfermedad de
la decoloracién de semillas de arroz (O. sativa) en
Tailandia, encontrando que ambas formulaciones
incrementaron la altura de la planta, el nimero
de tallos, el peso de las semillas, y el rendimiento
total de arroz, en comparacién con el testigo no
tratado; ademads de disminuir la incidencia de la
enfermedad en las plantas.
Mineralizacion/biodegradacion de sustratos
organicos por Trichoderma

Trichoderma es un hongo metabdlicamente
versatil, capaz de utilizar un amplio rango de
biomasa vegetal, incluyendo oligosacaridos
como sucrosa, rafinosa y polisacaridos como
celulosa, inulina, quitina, pectina, y almidén
(Sandle, 2014); asi como sustratos mas complejos
como suero de leche, hidrocarburos del
petroleo e incluso plaguicidas, contribuyendo
potencialmente a su degradacion (Guoweia et al.,
2011). También es capaz de utilizar y degradar

residuos lignoceluldsicos que estan constituidos
de celulosa (40-55%), hemicelulosa (25-50%),
y lignina (10-40%), dependiendo si la fuente
es madera dura, madera blanda, o rastrojos (la
Grange et al., 2010).

En el proceso de fermentacion de residuos
lignocelulésicos se logra obtener productos
hidroliticos como hexosas monomeéricas (glucosa,
manosay galactosa), y pentosas(xilosayarabinosa)
(Dashbatan et al., 2009). Los organismos capaces
de degradar celulosa secretan un complejo de
celulasas con diferentes especificidades y modos
de accion. Este complejo incluye endoglucanasas
(endo-1,4-  p-glucanasas), celobiohidrolasas
o exoglucanasas y [-glucosidasas (Castrillo
et al., 2015). La lignina es degradada por la
interacciéon de diversas enzimas extracelulares,
principalmente  fenoloxidasas  (lacasas) 'y
peroxidasas (manganeso-peroxidasa y lignina-
peroxidasa) (Barreto et al., 2011) produciendo
compuestos fenolicos tales como acido ferulico,
acido vanilico, entre otros, y alcoholes como
guaiacol y catecol (Ibraheem y Ndimba, 2013).
El xilano es el componente mayoritario de
la hemicelulosa, la p-1,4-endoxilanasa y la {3
-xilosidasa son las enzimas responsables de la
hidrdlisis de la cadena principal y representan los
principales componentes del sistema xilanolitico
(Dashtban et al., 2009). La conversién biologica de
biomasa lignoceluldsica a azticares simples esta
constituida de dos pasos bdsicos, que constan
de un pretratamiento fisico o quimico de los
residuos, y de la hidrolisis enzimatica de los
mismos (Fig. 1).

Metabolitos secundarios: enzimas y otros
subproductos derivados de Trichoderma

Este hongo tiene relevancia industrial y
ecoldgica ya que puede sintetizar y liberar
enzimas como celulasas; ademas de producir
diversos metabolitos secundarios como auxinas
y giberelinas (Zeilinger et al., 2016). Trichoderma
ha sido considerado como una fuente practica
de enzimas incluyendo aquellas utilizadas en el
area alimenticia, tales como celulasas, glucanasas,
xilanasas, pectinasas, y laminarinasas (Sandle,
2014).

Enla Tabla 1 se presentan ejemplos de enzimas
producidas por diversas especies de Trichoderma.
Asi, T. reesei es una de las especies mas utilizadas
a nivel industrial para la produccion de enzimas
por su capacidad de degradar celulosa, aunque
el costo del medio de cultivo es la limitante
primordial en estos procesos, por lo que para la
produccién de estas enzimas se han utilizado
otros sustratos, que aportan la misma fuente de
carbono, como lo son los residuos lignoceluldsicos
tales como paja de trigo, bagazo, lodos de papel
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Fig. 1. Productos de la hidrolisis enzimatica de residuos lignocelulésicos.
Fig. 1. Products of enzymatic hydrolysis of lignocellulosic residues.

usado, residuos de papel de periddico, y madera
de alamo (Guoweia et al., 2011).

