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Resumen

En la actualidad es necesario la busqueda de alternativas que suplan las necesidades de la
agroindustria, de manera que logren realizar las actividades econdmicas con regularidad sin
sacrificar el ambiente para cumplirlo. Una de las industrias con mayor desarrollo a nivel nacional
es la extraccion y produccion de aceite de palma africana la cual genera una gran cantidad de
empleos en las zonas donde su cultivo se lleva a cabo, asi mismo debido al proceso caracteristico
que se utiliza para obtener el aceite se generan grandes cantidades de residuos agroindustriales en
la Planta Industrial Aceitera de Coto 54 donde se producen 5.000 toneladas métricas de residuo

biomasico al mes en temporada baja y 11.000 toneladas métricas al mes en temporada alta.

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad evaluar la biodegradacion de los
residuos del procesamiento y extraccion de aceite de Elaeis guineensis mediante una prueba piloto
en la Planta Industrial Aceitera de Coto 54, para la aplicacion de una tecnologia de gestion del

residuo.

La metodologia empleada se dividid en tres fases, siendo la primera de ellas la fase liquida
en donde se analizaron veinticuatro muestras de fibra de palma africana en medio GYM, de las
cuales seis fueron inoculadas con Trichoderma spp y seis con el hongo P. ostreatus, se realizaron
analisis de pH, temperatura, lignina, reduccién de azucares por medio de glucosa y analisis
cualitativos por medio de fotografias para determinar la degradacion de los ensayos. El pH de los
ensayos inoculados con ostra llegé a ser el 6ptimo lograndose estabilizar, mientras que los valores
de pH de Trichoderma fueron similares a los controles, en cuanto a los analisis de glucosa para el
P. ostreatus disminuy6 de 1000 ug/ml a 200 ug/ml al pasar 30 dias, por su parte para el segundo

hongo no se observo ninguna disminucion marcada.

La fase dos correspondio a la fase solida, en donde se utilizaron contenedores a las cuales
se les aplico tierra en una relacion 1:3 al tamafio del alto del recipiente y se coloco la fibra la cual
fue inoculada con el hongo Trichoderma sp, en dicha fase se realizaron analisis de pH, humedad,
temperatura, andlisis cualitativo y relaciébn C/N. Las temperaturas alcanzadas para ensayos
enterrados como para los que se encontraban en monticulo con presencia del hongo se encontraron
dentro del rango de 22-24°C, por su parte el porcentaje de humedad alcanzado en los ensayos en
general fueron de 30-40%, en cuanto a la relacién carbono nitrégeno se obtuvieron resultados

menores de 25 para los ensayos enterrados, asi como los expuestos en monticulos.
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En la tercera fase se realizé el ensayo en campo, en el cual se valoro el funcionamiento del
hongo seleccionado siendo este el P. ostreatus, al exponerse a las condiciones propias del area de
estudio se obtuvieron resultados lineales de pH los cuales se encontraron en un rango alcalino,
mientras que la temperatura mas alta alcanzada fue de 30,13°C para el ensayo sin adicién de agua,
tanto el ensayo en seco como el himedo alcanzaron la temperatura éptima de crecimiento en la
tercera y quinta semana, mientras que los porcentajes de humedad se encontraron entre 20-57%.
Los ensayos en campo fueron invadidos por dos tipos de hongos identificados como Comatus

coprinus y el Neurospora crassa.

Una vez que se completaron las fases establecidas del estudio, se evidencia tanto cualitativa
y cuantitativamente que el microorganismo que representd una mayor afinidad para el
aprovechamiento de las estructuras lignoceluldsicas de los residuos de palma utilizados y obtuvo
un desarrollo més cercano al 6ptimo corresponde al hongo ostra bajo condiciones controladas. Por
su parte, el comportamiento de este una vez que se aplico en campo, presentd mayores variaciones
de los parametros evaluados debido a la exposicién de condiciones ambientales propias del area
de estudio, las cuales redujeron su capacidad para degradar el residuo en el tiempo establecido en

la prueba piloto.

Finalmente, a partir de las principales conclusiones se destaca la necesidad de profundizar
e invertir en investigaciones que a partir de una tecnologia ambiental de gestion de residuo solvente

la problemética referente al manejo de los residuos agroindustriales a nivel nacional.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El cultivo de Elaeis guineensis conocido comdnmente como palma aceitera o africana ha
tomado un papel importante en el sector agroindustrial costarricense, debido a su aporte positivo
en la economia agricola después de la salida del cultivo del banano en los afios ochenta (Chacon,
Gonzéalez y Segura, 2016). Los procesos de iniciacion del cultivo se desarrollaron en la década de
los Cuarentas (40s) cuando la empresa transnacional United Fruit Company insert6 la palma
africana al mercado nacional, como un producto alternativo al banano, el cual se encontraba de
baja; para el afio 1952 la extension de palma se encontraba en 4 000 hectareas en el norte de la
provincia de Puntarenas (mostrando una reduccion considerable del cultivo de banano) y
prolongéndose hasta el afio 1983 cuando se generd su resurgimiento (Beggs y Moore, 2013). La
zona del Pacifico Sur es donde maés se cultiva esta planta, siendo el canton de Corredores en la
provincia de Puntarenas el que presenta la mayor cantidad de siembra de palma aceitera con un
62,2% y un 78,3% de fincas productoras a nivel pais (Chacon, Gonzéles y Segura, 2016). En el
caso de Compafiia Palma Tica este cuenta con un total de 12 500 ha reportadas para el afio 2020.

En cuanto a la produccion del cultivo, para el periodo 2014-2018, se alcanz6 una tasa de
crecimiento promedio de 7,2% siendo este un porcentaje alto con respecto a la problematica
enfrentada por los productores, entre ellas la afectacion del complejo sanitario conocido como
Flecha seca el cual provoca la pudricién del cogollo (conocido en ecologia como meristemo apical,
brote 0 yema), afectando en el afio 2015 el 15% del area sembrada. Ante la situacion mencionada,
se llevaron a cabo procesos de capacitacion mediante practicas agricolas correctivas dirigidas a los
agricultores lo que gener6 un incremento en el rendimiento de 17,9 toneladas de fruta fresca/ ha,
y con ello un aumento en la produccién de los afios 2016 y 2017 (Secretaria Ejecutiva de
Planificacion Sectorial Agropecuaria, 2018).

Actualmente, Palma Tica S.A es la empresa donde se ubica la Planta Industrial Aceitera de
Coto 54 y que encabeza la produccion de aceite de palma a nivel nacional y regional, contando
con el mayor porcentaje de hectareas sembradas de palma africana del pais (Venegas, Salazar, y
Montero, 2013). Segun el estudio previo realizado por Balladares y Flores (2018), el tratamiento
actual que reciben los residuos una vez extraidos el aceite en la empresa corresponde a: proceso
de molienda y prensado, aplicacién de control quimico, almacenamiento en terreno y finalmente
disposicion en campo.

Respecto al uso de los hongos a nivel nacional Rojas (2015), desarroll6 un estudio de
degradacion en residuos agroindustriales de pifia, por medio de un consorcio de hongos donde se
encontraron Trichoderma spp y Pleurotus ostreatus; dicho estudio demostrd una disminucion de
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43,9% en celulosa evidenciando afectacion en las propiedades fisicas del material analizado. Por
otra parte, en el afio 2018 se realiz6 una investigacion evaluando la degradacién del residuo de
Elaeis guineensis por medio del hongo Pleurotus ostreatus en donde se evidencio a partir de los
resultados obtenidos la degradacion y colonizacion del hongo en el residuo (Balladares y Flores,
2018).

A nivel internacional, la especie P. ostreatus se ha estudiado como agente degradador de
materiales lignocelul6sicos y se ha analizado el crecimiento del hongo en residuos agroindustriales
como rastrojo de maiz, lentejas, paja de cebada, trigo, bagazo de cafia de azlicar y cascaras de arroz
(Hernéndez, Nifio, y Ruilova, 2017). En cuanto al Trichoderma spp, estudios demuestran su
capacidad de desgastar compuestos complejos como el almidon, pectina y celulosa (Gomez, 2017)
asi como de ser agente acelerador en el compostaje de residuos de palma africana (Naher,
Shafawati y Siddiquee, 2017).

1.2. Planteamiento del problema

Primeramente, como parte del desarrollo de la investigacién surgié la siguiente pregunta:
¢Es posible degradar los residuos del procesamiento y extraccion de aceite de Elaeis guineensis

mediante la aplicacién de una tecnologia ambiental a partir de un microorganismo?

Por consiguiente, el objeto de estudio radica en evaluar la degradacién del residuo de palma
africana a partir de dos especies de hongos: Pleurotus ostreatus y Trichoderma spp, mediante
analisis previo de laboratorio a nivel de medio liquido, microcosmo y con el establecimiento de
las mejores técnicas de aplicacion observados durante los estudios previos para su aplicacion en

campo, sustentandose el proyecto bajo el concepto de biotecnologia.

Por otra parte, debido a que las plantas extractoras de aceite de palma generan grandes
cantidades de material biomasico, este es considerado como uno de los principales problemas en
la empresa, puesto que la Ley para la Gestion Integral de Residuos N° 8839 (2010a), establece que

es responsabilidad del generador el manejo integral y sostenible de los residuos.

Con respecto al ambiente y a la sociedad, estos se ven afectados por la proliferacion de
moscas (Musa domestica y Stomoxys calcitrans) y de roedores ya que se encuentran cerca de
materia organica en descomposicion (Galvez, 2015), lo que contribuye al desarrollo de

enfermedades en los alrededores si no se controlada adecuadamente. Ademas, existe afectacion en
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los suelos debido a que este tipo de residuos tiende a modificar sus propiedades y saturarlos por el
alto contenido oleaginoso que se caracteriza en su composicion.

En cuanto al campo politico el tema presenta escasa informacion, los programas son pocos
y desactualizados, por lo que es necesario realizar estudios y mejoras en el tema. Respecto a la
parte técnica, la investigacion cuenta con los requerimientos necesarios para desarrollarse, debido
a la participacion en el proyecto de la empresa productora, y el apoyo existente del Laboratorio de
Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos de la Universidad Nacional (LHMRH) en donde se

cuenta con los instrumentos y materiales necesarios para la ejecucién de los analisis.

En cuanto a la temporalidad el proyecto se llevo a cabo en los afios 2019 y 2022, cabe
destacar que el tiempo estimado se vio afectado debido a la pandemia que inici6 en el pais en el
afio 2020, lo que atraso los procesos establecidos en el estudio.

1.3. Justificacion

La alta cantidad de residuos agroindustriales que se generan dentro de las industrias de
palma aceitera forman parte de los principales aspectos que afecta en términos ambientales, segun
Shafawati y Siddiquee (2013), esta generacion ronda los 100 millones de toneladas
aproximadamente. Actualmente, existen pocas alternativas que brinden un uso adecuado de este
tipo de residuos y es aqui donde radica la importancia de la investigacion en la busqueda y el aporte
hacia una nueva tecnologia beneficiosa con el ambiente, que brinde soluciones a las problemaéticas

en el tratamiento de los residuos de este sector de gran interés socioecondémico en Costa Rica.

Por otra parte, la aplicacion de este tipo de tecnologias logra mitigar otros problemas
importantes, como la generacion de insectos las cuales son plagas de importancia médica y
veterinaria que pueden transferir diversos patdgenos y enfermedades a la poblacion colindante
(Merchén, 2015). Por ende, entre los beneficios mas destacables de la investigacion se encuentran
el aporte en la mitigacion de las plagas de moscay roedores, reducciones en el uso de agroquimicos
industriales, sostenibilidad ambiental, beneficios en condiciones de los suelos y una mejora en los
procesos de la empresa; favoreciendo a la poblacion, los animales, los trabajadores y la empresa

integralmente.

En lo que respecta al tema de los recursos, se presentd viabilidad positiva en temas
financiero y de material, ya que al partir de una prueba piloto el desarrollo y ejecucién de la
investigacion fue a pequefia escala, dotada por recursos propios y material del LHMRH donde se
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realizaron los andlisis. En cuanto al recurso humano este de igual forma fue positivo ya que existid
un interés y preparacion por parte de las desarrolladoras y personas relacionadas al proyecto
realizado. Por tanto, los recursos fueron alcanzables y brindaron la viabilidad necesaria para el

cumplimiento de los objetivos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

e Evaluar la biodegradacion de los residuos del procesamiento y extraccion de aceite de
Elaeis guineensis mediante una prueba piloto en la Planta Industrial Aceitera de Coto 54

para la aplicacion de una tecnologia de gestion del residuo.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar la degradacion de los residuos del procesamiento de Elaeis guineensis en la
aplicacion de los hongos Trichoderma spp y Pleurotus ostreatus por medio de una prueba
in vitro para la seleccion del microorganismo mas eficiente.

e Determinar la efectividad en microcosmos del hongo Trichoderma spp mediante pruebas
quimicas y fisicas para la seleccion del microorganismo més adecuado en campo.

e Realizar una prueba piloto para la degradacion de los residuos de palma aceitera mediante

la aplicacion en campo del microorganismo seleccionado.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Produccion Agricola en Costa Rica

Actualmente, la agricultura forma parte de las principales actividades que impulsan el
crecimiento dentro de un pais ya que interfiere en la labor representativa del sector primario y
contribuye econémicamente al desarrollo de los paises por medio del aprovechamiento de los
recursos naturales (Collahuazo y Guerrero, 2015). En el caso de Costa Rica, este sector es de
importancia ya que forma parte de la economia nacional, donde segun la Secretaria Ejecutiva de
Planificacion Sectorial Agropecuaria (2018) esta debe de contemplarse mas alla del sector
primario, abarcando también las relaciones que se mantienen con las industrias proveedoras de
insumos, las actividades de transformacién de productos agricolas y con el sector servicios.

El campo agricola a nivel nacional también posee una estructura dual, la cual se encuentra
dividida entre un sector exportador que va de la mano con un sector tradicional con baja
productividad que abastece principalmente al mercado domeéstico (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 2015). Dentro de los principales productos se encuentran las frutas frescas con un 39%
de las exportaciones de cobertura agropecuaria y los productos agroindustriales como el café, el
azucar, los jarabes concentrados y el aceite de palma, que alcanzan mas del 50 % de las
exportaciones de este tipo. En cuanto al area dedicada a cultivos agricolas (500 000 hectareas
aproximadamente) el 51 % son cultivos industriales, el 22 % frutas frescas, el 22 % granos basicos,
el 2 % hortalizas y el 3 % raices tropicales (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2014).

Por su parte, dentro de los cultivos principales se encuentran los del sector agroindustrial
el cual se define por la FAO (2013), como el subconjunto del sector manufacturero que realiza el
procesamiento de materias primas y productos intermedios agricolas, forestales y pesqueros.
Segun la Secretaria Ejecutiva de Planificacion Sectorial Agropecuaria (2019), la agroindustria
durante el afio 2018 abarcé un promedio de 254 823 hectéreas de area sembrada con este tipo de
cultivos de los cuales, el café es el rubro mas importante con 84 133 ha (18,4%), seguido del
cultivo de palma aceitera con 76 910 ha (16,5%) y la cafia de azucar con 60 000 ha (12,9%).

A partir de lo anterior, es posible identificar que el papel del cultivo de palma africana a
nivel nacional forma parte importante del desarrollo del sector y del pais en general, por tanto, se

debe de conocer las caracteristicas de este cultivo.

3.2. Cultivo de Elaeis guineensis

La Palma Africana o aceitera (Elaeis guineensis Jacq) es una especie perenne,
monocotiledonea perteneciente a la familia Arecaceae y de polimerizacion cruzada (Billotte, et al,
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2014), existe una segunda especie del género Elaeis, conocida como Palma Aceitera Americana
(Elaeis oleifera) donde los mismos Billotte, et al, 2014, mencionan que son originarias de la region
amazolnica de América del Sur, y ambas especies poseen 16 pares de cromosomas, lo que les
permite hibridarse facilmente.

Este cultivo es considerado permanente debido a que posee como principal caracteristica
la posibilidad de ser cosechada sin destruir la planta, la cual tiene un ciclo productivo que se
extiende entre veinticinco y treinta afios; ademas esta genera una fructificacién constante por lo
que se realiza cosechas de manera continua durante todo el afio, variando segun la edad de la planta
y las condiciones climaticas en la que se desarrolle (Ganchozo y Huaraca, 2017).