Cada afio, la industria textil genera grandes
cantidades de efluentes producidos durante la
manufactura de colorantes, provocando severos
problemas ambientales por su mala disposicion,
por lo que el tratamiento bioldgico es el método
menos costoso y amigable con el ambiente para
tratar de resolver este problema. Por ejemplo, las
enzimas lacasas se han utilizado para decolorar
colorantes sintéticos, sin generar intermediarios
toxicos. Trichoderma atroviride, T. harzianum, y T.

longibrachiatum pueden ser fuentes de produccion
de estas enzimas al degradar sustratos
lignocelulosicos; por lo que diversos autores han
llevado a cabo su inmovilizacion para utilizarlas
en el tratamiento de dichos efluentes (Bagewadi
etal., 2017).

Otros metabolitos secundarios de importancia
agricola sintetizados por especies de Trichoderma
se relacionan con compuestos volatiles y no
volatiles con actividad antimicrobiana y defensa
vegetal, destacando diterpenos tetraciclicos (por
ejemplo, harziandione), sesquiterpenos (por
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Tabla 1. Ejemplos de enzimas producidas por Trichoderma empleando diferentes sustratos
Table 1. Examples of enzymes produced by Trichoderma using different substrates

Cepa de Trichoderma Enzima Sustrato Referencia
T. harzianum Quitinasas Medio mineral Azin et al., 2007
T. viride ATCC Celulasas Salvado de trigo, medio liquido ~ Subramaniyam y
Mandel’s Vimala, 2012
T. reesei Celulasas, Medio mineral Sandle, 2014
Hemicelulasas
T. longibratum Xilanasas Medio mineral Sandle, 2014
T. asperellum Glucanasas, Almidon, pared celular de Vargas-Hoyos y
quitinasas Rhizoctonia (PCRS), quitina Gilchrist-Ramelli, 2015
coloidal, laminarina
T. koningiopsis endo-1,4-3- Aserrin de pino Castrillo et al., 2015
glucanases
T. longibrachiatun/H. celulasas, Torres-De la Cruz et al.,
sagamiensis glucanasas e 2015
hidrolasas
T. inhamatum BOL12QD  Celulasas Quitina coloidal Garcia-Espejo et al., 2016
Quitinasas carboximetilcelulosa
proteasas
T. viride EF-8 Pectinasas Pieles de cebolla Egipcia Abdel-Mohsen et al.,
(Allium cepa L.) 2016
T. viride IR05 Xilanasa Salvado de trigo, arroz pulido, ~ Soccol et al., 2017
cascara de arroz, harina de soja,
harina de girasol, bagazo de
cana de azucar
T. asperellum Hemicelulasas ~ Manojo de palma de aceite y Ajijolakewu et al., 2017

frutos secos

ejemplo, tricotecenos, tricodermin, y harzianum
A), y el triterpeno viridin (Zeilinger et al., 2016),
que confieren sus propiedades como agente
de biocontrol hacia organismos fitopatégenos
(Asad et al., 2015; Chen et al.,, 2016). El éxito
de Trichoderma como biocontrolador se basa
en su capacidad de sintetizar compuestos
antagonicos (proteinas, enzimas y antibioticos), y
sustancias promotoras de crecimiento (vitaminas
y hormonas), beneficiando asi a los cultivos
agricolas (Navaneetha et al., 2015).

Importancia  biotecnolégica  del
Trichoderma: Aplicaciones industriales
Trichoderma esta entre los agentes de control
biologico mas exitosos enla agricultura, formando
parte de mas del 60% de los biofungicidas
registrados en el mundo. Este microorganismo
esta presente en el mercado como bioplaguicida,
biofertilizante, promotor del rendimiento y
crecimiento vegetal, y como solubilizador de
nutrientes en campos agricolas o descomponedor
de materia organica (Vinale et al, 2008;
Charoenrak y Chamswarng, 2016). Trichoderma se

género

produce en formulaciones sélidas y liquidas con
in6culo viable (hifas, clamidosporas y conidias)
parausarlo como agente de biocontrol (Cumagun,
2014). Ambas formulaciones requieren el secado
para obtener un producto estable con prolongada
vida de anaquel; asi, el secado por aspersion es el
mas utilizado a escala industrial por su bajo costo
y eficiencia (Morgan et al., 2006). La mayoria de
estos bioformulados se preparan a base de las
especies T. viride, T. virens, y en mayor proporcion
T. harzianum (Vargas-Hoyos y Gilchrist-Ramelli,
2015).