Durante los procesos de cultivo de Elaeis guineensis es primordial realizar un manejo
agronémico completo durante los tres primeros afios, al comenzar el segundo afio y continuamente
a lo largo de su vida, una sola planta de palma produce inflorescencias estaminadas e
inflorescencias pistiladas en ciclos sucesivos, que se generan en la axila de cada hoja. Dichas
inflorescencias son de tipo racimo y pueden llegar a desarrollar entre 200 y 400 frutos. A partir del
mes treinta se inicia el periodo de fructificacion alcanzando su maxima produccion entre los ocho
y diez afios (Olivero, Sierray Sierra, 2017).

Estos frutos se encuentran compuesto por un mesocarpio, un endocarpio llamado
caparazon y una semilla (Billotte, et al, 2014) los cuales deben de ser procesados en cuanto son
cosechados, para evitar el aumento en el contenido de &cidos grasos libres que pueden crear
afectaciones en la calidad del aceite, una vez procesados se obtiene tres productos de mayor interés
comercial provenientes del racimo de la fruta los cuales son aceite del mesocarpio, aceite de
almendra vy la torta de palmiste (Olivero, Sierray Sierra, 2017).

Usualmente, no todos los frutos de un racimo obtienen una maduracién 6ptima en el mismo
periodo, por lo cual es preciso establecer criterios que definan la época de cosecha. Procesar
racimos inmaduros produce bajas considerables en la cantidad de extraccion de aceite y mayor
gasto energético debido al tiempo de esterilizacion, mientras que los racimos sobremaduros
proporcionan una baja de cantidad y menor calidad de aceite aumentando el costo de produccion
(Ganchozo y Huaraca, 2017).

3.3. Situacion actual del cultivo de palma africana en Costa Rica

Las plantaciones de E. guineensis son clasificadas a nivel pais como un cultivo industrial
debido a su produccion, este tipo de siembra mostr6 un aumento del 1,9% en el periodo 2010-
2014, sobresaliendo la palma aceitera la cual obtuvo un crecimiento notorio del 9,43% por afio,
seguido del cultivo de cafia de azucar con 4,35% anual. (Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
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2014). Segun EI Ministerio de Agricultura y Ganaderia, durante el periodo 2010-2014 se
evidenciaron aumentos significativos en el area sembrada de dicho cultivo, lo cual refleja la
existencia de un mercado seguro por parte de la agroindustria nacional, un incremento en los
precios internacionales y ademés una coordinacion entre el MAG, la bancay el sector cooperativo.

La siembra de palma aceitera en Costa Rica registra una extension de 66 419,7 ha,
destacando el cantdn de Corredores con 25 402,2 ha, seguido por Quepos con 11 355,4 ha 'y Golfito
con 9 320,1 ha (INEC, 2015a). Ademas, dentro de las principales plantas procesadoras de palma
africana en el pais se encuentran Palma Tica S.A y Coopeagropal R.L como las mayores
productoras de aceite. Por su parte la Compaiiia Industrial Aceitera Coto Cincuentay Cuatro S. A,
es la principal exportadora de aceite de E. guineensis perteneciente al Grupo Numar.

La empresa procesa la fruta en dos formas de aceite: crudo el cual es extraido de la pulpa
del fruto fresco de palma y aceite de pulpa, encontrandose en la semilla o pulpa de la fruta, estas
formas de aceite crudo son utilizados domésticamente para margarina, manteca vegetal, jabén y
cosméticos y también son exportados a otros paises, entre ellos México (Beggs y Moore, 2013).
Palma Tica posee tres plantas extractoras de aceite en las zonas de Palo Seco, en Parrita; Naranjo
en Quepos y Coto 54, en Golfito siendo esta ultima la més grande y la Unica que cuenta con
refinadora de aceite (Venegas, Salazar y Montero, 2013).

Como parte de la situacion actual de la produccion de palma aceitera es necesario tomar en

cuenta los siguientes aspectos:

3.3.1. Econdmico

Segun Beggs y Moore (2013), la produccion de E. guineensis es un atractivo para los
agricultores de las zonas cercanas debido a su estabilidad econémica y la falta de opciones
competitivas dentro y fuera del sector agricola, la tierra dedicada a otros cultivos alimenticios y
pastizales probablemente seran reemplazados por el cultivo de palma de aceite, siendo este un
cambio de tierra que genere incentivos econdmicos a los agricultores.

La industria de palma aceitera genera fuentes de empleo en las zonas donde se producen,
de manera indirecta se generan de 8.000 a 30.000 empleos destinados para la produccion de aceite
en el pais (Beggs y Moore, 2013) ademas se crean cargos ocasionales conocidos como coyoleros,
los cuales se encargan de la recoleccion de fruta caida, si bien es una oferta limitada de mano de
obra la poblacion considera de gran beneficio estos empleos debido la tasa de pobreza y
desempleo que enfrenta ya que la relacion existente entre la mano de obra necesaria por extension
de tierra para el cultivo es de 1 trabajador por cada 10 ha de plantacion (Abarca, 2015). Dicho
cultivo proporciona un nimero de personas ocupadas correspondiente a 12.013, lo que la posiciona
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en quinto lugar de cultivos que generan empleo directo, siendo el banano el mayor generador de
empleo, seguido del cafeé, pifiay las hortalizas (Hernandez, 2017).

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia para el afio 2013 Costa Rica gener6 1.100
millones de dolares en exportaciones de aceite de palma generando un porcentaje de participacion
de 2,5% (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2014). Tanto las exportaciones como la
comercializacion e industrializaciéon de la produccion de la palma son controladas por United
Brand, por medio de sus subsidiarias en el pais, la mayoria de la produccién de palma a nivel
nacional es procesada por tres plantas extractoras de aceite mencionadas anteriormente,
propiedad de esta corporacion, en cuanto al refinamiento del aceite para la fabricacion de
subproductos de consumo final, también se encuentra desarrollada en su mayoria por Grupo
Numar, subsidiaria de la United Brand (Abarca,2015).

3.3.2. Social

El residuo generado dentro de la industria aceitera trae consigo una serie de consecuencias
que deben de ser controladas para evitar la generacion de problemas secundarios. Segun Barrera
et. al (2020), las capas de racimos vacios en el suelo pueden constituir un sustrato para diferentes
plagas como: Stomoxys calcitrans, Musca domestica, roedores entre otros, poniendo en peligro la
salud de animales y personas; por estos motivos es importante que durante la generacion de
residuos se mantenga un control adecuado de estas plagas debido a los problemas sanitarios y
econdmicos que se producen y que pueden llegar a afectar los intereses colectivos.

Un ejemplo de esto se menciona en Velasco, Cruz, Angel, Medina y Ramos (2019), las
moscas hemat6fagas mas importantes en el ganado son la mosca del establo Stomoxys calcitrans
responsables de pérdidas significativas en la produccién como también vectores eficientes de
diferentes microorganismos, ademas causan efectos directos por la pérdida de sangre, alteraciones
en el comportamiento y el bienestar de los animales, pérdida de energia, disminucion de la
produccién de leche y aumento de peso, ademas de los gastos incurridos al aplicar medidas de
control quimicas, fisicas o bioldgicas

Otra plaga que se debe de controlar es la Musa domestica, la cual juega un papel importante
segun Alsahhaf, Bahareth, Hijji, Osman y Saleh (2018) esta potencia la transmision de muchos
patdgenos como el colera, la fiebre tifoidea, el tracoma, la diarrea, la tuberculosis, la salmonela y
la sedimentacion intestinal; pertenecen a la familia Muscidae que es una de las mas numerosas y
difundidas en el mundo, se multiplican alrededor de las casas y sitios de recoleccion de basura 'y

comida o materiales en descomposicion.



24

3.3.3. Ambiental

La produccion de E. guineensis brinda beneficios socioeconémicos en las zonas en donde
se desarrolla, sin embargo, esta actividad enfrenta dificultades en cuanto al manejo de sus residuos
biomasico, segin Balladares y Flores (2018), los diferentes tratamientos realizados varian
dependiendo de la empresa o la planta extractora de aceite, no obstante, a pesar de los esfuerzos
realizados estos no brindan la eficiencia requerida. Entre las diferencias mas significativas de los
tratamientos utilizados son la textura del residuo, la utilizacion de productos quimicos, las
cantidades generadas y las instalaciones empleadas para el tratamiento. Por otra parte, en el
diagnostico realizado durante el 2018 en la empresa Palma Tica S.A, se evidencid que el
tratamiento aplicado en los residuos del procesamiento y extraccion del aceite de palma conlleva
primeramente un proceso de molienda y prensado que genera un residuo triturado, en segundo
lugar se afiade Starycide como control quimico para disminuir la proliferacién de moscas, como
tercer paso este residuo es depositado en las instalaciones tipo invernadero de la empresa en donde
se almacenan por un periodo de cincuenta y cinco dias y finalmente, estos son dispuestos en los
terrenos de la empresa especificamente en los alrededores de las plantaciones.

Por consiguiente, una de las principales problematicas a tratar dentro de la industria
extractora de aceite corresponde a la alta generacion de residuos agroindustriales procedentes de
los procesos productivos, esto porque en la Planta Industrial Aceitera de Coto 54 se producen 5.000
toneladas métricas de residuo biomasico al mes en temporada baja y 11.000 toneladas métricas al
mes en temporada alta (Balladares y Flores, 2018) siendo cifras importantes que requieren de
tratamiento adecuado para su control.

A partir de los enfoques mencionados, es posible considerar el concepto de triple utilidad
(triple bottom line en inglés) dentro de la busqueda soluciones entre ellas la que se plantea dentro
del proyecto, debido a que este modelo de concepto consiste en equilibrar los componentes
econdémico, social y ambiental en actividades propias del ecosistema empresarial (Caballero,
Martinez y Pedraza, 2018). Ademas, su aplicacion se basa en un balance de los tres enfoques a
través de una gestion adecuada como requisito que permita considerar la basqueda del desarrollo
sustentable por parte de la empresa (Contreras, Martinez y Pedraza, 2017), esto a partir de la
aplicacion de descomponedores bioldgicos del residuo. Por tanto, una gestion adecuada de estos
temas brinda un impacto social y ambiental positivo acompafiado por un beneficio econémico en
la empresa.

3.3.4. Mercado

Debido a su versatilidad y su empleo para la elaboracién de diversos productos el aceite de
palma constituye la produccién mundial anual mas alta de aceite vegetal, con 53.3 Mt (toneladas
métricas), seguido por el aceite de soya con 43.4 Mty el aceite de colza 23.5 Mt, siendo 10 veces
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mayor la productividad de aceite de palma africana en comparacion con la soja, con un rendimiento
de 7,5 a 9 toneladas de aceite/afio/ha en condiciones climaticas favorables (Billotte, et al, 2014).

La demanda de aceites vegetales se dividen en dos aplicaciones principales: la industria
alimentaria y la industria quimica, siendo mas de 80% del aceite destinado a la primera , por otra
parte debido al interés por las fuentes de energia renovable gque se ha generado en los Ultimos afios
los cultivos oleaginosos como la palma de aceite, la soja y la colza comenzaron a ser utilizados
como fuentes para le generacion de combustibles como lo es el biodiesel lo que ha diversificado
su utilizacién (Billotte, et al, 2014).

A nivel pais existen dos empresas lideres en el procesamiento de aceite de palma como se
mencionod anteriormente, estas industrias en términos de distribucion en el mercado destinan un
65 % del producto al extranjero y 35 % se queda en el pais para consumo interno, donde el 64%
corresponde a manteca, 13 % se elabora en margarina, 10.5 % para aceites y 12.5 % en otros
procesos de elaboracién de productos (Universidad Estatal a Distancia, 2015). Dentro del pais el
principal mercado para la palma africana son los aceites comestibles, si bien los precios del aceite
crudo varian constantemente en el mercado la demanda no varia al ser visto por los consumidores
como un bien necesario dentro de la canasta basica (Beggs y Moore, 2013).

3.3.5. Legislativo

A nivel legislativo existen ciertos reglamentos y leyes que orientan a las empresas
agroindustriales a mejorar sus procesos y a disminuir los efectos negativos que estos puedan
generar tanto al ambiente como a la sociedad, el sector palmero se rige de una serie de normas

nacionales para el desarrollo de su produccion (Ver Cuadro 1).

Cuadro 1. Leyes y Reglamentos relacionados a la Agroindustria.

Aspecto Norma

Ley Orgéanica del Ambiente N.° 7554 de 1995.
Salud
Ley General de Salud N.° 5395 de 1974.
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Ley de Proteccion Fitosanitaria N° 7664 de 1997.

Ley para la Gestion Integral de los Residuos Solidos N.° 8839 de 2010(a).

Ambiente
Ley de Aguas N.° 276 de 1942.
Reglamento de Vertido y Relso de aguas N° 33601 de 2007
Ley del Sistema de Banca para el Desarrollo N.° 8634 de 2008.
Econdmico

Reglamento a la Ley Apoyo y Fortalecimiento del Sector Agricola
N°36173 2010(b).

Fuente: Asamblea, legislativa, 2019.

Si bien las normativas sirven como respaldo al cumplimiento de pardmetros establecidos,
la agroindustria debe de tomar en cuenta ademas de su produccién e impacto econémico mundial,
la relevancia de ser reconocida por los procesos que se implementen para disminuir el impacto
ambiental generados por sus residuos, por lo cual la permanencia y competitividad de las mismas
en el mercado no va a depender solamente de reglamentaciones y leyes sujetas a sanciones sino
también de su relacion con el ambiente (Pefiaranda, Montenegro y Giraldo, 2017).

La gestion de los residuos de palma africana se debe de enfocar en un tratamiento final de
los mismos por medio del aprovechamiento de estos de manera que generen valor agregado a la
empresa, siendo la tecnologia limpia una estrategia viable, que busca generar reduccién en los

impactos al ambiente, optimizando los procesos y materiales

3.4. Proceso de extraccion de aceite

Segun el Diagnostico realizado por Balladares y Flores (2018), el proceso de extraccion de
aceite en la empresa Palma Tica S.A conlleva una serie de etapas importantes para la obtencion
del producto final, donde primeramente se da el ingreso de los camiones provenientes del campo
con los racimos de fruta a la planta industrial aceitera, a partir de este momento se procede a
realizar un proceso de registro y pesaje (entrada y salida del camion transportador) por medio de
una romana, seguidamente los racimos son depositados en el area de descarga en donde la fruta
pasa al llenado de canastas por medio de una banda transportadora, hasta llegar a un autoclave
donde esta es esterilizada por una hora y treinta minutos a 150° C para la eliminacion de bacterias
y microorganismos; la fruta con el pinzote pasa por una desfrutadora en donde es desgranada y se

separa la tusa (racimo vacio) del coyol (exocarpio), los racimos vacios son transportados por medio
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de una banda en donde se va verificando que la coccidn sea la adecuada; cabe destacar que la
materia prima que se encuentra cruda o verde se devuelve al proceso de esterilizacion una vez
realizado el chequeo de coccion la fruta que cumple con las caracteristicas adecuadas pasa a un
molino para la respectiva extraccion de aceite. El coyol (exocarpio) obtenido en la etapa anterior
sigue hacia la prensa en donde se le da la primera extraccion de aceite, después de esto se obtiene
dos productos: la fibra del mesocarpio y el aceite, este ultimo es transportado por digestores al
proceso de aclarado.

Mediante una bomba, el aceite crudo entraa 5 m3h al proceso de blanqueado en donde se
le agrega 1000 ppm de &cido citrico cada 258 segundos, posteriormente pasa por un intercambiador
de calor para seguir a un tanque en donde se le adiciona 0,60% de tierra blanqueante y el aceite
pasa por un mezclador con agitacion; mediante una bomba este ingresa hasta los filtros niagara en
donde queda atrapada la tierra y sale el aceite limpio, pasando después por el filtro pulidor en
donde las particulas de tierra que atravesaron el primero quedan atrapadas, para ser enfriado por
medio de un intercambiador de agua, finalmente realizan pruebas de color siendo 5 el maximo
permisible para el comercio.