Para asegurar el éxito de Trichoderma como

biocontrolador, éste debe ser inmovilizado
en  ciertos  portadores, 'y  preparado
en formulaciones de  facil aplicacion,

almacenamiento, comercializacion y aplicacion
en campo. Algunas formulaciones comerciales
de este microorganismo corresponden a talcos,
vermiculita-salvado de trigo, granulos de pesta
(masa cohesiva hecha de harina de trigo, rellenos
y otros aditivos que contienen al hongo), cascara
de café, aceite vegetal o mineral, y desechos de
banano (Musa paradisiaca) (Kumar et al., 2014).
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También se puede encontrar disponible en polvo,
Pyrex-biomasa, pellets de alginato, entre otras; no
obstante, existen diferentes problemas asociados
con el tipo de formulacion seleccionada para cada
caso de aplicacion; por ejemplo, las formulaciones
en polvo provocan la desecacién de conidios, y
por tanto, la pérdida de viabilidad de propagulos
a los tres o seis meses de almacenamiento,
afectando su eficiencia y comercializacion. Como
alternativa, los aerosoles foliares favorecen
la supervivencia del agente fungico durante
periodos mas largos (Navaneetha et al., 2015).

India es el mayor distribuidor de estos
productos, destacando el uso de especies
certificadas de T. asperellum, T. atroviride, T.
gamsii, T. hamatum, T. harzianum, T. polysporum,
T. virens, y T. viride; otros paises que se destacan
por la produccién de este microorganismo son
Bélgica, Chipre, Francia, Italia, Espafa, Suecia,
Eslovenia, Reino Unido, Turquia, Estados Unidos
de América, Canada, Sudafrica, Marruecos,
Vietnam, Australia, y Nueva Zelanda. De las
formulaciones comerciales, el 67% de ellas estan
constituidas por una sola especie de Trichoderma,
el resto incluye combinaciones de dos o mas
especies del mismo género, o su mezcla con
especies de hongos formadores de micorrizas,
bacterias u otros compuestos biologicos (Woo
et al, 2014). En la Tabla 2 se presentan las
formulaciones comerciales de Trichoderma que se
utilizan en cada region del mundo.

La produccién comercial de bioplaguicidas
en México se lleva a cabo en aproximadamente
68 plantas industriales, en las que se reproducen
37 agentes de control biolégico. De estos agentes,
14 son especies de Trichoderma (T. fasciculatum, T.
harzianum,y T. viride) utilizadas como ingredientes
activos en la formulacién de los bioplaguicidas,
a los que se adiciona un ingrediente inerte, una
sustancia o coadyuvante que facilita su manejo,
aplicacion y efectividad (Garcia de Ledn y Mier,
2010). En la Tabla 3 se muestran ejemplos de
empresas mexicanas que producen especies de
Trichoderma para el control bioldgico.

Otro uso industrial de este hongo es la
produccion de enzimas, donde T. viride y T. reesei
producen abundantes enzimas hidroliticas como
celulasas, que son utilizadas en la industria de
alimentos, piensos, textiles, detergentes para
ropa, pulpa y papel, fermentacion de alcohol de
grano, procesamiento de almidén, en la industria
farmacéutica y cervecera, y para la produccion
de biocombustibles (Ahamed y Vermette, 2008a;
Castrillo et al., 2015). La especie mas estudiada
y producida para estos propdsitos es T. reesei,
que tiene la capacidad de producir enzimas a
bajo costo por la conversion de biomasa vegetal,
obteniendo ademds bioproductos de interés

industrial como azticares y bioetanol (Callow et
al., 2016). Ademas de celulasas, la produccién
de lacasas por especies de Trichoderma tiene
importancia biotecnoldgica para la industria de la
pulpa y el papel, asi como para el bio-blanqueo,
la sintesis orgéanica (catalizan la oxidacién de
sustratos fendlicos), la clarificaciéon de jugo y vino,
la biorremediacién de suelos contaminados con
insecticidas, y como herramientas de diagnostico
médico (electroinmunoensayos con biosensores o
deteccidn de neurotransmisores), y ademas para
la decolorizacion de colorantes toxicos generados
por la industria textil (Bagewadi et al., 2017).