Los residuos de fibra de pinzote generados durante el proceso de extraccion son llevados
al campo y compostera mediante vagonetas con una dosis previa de Starycide en una proporcion
de 1.300 mL diluido en 1.000 L de agua para el control de las moscas. El residuo del mesocarpio
generado en la prensa pasa por ciclones que separan la fibra de la semilla o nuez (endocarpio), la
primera es usada en las calderas y la cantidad sobrante se lleva al area de compost. La semilla
(endocarpio) pasa a un ciclén de cascarilla que separa el coquito de su corteza, donde seguidamente
inicia el proceso de palmisteria que realiza la molienda del coquito (endosperma), esta materia
prima pasa por un tamiz para refinar la harina, la cual actualmente es vendida a la industria
animal. (Ver Figura 1).

Todo este proceso mencionado da origen a grandes cantidades de residuo generado el cual
debe de ser tratado, para ello es fundamental conocer las caracteristicas de este, su composicion y

de esta manera tener claro el método para actuar.



Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de aceite de palma en la empresa.
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Parte de las problematicas existentes en la industria de aceite de palma es la falta de

estrategias adecuadas para el manejo y disposicion de los residuos del fruto o fibra, ya que dentro

de esta se generan grandes cantidades de residuos sélidos, no sélo durante el proceso de extraccion

sino durante el proceso de corte y cosecha, los cuales aquejan a los encargados de su
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disposicion porque su degradacion es muy lenta, su olor es fuerte, se generan otros impactos
secundarios como pérdida de las condiciones dptimas y por ende la saturacion de los suelos asi
como problemas con la proliferacion de dos tipos de mosca conocidas cominmente como mosca
de establo y mosca doméstica, debido a la remanencia de nutrientes y aceites que contienen y que
generan condiciones extraibles para estos insectos siendo un alimento facilmente soluble a las
secreciones salivales de los mismos (De Paz Santizo, 2014).

Dentro de los residuos generados en los procesos de obtencion del aceite de palma se
encuentra el raquis, el cual forma parte en un 26 % de la tusa o racimo vacio del fruto, la
disposicion de este normalmente se realiza en campo lo que provoca la inmovilizacion de
nutrientes, anaerobiosis, atraccion de roedores e insectos, ademas de la produccion de lixiviados
(Benavides, Cabrera y Villota, 2015). Por otra parte, también se cuenta con el residuo de tusa o
racimo vacio de palma, este estd compuesto por materiales lignocelul6sicos con 60 a 65% de
humedad y de 1 a 2,5% de aceite vegetal impregnado por los procesos de desfrutado en los que se
da una separacién fisica de los frutos del raquis, ademas la tusa contiene K, N, P y Mg en menor
proporcion, asi como polisacaridos entre ellos celulosa, glucano y xilano, en aproximadamente
66%, y polimeros, como la lignina, en 12% (Garzén, Ramirez, Silva 'y Yéfiez, 2011).

Una de las principales causantes de la lenta degradacidn de estos residuos corresponde a la
lignina la cual es considerada como una molécula insoluble en agua, altamente ramificada, con
una matriz que encapsula a las moléculas de celulosa, lo que impide su degradacion en poco
tiempo, aunado con el grado de polimerizacion, el area de superficie disponible y el contenido de
humedad (Martinez, 2014), generando problemas en cuanto a su adecuado tratamiento.

Ademas, estos residuos presentan la caracteristica de estar conformados por lignocelulosa
es decir, hebras de celulosa, unidas sobre una matriz de hemicelulosa y lignina, donde la molécula
de celulosa se forma a partir de largas cadenas lineales, de entre 2.000 y 25.000 moléculas de D-
glucosa, unidas a través de un enlace glucosidico B1,4 (Martinez, 2014); siendo también la
celulosa, un componente principal de los tejidos vegetales y base estructural de los mismos; donde
segun Abril (2016) su cadena es alargada con unidades de glucosa dispuestas en un solo plano por
la presencia del anillo glicosidico, unidas por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals

(Ver Figura 2) que también impiden su rapida descomposicion.
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Figura 2. Estructura de la celulosa. Fuente: Abril,2016.

OH
CHz-OH " CHeOH
HO
0 0 0 o
o HCx O s
OH

CHzOH CH-ON H

Dentro de las principales desventajas que presentan estos residuos generados por el sector
palmicultor se encuentran elevada carga organica y elevado volumen de generacion, impactos
ambientales como malos olores, generacion de gases de efecto invernadero, percolacion de
lixiviados, pérdida de las propiedades de los suelos, plagas, entre otros; motivo por el cual se deben
de emplear e investigar soluciones que impidan los impactos mediante la aplicacion de métodos o
estrategias de gestion que permitan proteger el ambiente, sin comprometer la viabilidad econdémica
del sector productivo involucrado, potenciando el desarrollo sostenible dentro del sector (Serrano,
2015).

3.6. Estrategias aplicadas para el manejo de residuos de la industria aceitera

Dentro de la literatura se mencionan diferentes usos que se le pueden brindar a los residuos
que se generan en las industrias procesadoras entre ellos se encuentran la reutilizacion de los
subproductos como la ceniza que es utilizada en procesos de construccién, las tierras blanqueantes
y harina de coquito utilizadas en concentrados para alimentos, recuperacion de aceites y
produccién de cementos y ladrillos, asfaltos de camino, tratamiento de aguas residuales,
fabricacion de jabones y produccién de papel (Balladares y Flores, 2018).

Sin embargo, el residuo de la fibra de pinzote carece de estrategias que brinden un manejo
adecuado para su disposicion en campo. Mejias, Orozco y Galan (2016), mencionan en su
investigacion que estos residuos de tipo agroindustrial dependiendo de su origen y de su
composicion pueden ser reutilizados para generar productos para el consumo humano y animal,
produccion de energias renovables, obtencion de biocombustibles y algunos productos quimicos,
asi como recuperadores de la tierra 0 abonos. Para efectos de la presente investigacion, se evaluara
la aplicacion de una tecnologia limpia para la gestion de este tipo de residuos mediante el uso de
biotecnologia ambiental referida a la busqueda de la degradacion del residuo a partir de

microorganismos especializados en la descomposicion de residuos lignocelulosicos.

3.7. Biotecnologia

Este tipo de biotecnologia se refiere segun su concepto a la implementacién de la ciencia

en conjunto con la tecnologia y sus facultades de manera que posibiliten el manejo de los
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organismos Vivos, sus partes y modelos de esos organismos para de esta manera poder modificar
materiales vivos 0 no vivos para la generacion de conocimiento, bienes o servicios dirigiéndose
cada vez més a la busqueda de soluciones a problemas ambientales en los factores relacionados
con el agua, suelo y aire, siendo la biorremediacion uno de los més utilizados aportando
organismos con capacidades de reutilizar, inactivar o eliminar residuos toxicos y disminuir su
afectacion al ambiente (Benavides, Cabrera y Villota, 2015).

Entre las aplicaciones biotecnoldgicas para el manejo de residuos agroindustriales se
cuenta con el uso de microorganismos en el tratamiento y reutilizacion de estos donde segin Rojas
(2015) en estos sistemas de produccion agricola los residuos son dejados sobre la superficie,
estimulando el desarrollo y la actividad de los microorganismos para su tratamiento. Como parte
de los microorganismos que se han utilizado dentro de diferentes investigaciones para el
tratamiento y conversion de residuos agroindustriales en productos de valor agregado se
encuentran diferentes tipos de levaduras, bacterias y hongos (Mejias, Orozco y Galan, 2016). Entre
los tipos de bacterias utilizadas se encuentran las de los géneros Pseudomonas, Escherichia,
Bacillus, Citrobacter y Stenotrophomona. Por su parte, los tipos de hongos empleados son los
filamentoso como Aspergillus y Penicillium, asi como el Trichoderma y el hongo comestible
Pleurotus ostreatus (Rojas, 2015).

Diferentes autores plantean el uso de estos microorganismos como sustratos o fuentes de
obtencion de enzimas entre ellos se encuentran los investigados por Mejias, Orozco y Galan (2016)
como parte de tecnologias ambientales de tratamiento y/o aprovechamiento de residuos

agroindustriales entre ellas:

1. Obtencién de enzimas celulosa y pectinasas para usos en industria textil, quimica y de
alimentos a partir de desechos de uva pomace mediante el uso de cepas de Aspergillus
awamori.

2. Obtencidn de enzimas utilizadas para la fabricacion de pastas, harina de trigo como aditivo
en alimentos de aves de corral y procesos de blanqueo en la industria quimica mediante los
desechos de bagazo de cafia, avena, salvado de trigo, residuos de cebada y cascaras de yuca
como sustrato aplicando cepas de Penicillium janczewskii.

3. Degradacion de residuos de la industria vinicola mediante el uso de hongos como
Phanerochaete chrysosporium, Trametes hirsuta, Lactobacillus spp., Pleurotus spp. y

Aerobasidium pullulans.

En cuanto a estudios realizados a nivel nacional, Rojas (2015), utiliz6 un consorcio
microbiano constituido por bacterias y hongos incluyendo Trichoderma y Pleurotus ostreatus



32

sobre residuos de pifia, logrando una degradacion del 43.9% de la celulosa del material y
monitoreando la actividad enzimatica del consorcio por medio de la glucosidasa, celobiohidrolasa
y xilanasa. Por su parte Balladares y Flores (2018) realizaron un estudio a nivel de laboratorio en
el cual se muestra un crecimiento del hongo ostra a partir de una metodologia denominada
microcosmos en la cual fue posible evidenciar un crecimiento micelial efectivo y una degradacién
percibida por las condiciones y cambios generados en el residuo de fibra de pinzote de palma
africana, en dicha investigacion se observo la colonizacion del hongo en el sustrato siendo este su
fuente de carbono, alimentandose del mismo y logrando su desarrollo mediante la aplicacion de la

metodologia en fase oscura del hongo en un periodo de 8 semanas (Ver Figura 3).

Figura 3. Muestras con fase oscura en condicion enterrada y monticulo con P. ostreatus.

A: fibra enterrada con hongo; B: Fibra en monticulo con hongo

3.8. Microorganismos utilizados en el estudio

Dentro de la investigacion se plante6 la utilizacién de los hongos denominados Pleurotus
ostreatus y Trichoderma spp. Estos microorganismos presentan las generalidades de pertenecer al
reino Fungi, ser organismos Vvivos caracterizados por ser inmoviles y por requerir compuestos
organicos de otros organismos (ya sean animales, plantas, otros hongos, bacterias y en este caso
residuos agroindustriales) para su alimentacion, considerandose dentro de la clasificacion de
heter6trofos. Ademas, son capaces de degradar la celulosa y la lignina que solamente algunas
bacterias son capaces de descomponer presentando ventaja sobre las mismas. Entre sus funciones
especiales se encuentran su contribucion al equilibrio ecologico y funciones ecosistémicas entre
ellas: degradacion y reciclaje de material organico muerto, almacenamiento de agua, crecimiento
de plantas, limpieza de agua y alimento para animales ademéas de que atacan los sustratos y

permiten biodegradar los mismos (Céceres, LOpez y Piepenbring, 2016).

Aunado a lo anterior, los hongos contribuyen en la aplicacion de procesos biotecnoldgicos

al ser organismos que generan diversos beneficios como su potencial en el control biolégico y la
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produccidn de varias enzimas (Gomez, 2017) que permiten la degradacion total de componentes
quimicos y estructurales. Cabe destacar que los residuos generados por las agroindustrias, asi como
lo vegetales representan un sustrato idoneo para el crecimiento fingico, ya que estan constituidos
por polimeros que dificilmente pueden ser degradados por la mayoria de los otros
microorganismos presentes en el ecosistema dentro de ellos la lignina mencionada anteriormente.
Esta, ademas, se caracteriza por ser un heteropolimero muy recalcitrante que es transformado por
pocas bacterias, sin embargo, puede ser transformada més abiertamente por grupos de hongos que
contengan enzimas como las ligninas peroxidasas, el manganeso peroxidasas y lacasa (Martinez,

2014) como los presentes en el estudio.

3.8.1. Pleurotus ostreatus

Es un hongo que pertenece al grupo de los Basidiomicetos, es de pudricion blanca, se le
conoce comunmente como hongo ostra y dentro de las caracteristicas principales mencionadas en
la mayoria de la literatura se encuentra su capacidad de producir enzimas que degradan
eficientemente la celulosa (celulasas), la hemicelulosa (hemicelulasas) y la lignina
(oxidoreductasas, lacasas, peroxidasas y oxidasas) en compuestos de bajo peso molecular que
pueden ser asimilados por estos organismos. El objetivo principal de la degradacion de la lignina
por parte del microorganismo es romper los enlaces que interfieren el paso hacia la celulosa y
hemicelulosa las cuales representaran su fuente de carbono y energia para producirse en el sustrato
0 ambiente (Agiero, Buglione, Filippi, Martinez y Rodriguez,2018; Ahuactzin et. al, 2018).
Ademas, se debe destacar que de los tres polimeros mencionados el mas resistente es la celulosa,
por lo cual este se degrada en menor cantidad frente a los otros dos (Alonso, Dominguez, Parajd,
Romani y Yéfiez, 2014).

Por otra parte, estos microorganismos de pudricién blanca son considerados como
descomponedores primarios porgque son capaces de utilizar los desechos agricolas en su forma
original sin ningun tratamiento previo de degradacion bioguimico o microbiolégico (Aguero,
Buglione, Filippi, Martinez y Rodriguez,2018). También los mismos autores mencionan que al ser
estos organismos heterdtrofos, se nutren a partir de los compuestos organicos e inorganicos que
contenga el sustrato, en el caso de los residuos agroindustriales estos tienen un uso positivo en la
produccién de hongos comestibles al brindar las fuentes de carbono, nitrogeno, azufre y fésforo

necesarias para el desarrollo adecuado de la biomasa fungica.

Castro, Bustamante y Garcia (2016), indican que diferentes estudios reportan la

bioconversion de residuos agroindustriales e industriales, empleando este hongo comestible en
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sustratos como: desechos de cultivos de maiz, ajo, cafia, aceite de oliva, arroz y fibras de planta;
ademas de sobrantes de la industria maderera, papelera y de biodiesel concordando con Aguas
et.al. (2017), que afirman que utilizar materiales que contengan una composicion similar a la que
el hongo utiliza para crecer en su ambiente natural como los residuos agroindustriales es posible,
ademas de que se generaria una solucion vital a estos tipos de residuos que en la mayoria de los
casos no son reutilizados sino simplemente son quemados o arrojados a los basureros, quebradas
y rios, sin tratamiento previo, contribuyendo de esta manera al dafio del ecosistema.

En Latinoamérica, el cultivo del hongo ostra brinda alternativas respecto a los otros hongos
comestibles siendo una produccién que no genera contaminantes como residuos y es de bajo costo.
Estos cultivos se sustentan en el aprovechamiento de los subproductos agricolas de una
determinada region, como lo son la paja de trigo, maiz, sorgo, arroz, avena, entre otros, con el fin
de generar un producto alimenticio que aparte de ser una tecnologia facil de implementar puede
convertirse en una fuente secundaria de ingresos. Entre las ventajas del cultivo de P. ostreatus se
encuentran que no se necesitan productos quimicos, el sustrato residual después de su produccion
puede ser utilizado como abono orgénico en los mismos cultivos y también la conservacion y
mejora de la calidad de los suelos (Aceves et. al, 2015). También Aguero, Buglione, Filippi,
Martinez y Rodriguez (2018) indican otros beneficios como su factibilidad en la calidad
organoléptica y propiedades nutracéuticas de los cuerpos fructiferos.

Para el caso del presente estudio y como se menciona anteriormente el hongo ostra puede
ser cultivado sobre una variedad de sustratos organicos y segiin Damilare, Gbemisola, Gbolagade,
y Kehinde (2018), lo residuos provenientes de la extraccion de aceite no son la excepcién ya que
estos tienen la capacidad de cultivar y aprovechar sus nutrientes siendo una estrategia favorable
para tratar los mismos. De igual forma, Benavides, Cabrera y Villota (2015), indican que el uso de
estos hongos es considerado como alternativas de produccion mediante alimentos funcionales con
un alto contenido de acidos grasos insaturados, ademas de que generan una posibilidad viable de

tratamiento de dichos residuos desde el criterio ambiental.

3.8.2. Trichoderma spp

El género Trichoderma spp es un hongo ampliamente estudiado, Segun Acosta, (2015) este
es perteneciente al reino Mycetae (hongos verdaderos) de la division Eumycota, subdivision
Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales) y familia Moniliaceae. El
Trichoderma en su estado vegetativo presenta hifas septadas, las especies son haploides y su pared
estd compuesta por quitina y glucano, su reproduccion se realiza de manera asexual por medio de

conidios de 3 a 5 um de diametro, usualmente ovalados, unicelulares y coloreados cominmente
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verde con variaciones amarillas. Asi mismo tienen la capacidad de producir clamidosporas
unicelulares logrando en ocasiones unirse, dichas estructuras son de vital importancia para el
organismo los cuales son producidos bajo condiciones de estrés (Gémez, 2017).