Sistemas de produccion (biorreactores) de
Trichoderma: Fermentacion en estado solido y
fermentacion sumergida

La fermentacion es el proceso en el cual los
sustratos solidos o liquidos son convertidos
por microorganismos procariontes (bacterias) y
eucariontes (microalgas, levaduras, hongos) en
productos de alto valor agregado, utiles para el
ser humano (Vuppala et al.,, 2015; Ashok et al.,
2017). De manera general, la fermentacion puede
ser en estado solido o en fermentacion sumergida
(liquida), para la produccién de compuestos
bioactivos a nivel industrial (Subramaniyamy
Vimala, 2012).

La fermentacién solida es aplicada para
procesos en los cuales materiales insolubles
en agua son utilizados para el crecimiento del
microorganismo (la cantidad de agua no debe
exceder la capacidad de saturacion del soélido en
el cual crecera el microorganismo). Los sustratos
que pueden utilizarse son salvado de trigo,
bagazo de cana (subproducto de la fabricacion
de aztcar) y pulpa de papel (Subramaniyam y
Vimala, 2012; Kumar et al.,, 2014; Vuppala et al.,
2015).

La fermentacién liquida (sumergida) es
aplicada en procesos en los cuales los materiales
solubles en agua son utilizados para el crecimiento
de los microorganismos y para la multiplicacién
de biomasa, por lo que el medio seleccionado debe
ser barato, de facil adquisicion y con apropiado
balance nutrimental, siendo los mas utilizados
melazas y caldos de cultivo que contienen sales
minerales, vitaminas, aztcares, etc.

La fermentacion solida y la fermentacion
liquida (sumergida) han sido utilizadas
para producir Trichoderma y sus compuestos
bioactivos tales como enzimas (Kumar et al.,
2014). En la Tabla 4 se presentan algunas ventajas
y desventajas de cada sistema de fermentacion.

a) Fermentacion en estado sdlido
La produccion de Trichoderma en fermentacion
en estado sdlido a pequena escala, es poco
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Tabla 2. Cantidad de formulaciones comerciales de Trichoderma registradas en diferentes regiones

del mundo.

Table 2. Quantity of commercial formulations of Trichoderma registered in different regions of the

world.

Region geografica

Numero de formulaciones

Especie sola Mezcla de especies

comerciales
Africa 9 7 2
Asia 100 77 23
Europa 42 24 18
Norte América 29 16 13
Pacifico 24 19 5
Sur-Centro de América 40 19 21

Tomado de Woo et al., 2014.

Tabla 3. Empresas productoras de formulaciones de Trichoderma en México.
Table 3. Companies that produce Trichoderma formulations in Mexico.

Cepa

Planta productora

Trichoderma fasciculatum

Laboratorio Nafex, Edo. de Méx.

Leticia de Paz Hernandez, Edo. de Méx.

Trichoderma harzianum

Agricultura Nacional S.A. de C.V., Puebla

Agrobiologicos del Noroeste S.A. de C.V., Sinaloa
Agrobiosol de México S.A. de C.V., Sinaloa

Alta Tecnoldgica Agrotécnica S.P.R. de R.L. de C.V., Jalisco
Bio-Bich Uruapan, Michoacan

Control Biolégico A.C., Chihuahua

Desarrollo Lacteo S.P.R. de R.L., Durango.

Laboratorio Nafex, Edo. de Méx.

Laboratorios y Servicios Agrobioldgicos S.A. de C.V.,, Sinaloa
Leticia de Paz Hernandez, Edo. de Méx.

Naturalmente Puresa S.A. de C.V., Durango

Nocon S.A. de C.V., Edo. de Méx.

Organismos Benéficos de Nayarit, Nayarit

Trichoderma spp.

Agro Fisher S.P.R. de R.L., Michoacan

Agroindustria Fungi-Agricola de Oriente S.P.R. de R.I., Tepeaca,

Puebla

Ultraquimia Agricola S.A. de C.V., CDMX

Trichoderma viride

Islavel S.A. de C.V., Puebla.

Leticia de Paz Hernandez, Edo. de Méx.
Nocon S.A. de C.V., Edo. de Méx.

Tomado de Garcia de Ledn y Mier, 2010.

costosa pero voluminosa, ya que requiere
amplio espacio para su produccién, inoculacién
y almacenamiento, incluyendo el secado y la
molienda (Cumagun, 2014). A través de los
anos se han disenado diversas configuraciones
para resolver estos inconvenientes, entre los
mas estudiados encontramos: bandejas, cuartos
incubados, columnas de lecho empacado, lecho

multiple, biorreactores de tipo tambor rotatorio
multiple, etc. (Ruiz et al., 2012; Ashok et al., 2017).
Se destaca el uso de multiples sustratos solidos
complejosconsideradosresiduosagroindustriales,
como bagazo de cafia, madera, hojas, salvado
de trigo, pulpa de café, cascara de frutas, entre
otros, para generar productos de alto valor
agregado como enzimas, aromas, promotores
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de la fermentacion en estado s6lido y fermentacion sumergida.
Table 4. Advantages and disadvantages of fermentations in solid and submerged state.

Tipo de Ventajas Desventajas Referencias

fermentaciéon

Fermentacion Bajo capital y costos de operaciéon ~ Tiempo de fermentacién Diorio et al., 2003

en estado s6lido  Facilidad de manejo de grandes largo Subramaniyamy
volumenes de residuos como No es posible manejar Vimala, 2012
sustrato un sistema de aireacion ~ Ashok et al., 2017

Fermentacion
sumergida

Reutilizaciéon de residuos
producto de la fermentacion
Menos consumo de energia
Menos efluentes de aguas
residuales

Menor ntiimero de operaciones
unitarias de separacion y
purificacion de metabolitos
Menos susceptible a inhibicion
por sustrato

Sistema homogéneo
Facil mezclado
Sistemas automatizados de

instrumentacién y control para el

monitoreo de temperatura, pH,
oxigeno disuelto, aireacidn, etc.
Facil esterilizacion y control de
contaminantes

Los nutrientes son
uniformemente distribuidos a
través de la fermentacion
Cantidad de in6culo baja
Favorece la formacion de pellets
por lo que facilita su separacién
después de la fermentacién
Factible su escalamiento

eficiente

Sistema heterogéneo
Dificil escalamiento a
nivel industrial

Poco control de la
temperatura

Cambios criticos en

la actividad del agua
durante el proceso
Dificil mezclado
Dificil esterilizacién

y control de
contaminantes

Se presenta gradientes
de concentracion de
nutrientes a través del
tiempo

Es necesaria la adicién
de macro y micro
nutrientes

Generacion de grandes
cantidades de efluentes
Costoso por la
implementacion de los
sistemas de monitoreo y
control

Canabarro et al.,
2017
Soccol et al., 2017

Subramaniyamy
Vimala, 2012
Ashok et al., 2017
Soccol et al., 2017
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de crecimiento, biocombustibles, etc. (Fadel et
al., 2015; Soccol et al., 2017). La fermentacion en
estado solido ha sido ampliamente utilizada en
procesos de biorremediacion y biodestoxificacion
de compuestos peligrosos, y en la produccion de
enzimas terapéuticas, y metabolitos secundarios
(Ashok et al., 2017).

Para analizar la acumulacion de productos
durante fermentaciéon en estado soélido es
necesario conocer las sustancias que se forman
durante el crecimiento y el desarrollo del
organismo, a fin de comprender su biosintesis.
Una estrategia propuesta para describir lo
anterior, es el modelamiento matematico de la
cinética de cultivo fungico que permita describir
y escalar su proceso productivo (Barreto et al.,
2011; Ashok et al., 2017).