Infante, Martinez y Pereira, (2015) mencionan que una de la principales caracteristicas del
microorganismo es ser un hongo saprofito de crecimiento rapido, que logra distribuirse en
diferentes latitudes y ambientes, ademas conserva la habilidad de sobrevivir en suelos que
contengan diversas proporciones de materia orgénica debido a la caracteristica de descomponerla,
asi mismo puede ser anaerobio facultativo en determinadas condiciones, lo anterior le proporciona
al organismo una mayor plasticidad ecoldgica logrando que este soporte variaciones de los
factores limitativos lo que se relaciona directamente con la alta capacidad enzimatica, siendo un
organismo versatil y resistente a inhibidores microbianos.

La capacidad enzimética que posee el hongo se debe a su variedad hidrolitica, dentro de
ellas se puede mencionar las amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas entre otras, a lo que se le
atribuye su capacidad de degradar compuestos complejos como el almidon, pectina y celulosa,
hemicelulosa y lignina (Gomez, 2017). Dicha especie se ha utilizado como agente de control
bioldgico, por su competitividad en cuanto a espacio y nutrientes, también produce toxinas contra
los hongos fitopatdgenos (Nugra,2018).

Las sustancias organicas que contienen alto contenido de lignina y celulosa generan una
lenta degradabilidad microbiana. Por lo que, la adicién de hongos aceleradores, como la especie
Trichoderma, promueve el proceso de degradacién y en compost mejora las propiedades fisicas,
como la capacidad de retencion de agua, la aireacion y la textura, en estudios realizados en compost
se ha evidenciado la aceleracion en tan solo un mes del mismo después de ser inoculado con
hongos celuloliticos como Aspergillus y Trichoderma , asi mismo se demostr6 que al comparar el
compost inoculado con Trichoderma con un blanco, el inoculado  redujo el tiempo de maduracion
en un 60,9% (Shafawati, Siddiquee y Naher, 2017 ).

Como se menciona anteriormente, el hongo tiene una capacidad de sobrevivir en medios
con condiciones varias, segun Siddiquee, Shafawati y Naher (2017), es fundamental tener un
control y conocer los rangos aceptables de los pardmetros fisicos-quimicos que intervienen en el

crecimiento del hongo, de los cuales menciona:

3.8.21. pH
Este es un parametro critico en la viabilidad del hongo, el pH optimo para la degradacion

de la celulosa y la lignina por hongos es de 4, debido a que estimula las actividades enzimaticas,

aunque muchas de las especies del género pueden crecer en un amplio rango de pH de 2,0-6,0.
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3.8.2.2.  Humedad
El Trichoderma spp. presenta bajo nivel de tolerancia osmotica, un exceso de humedad

baja la disponibilidad de oxigeno, limitando desarrollo del hongo, y compacta el substrato
impidiendo su colonizacion total. Por otro lado, una baja humedad inhibe el desarrollo del hongo
al no permitir la movilidad de nutrientes en solucion y secar el micelio, el hongo puede crecer en

un rango de humedad del medio del 30 al 75 %.

3.8.23. Temperatura
Para el desarrollo de la biomasa flngica se ha encontrado que el Trichoderma spp puede

desarrollarse en un rango de temperatura de 10-40 °C, fuera de este rango puede ocurrir
desnaturalizacion de proteinas, inhibicion de enzimas, supresion o promocion de metabolitos,
pérdida de viabilidad y muerte celular. Por otro lado, la temperatura 6ptima de crecimiento

depende de la especie.

3.8.2.4.  Necesidades nutricionales
Por otra parte Gomez (2017), menciona que las necesidades nutricionales de Trichoderma

spp son poco exigentes debido a que sus requerimientos en cuanto a microelementos, sales y
vitaminas son bajos, por otro lado las fuentes de nitr6geno que puede consumir es muy variado
ya que puede asimilar diferentes compuestos nitrogenados como aminoacidos, urea, nitritos,
amoniaco Yy sulfato, durante el proceso de formacion de esporas el nitrégeno resulta ser el factor
limitante mientras que la fuente de carbono presente en el sustrato es el reactivo en exceso. La
relacion C/N es relevante para el hongo ya que de este balance dependera la formacién de las
esporas deseadas, usualmente se utilizan compuestos procedentes de la agricultura o subproductos
de la agroindustria debido a que suplen la demanda de nutrientes requeridos por los
microorganismos a un bajo costo.

La aplicacion de estos tipos de microorganismos como una tecnologia limpia en residuos
agroindustriales y en el caso especifico de palma, contribuye una herramienta viable para la
disminucion de los impactos generados por la industria proporcionando una posible solucion

amigable con el ambiente.
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4., METODOLOGIA

4.1. Enfoque de la investigacion

La investigacion se realizé bajo un enfoque de tipo mixto debido a que en el desarrollo de
la misma se conto con caracteristicas cuantitativas y cualitativas; segun Guelmes y Nieto (2015),
lo cuantitativo hace referencia a la posibilidad de contestar preguntas relacionadas a la
investigacion y confiar en la medicion numérica y la estadistica, mediante la recoleccion y el
andlisis de datos para el establecimiento de patrones de comportamiento exactos; mientras que lo
cualitativo reconoce la posibilidad de contestar y refinar preguntas de investigacion mediante
métodos de recoleccion de datos sin medicion numérica, como las descripciones y las

observaciones.

4.2. Alcance de la investigacion

El alcance de la investigacion se catalog6 como exploratorio debido a que al respecto no
fue posible contar con informacién actualizada y suficiente relacionada al manejo de los residuos
de palma africana en el pais siendo un problema poco estudiado, por lo cual la misma se construy6
bajo una perspectiva innovadora en la que se plante6 el uso de microorganismos degradadores
como una fuente de ayuda en la identificacion de nuevos conceptos promisorios asi como de

nuevos hallazgos logrando un interés en la continuacién de otros estudios relacionados al tema.

4.3. Disefio metodoldgico

La investigacion se llevd a cabo bajo un disefio metodologico de tipo experimental
correspondiendo al enfoque cuantitativo debido a que se realizé la manipulacion intencional de
variables para el andlisis de los resultados obtenido; y con respecto al enfoque cualitativo este se
desarroll6 bajo un disefio investigacion-accion donde lo que se busco en la investigacion fue la

solucion de la problematica identificada en campo (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014).

4.4. Sitio de estudio

El estudio se realizd en conjunto con el Laboratorio de Hidrogeologia y Manejo de Recursos
Hidricos de la Universidad Nacional, la Compafiia Industrial Aceitera de Coto 54 y Compafiia
Palma Tica S.A Division Coto en sus sedes ubicadas en Puntarenas, Golfito, Guaycara, Finca Coto
54 (ver Figura 4). El clima de la zona en general es tropical himedo, los meses comprendidos entre
abril y noviembre son los que presentan mayor humedad en el sector mientras que la época mas

seca se extiende entre diciembre y marzo. Dentro de los principales pardmetros a tomar en cuenta



38

para la descomposicidn organica se encuentran: precipitacion, humedad y temperatura. Los cuales
en la zona de Golfito se promedian de la siguiente manera: precipitacion por encima de los 5000
mm anuales, temperatura entre los 24 y 30 grados Celsius y la humedad entre los 75% al 95%
(Ministerio de Vivienda y Asentamientos Humanos, 2013).

Figura 4. Mapa de ubicacion Compaiiia Industrial Aceitera Coto 54, Planta Coto.
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4.5. Proceso Metodoldgico

La descripcion de la metodologia utilizada en el desarrollo del proyecto se basa en tres
fases, en donde cada una correspondié al cumplimento de cada objetivo especifico.