Ademas, se han disenado sistemas acoplados
para la generaciéon de bioproductos mediante
fermentacion en estado soélido, como la
sacarificacion-fermentacion para la produccion
de etanol utilizando residuos lignocelulosicos.
Otro ejemplo, basado en un sistema acoplado de
fermentacion para optimizar la produccién de
celulasas utilizando fermentadores de bandeja
de 50 g de capacidad en una camara controlada
llamada “koji rooms” utilizando T. reesei, han
logrado la hidrolisis enzimatica de sorgo,
convirtiendo los azticares en etanol con 80% de
eficiencia, con ayuda de Saccharomyces cerevisiae;
ademads, este sistema permitié incrementar
hasta 3 veces la productividad enzimatica
en comparacion con el método tradicional,
utilizando el mismo sustrato (Idris et al., 2017).

b) Fermentacion sumergida (liquida)

La fermentacién sumergida se lleva a cabo
en tanques especializados (biorreactores)
considerando condiciones anaerobias o bien
aerobias, en las que el suministro de aire puede
realizarse mediante un sistema de agitacion
neumatica omecanica, o su combinacién (Vuppala
et al., 2015). Las configuraciones de biorreactores
aerobios mas estudiadas a diferentes escalas
de produccién, contemplan tanques agitados,
columna de burbuja, y air-lift (de Jests et al., 2017);
estos sistemas de produccion son ampliamente
utilizados para la producciéon de enzimas a nivel
industrial (Ashok et al., 2017). Asi, mas del 75%
de las enzimas microbianas son producidas por
fermentacion sumergida en comparacioén con la
fermentacion en estado sélido (Subramaniyam y
Vimala, 2012).

Trichoderma es un microorganismo anaerobio
facultativo que requiere para su crecimiento,
bajas concentraciones de oxigeno en el sistema
de fermentacion (Ramos et al., 2008). La especie
T. reesei ha sido ampliamente estudiada en

biorreactores tipo tanque agitado para producir
celulasas a nivel industrial o para convertir la
biomasa lignoceluldsica en etanol, basandose
en un proceso simultdneo de fermentacion-
sacarificacion (Ahamed y Vermette, 2008a).
Para incrementar la produccion de celulasas en
biorreactores tipo tanque agitado se han aplicado
estrategias como la implementacion de medios
de cultivo, co-cultivos de hongos, operacion en
lotes alimentados y adicionados con inductores
(lactosa o acido lactobidnico), entre otras
(Ahamed y Vermette, 2008a; b).

Ahamed y Vermette (2008b) trabajaron con un
cultivo mixto de Trichoderma reesei y Aspergillus
niger en un biorreactor tipo tanque agitado en
un medio que contenia celulosa y extracto de
levadura como elementos principales, reportando
un incremento en las actividades enzimaticas y
porcentaje de celulosa utilizada (89,4%) respecto
a la produccién con monocultivos de las cepas
puras. Dichos autores a través de diferentes
estudios en biorreactores, lograron concluir
que los requerimientos bdsicos que deben
cubrirse para favorecer un rendimiento elevado
de enzimas hidroliticas utilizando sustratos
complejos como la celulosa, se relacionan
con una fuente de carbono complementaria,
una fuente de nitrégeno, ademas de sulfatos,
fosfatos y cloruros, y con el uso de co-cultivos
fangicos para mejorar los procesos (Ahamed y
Vermette, 2008a; Ahamed y Vermette, 2009). Con
la finalidad de optimizar estos procesos, se han
utilizado herramientas estadisticas que ayudan
a estudiar la correlacién de los componentes del
medio de cultivo y la produccion de enzimas de
interés industrial utilizando sustratos complejos
en biorreactor (Delabona et al., 2013).

Los biorreactores tipo tanque agitado son
los mas utilizados a escala piloto e industrial
para producir biomasa y enzimas a partir de T.
reesei, por lo que el conocimiento y la prediccion
del mezclado y la transferencia de masa en
biorreactores agitados son fundamentales para
desarrollar bioprocesos biotecnologicos y su
escalamiento. Bach et al. (2017) caracterizaron el
tiempo de mezclado y el coeficiente volumétrico
de transferencia de masa de un biorreactor de
350 L para predecir y mejorar la produccion de
biomasa fingica mediante dinamica de fluidos
computacional (CFD). Sin embargo, este tipo de
sistemas presentan diversos inconvenientes, ya
que el estrés hidrodinamico excesivo, generado
por la agitacion mecanica, provoca la ruptura
del micelio en forma de pellets y el dafo de las
hifas, disminuyendo asi su rendimiento. Para
mitigar este inconveniente se ha propuesto el
uso de biorreactores air-lift (sistema de agitacion
neumatica que pone en contacto las fases
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gas-liquido a través de un bucle interno que
genera dos zonas (ascendente y descendente),
permitiendo asi el mezclado y la transferencia de
masa (Ahamed y Vermette, 2010; Callow et al.,
2016).

Un sistema novedoso de biorreaccién para la
generacion de metabolitos de interés industrial
mediante el uso de enzimas producidas por
Trichoderma, son los biorreactores de membrana,
los cuales consisten en un sistema de separacion
de membrana acoplado a un fermentador, que
permite la reutilizaciéon continua de enzimas.
Esta caracteristica es crucial para reducir costos
del proceso, y asegurar mayor capacidad y
rendimiento, funcionando a densidades celulares
elevadas y evitando la inhibicién del producto.
Este sistema de biorreaccion se ha utilizado para
generar acido lactico, que es precursor del acido
polilactico (polimero biodegradable de relevancia
industrial), a través de wuna fermentacion
simultanea, utilizando material lignoceluldsico
como sustrato, y enzimas celuloliticas y
xilanoliticas para la sacarificacion (Marques et al.,
2017).

Disefio de bioprocesos para la produccion de
biomasa y metabolitos de Trichoderma

El bioproceso es definido como un proceso
que utiliza células de microorganismos en cultivo
o enzimas para manufacturar productos o para
completar una transformaciéon quimica (Kent
et al, 2017). En general, las operaciones que
comprenden los bioprocesos a escala comercial se
han dividido en operaciones previas (“upstream”)
y en operaciones posteriores (“downstream”).
Dentro de las primeras se considerala preparacion
del medio, la esterilizacion y el funcionamiento
del biorreactor, y en las segundas, se involucran
todas aquellas operaciones de bioseparacion
que ayudan a la recuperacion y purificacion
del producto proveniente del biorreactor. Estas
altimas pueden representar hasta 60% del costo
total de produccion (Doran, 1998; Tejeda, 2011).
El bioproceso de producciéon a gran escala de
hongos filamentosos es de gran importancia
debido a su amplio rango de productos de valor
agregado que pueden generar; sin embargo, es
necesario optimizar algunos parametros debido
a la compleja interaccion entre la tecnologia del
proceso y la morfologia filamentosa de los hongos
(Posch et al., 2013).

Por lo anterior, se han disefiado diversas
configuraciones de biorreactores para la
produccién de hongos filamentosos como
Trichoderma, tales como el tanque agitado
(Ahamed y Vermette, 2009), el air-lift de tubo
concéntrico (Ahamed y Vermette, 2010), etc.,
con la finalidad de optimizar estos procesos. El

uso de biorreactores con agitacion neumatica
ha resultado mas eficiente ya que la agitacion
mecanica provoca un mayor esfuerzo de corte,
y por lo tanto, la ruptura de los filamentos,
provocando asi la disminucion de la actividad
enzimatica (Ahamed y Vermette, 2010). Es por
ello que se han enfocado las investigaciones
en el campo de la biotecnologia de hongos
utilizando biorreactores air-lift que favorecen la
transferencia de masa, disminuyen el esfuerzo
de corte, y minimizan el consumo de energia
(Fontana et al., 2009; Mahmood et al., 2015; de
Jesus et al., 2017), ademas, favorecen la formacion
de pellets que permiten periodos prolongados
de produccién de celulasas con biomasa fingica
retenida (Callow et al., 2016). En la Fig. 2 se
presenta un esquema general de las etapas que
constituyen un bioproceso para la obtencién de
metabolitos de interés biotecnolégico a partir de
hongos filamentosos.

En la dltima década se ha implementado
el término biorrefineria, definido como el
procesamiento sustentable de biomasa en un
espectro de productos comerciables y energia,
en el cual los hongos tienen un papel muy
importante por su capacidad de utilizar biomasa
lignoceluldsica obtenida de los residuos de la
agricultura y la actividad forestal (Castrillo et
al., 2015; Fang y Xia, 2015) para la produccion de
bioenergia (Castrillo et al., 2015; Ajijolakewu et
al., 2017; Canabarro et al., 2017).

Entre los residuos vegetales lignoceluldsicos
mas utilizados para generar energia, se tienen
al bagazo de cafia de azucar y residuos de
soja, los cuales pueden ser degradados por
diversos hongos filamentosos como Trichoderma,
Aspergillus, Phlebia y Pleurotus, capaces de generar
aztcares simples por efecto de rompimientos
enzimaticos del residuo. Posteriormente, estos
azucares simples son fermentados por S. cerevisiae
para producir etanol (Ahamed y Vermette, 2009;
Chang y Webb, 2017). En México, los residuos
ricos en celulosa que pueden ser utilizados para
producir etanol son los residuos derivados de
desechos agroindustriales, cultivos maderables, o
residuos forestales, etc. (Aburto et al., 2008).

Existen diversas empresas dedicadas a
la produccién de etanol en Brasil y Estados
Unidos; en Canadd una empresa produce
este biocombustible a partir de residuos
lignocelulodsicos de trigo, avena y paja de cebada,
con un rendimiento de 0,52 millones de galones
de etanol por afio (Dashtban et al., 2009). México
cuenta con destilerias en los ingenios azucareros
que permiten producir etanol destinado para
bebidas y usos industriales; sin embargo, ante la
crisis energética se ha planteado la produccion
de etanol anhidro utilizado como materia prima
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Fig. 2. Etapas generales de un bioproceso para la producciéon de metabolitos a partir de hongos.
Fig. 2. General stages of a bioprocess for the production of fungal-derived metabolites.

para oxigenar las gasolinas y como sustituto de
las mismas (Becerra-Pérez, 2009). Recientemente,
se ha dado apoyo para la creaciéon de una planta
productora de bioetanol en Veracruz, con una
capacidad instalada de 30 millones de litros al
afno (SAGARPA, 2017).

Otro de los biocombustibles que pueden
ayudar a la crisis energética generada por el
agotamiento de los combustibles fdsiles es el
biodiésel. En este aspecto, T. reesei mediante
fermentacidn sumergida y utilizando 4cido oleico
como inductor, demostrd un alto rendimiento de
lipidos por peso seco de biomasa igual a 32,4%,
de los cuales el 49,7% correspondieron a acidos
grasos saturados susceptibles a un proceso
de trans-esterificaciéon para la generacion de
biodiésel; ademas, cabe destacar que se utilizan
operaciones unitarias simples como la filtracion y
la ultrasonicacion para obtener los lipidos totales
del hongo (Bharathiraja et al., 2017).

Como se puede apreciar en esta revision, con

el paso de los afios se han identificado nuevos
compuestos producidos por diversas especies de
Trichoderma, cuyo interés en la agricultura y en la
biotecnologia ha incrementado; por ello es que el
aislamiento y la identificaciéon de nuevas especies
de este género fungico, y la caracterizacion y
efectividad biolégica de sus metabolitos resultan
de interés para diversas industrias. No obstante,
es necesario fortalecer la investigaciéon basica para
identificar y evaluar metabolitos secundarios
derivados de las especies de Trichoderma, y a la
vez, enfocar ensayos tanto in vitro como in vivo
para evaluar su efectividad biologica en plantas
bajo diferentes condiciones. Lo anterior, permitira
validarlos al momento de aplicarlos en ensayos
en condiciones de campo.
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