4.5.1. Fase |l. Medio Liquido
45.1.1.  Seleccion de la muestra

La muestra utilizada en el desarrollo del primer objetivo correspondié al tipo no
probabilistico 0 muestra dirigida debido a que la seleccion de esta no dependio de la probabilidad
sino de las caracteristicas de la investigacion en ese momento, asi como del punto de vista y
propositos de las investigadoras. Para este método se analizaron veinticuatro muestras, de las
cuales seis fueron inoculadas con Trichoderma spp adquirido en estado liquido por medio de una
marca comercial, seis fueron inoculadas en medio liquido con el hongo P. ostreatus adquirido en
estado sélido en el Centro de Investigaciones Agrondmicos de la Universidad de Costa Rica
mientras que las doce muestras restantes correspondieron a controles de las condiciones del medio

(Ver Cuadro 2.). Por su parte, el residuo de fibra de pinzote utilizado en el montaje de ensayos fue
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obtenido de los subproductos de los residuos de fibra de la Planta Industrial Aceitera de Coto 54y
dicho analisis se desarroll6 por 60 dias.

Cuadro 2. Metodologias empleadas en la Fase I.

Ensayos Descripcion de metodologias

G Solo medio GYM

GT Medio GYM + Trichoderma spp diluido a 8L

GP Medio GYM + Pleurotus ostreatus
GRT Medio GYM + Residuo+ Trichoderma spp diluido a 8L

GRP Medio GYM + Residuo + Pleurotus ostreatus

45.1.2. Recoleccion de la informacion
En el caso de los datos cuantitativos de la fase 1, se realiz6 en primera instancia la

recoleccion de manera semanal con lo que se logré tener un mayor control de los cambios
generados. Los datos fueron obtenidos mediante la utilizacion de instrumentos de medicion, hojas
de calculo y una libreta de laboratorio que permiti6 llevar un orden adecuado de la informacion
recolectada. En cuanto a los cualitativos, se llevo a cabo un registro de los cambios fisicos
semanales que se presentaron en la investigacion a partir de la observacion y recopilacion de
instrumentos visuales como fotografias que permitieron la identificacién de cambios importantes
con el tiempo. Ademas, se desarrollé una metodologia basada en la codificacion de la presencia
de los hongos en la fibra expresada en el Cuadro 3, de manera que al tener todos los datos

recolectados se lograron analizar de-forma cuantitativa.
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Cuadro 3. Codificacion de los niveles de presencia de los hongos.

Nivel de Presencia

Trichoderma spp

Pleurotus ostreatus

Nivel de Cadigo Representacion Nivel de Cadigo Representacion
Presencia Presencia
Nula 0 Nula 0
Baja 1 Baja 1
Media 2 Media 2
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Alta

Alta 3

45.1.3.  Anélisis de la informacion
Al completar la recoleccion de los datos, se procedié a realizar los analisis de estos en

donde para datos cualitativos se identificaron las tendencias en el ciclo reproductivo de los
hongos conforme el paso del tiempo del estudio a partir de la recopilacion de los instrumentos
visuales y anotaciones del comportamiento fisico semanal. Por su parte, los datos numericos
se realizaron por medio de analisis estadisticos, los cuales estuvieron constituidos por gréficos
comparativos en donde se reflejaron los cambios y comportamiento de ambos hongos y se
empled la prueba estadistica ANOVA de un factor por medio de una hoja de célculo. A

continuacion, se detalla la prueba mencionada:

45.1.3.1. ANOVA
Los modelos ANOVA son utilizados para evaluar la significancia estadistica, se emplea

para comparar las diferencias entre los valores medios de dos o mas grupos o categorias
(Damodar y Dawn, 2010), dicha técnica se basa fundamentalmente en el hecho de la
variabilidad total de una poblacion o conjunto de datos, es el resultado de las variabilidades
parciales debidas a los factores a tomar en cuenta. Basicamente, es un modelo estadistico
apropiado a cada experimento, con teorias ya conocidas como la independencia entre sus
factores, la distribucion normal no sesgada de los errores experimentales y la homogeneidad

de varianzas (Badii, Castillo, Cortez y Landeros, 2007).




45.1.4. Especificaciones del equipo a usar
Cuadro 4. Equipo utilizado en el presente estudio.
Nombre Modelo | Funcién | Calibracié Foto
del Equipo n del Equipo
A. EC500 | Lecturade | Calibracion
Potenciometro pH las externa
portétil cuales se anual
pueden
realizan en
campo.
B. Seven Lectura de | Calibracion
Potenciometro de | Compact pH. externa
mesa S220 anual
C. Tm-902c | Medicién | Calibracion
Termdmetro de de fabrica
temperatur

a.
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D.
Espectrofotome
tro

Spectron
ic 20D

Medir
en funcion
de la
longitud
de onda la
absorbanci
ade
diferentes
muestras.

Calibracion
externa
anual.

E.
Microscopio

Motic

Permite
observar
objetos no
perceptibl
esaal ojo
humano o
con mayor
exactitud.

Calibracion
externa
anual.

F. Balanza

Sartorius

Permite
obtener las
medicione

S exactas

de los
pesos de
las
muestras

Calibracion
externa
anual.

G.
Digestor de
kjeldahl

115V

Determina
rel
contenido
de
Nitrégeno
en
diferentes
muestras.

Calibracion
anual
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H. Sam-Pro | Determina | Calibracion

Medidor de rla de fabrica _
Humedad humedad I |
temperatur B

aen o

diferentes @

materiales.
be
=

45.15. Metodologia empleada en Fase 1
El procedimiento seguido para el medio liquido se bas6 en la metodologia utilizada por

Fajardo (2016) y Rojas (2015), que consiste en la preparaciéon del medio GYM (Agar Glucosa

Extracto de Malta) para el cual se agreg6 en 500 ml de agua destilada:

5¢ de glucosa.
19 de extracto de levadura.
19 de fosfato de potasio.
0,25 g de sulfato de magnesio.
0,05 g de bactopeptona.
0,5 mL de una solucién mineral que contenia en un litro:
v 0,5 mg sulfato de cobre.
v 0,16 mg sulfato de manganeso.
v 0,14 mg de sulfato de zinc.
v 0,29 mg de cloruro de cobalto.

Posteriormente, se llevd a cabo el montaje de cada ensayo en erlenmeyer de 250 mL donde

se agregaron segun el microorganismo las siguientes las siguientes concentraciones:

Pleurotus ostreatus
v 10 g de material o residuo
v 0.5 g de semilla del hongo
v 100 mL del medio GYM.
Trichoderma,
v" 5 g de material o residuo.
v" 4 mL de hongo.
v" 96 mL del medio GYM.
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Por cada una de dichas muestras se realizaron 6 réplicas. En cuanto a los controles se
realizaron cuatro con tres réplicas cada uno y distribuidos en:
e Medio GYM.
e Medio GYM + Residuo.
e Medio GYM + Trichoderma spp.
e Medio GYM +Pleurotus ostreatus.

Ademas, para el desarrollo de esta fase fue necesario la realizacion de andlisis quimicos entre ellos:

45.15.1. Anélisis de pH y temperatura
Para las mediciones que corresponden a pH y temperatura se utilizaron los equipos By C

respectivamente descritos en el Cuadro 3, dichas mediciones se realizaron de manera directa sobre
las muestras.

45.15.2. Reduccion de azucares por medio de Glucosa
Para la realizacion de este analisis se tomo la metodologia utilizada por Nelson y Somogyi

en Castellanos y Gonzéles (2003). Para este caso, inicialmente se prepararon las soluciones:
e Somogyi |
v' 12g de tartrato de sodio y potasio.
v’ 24q de carbonato de sodio deshidratado.
v’ 144qg de sulfato de sodio.
v 800ml de agua destilada.
e Somogyi Il
v' 4g de sulfato de cobre pentahidratado.
v' 36 g de sulfato de sodio.
v 200 ml de agua destilada.
e Reactivo de nelson
v 25 g de molibdato de amonio.
v 450 ml de agua destilada (se titul6 hasta 500ml).
v" Incubar a 37°C por 24 a 48 horas.
Al tener los 3 reactivos listos se procedio a mezcla 8ml de Somogyi | y 2ml de Somogyi
Il para colocar 0,5ml de esta junto con 0,5ml de la muestra, seguidamente se sometieron las
muestras a bafio Maria con agua hirviendo por 40 minutos (Figura 4), al dejar enfriar se afiadi6
0,5ml de reactivo nelson y se agito suavemente, agregando agua hasta titular a 5 ml en el tubo de
ensayo. Al tener las muestras listas se procedio a realizar su respectiva lectura de la absorbancia

en celda de 1 cm de ancho con una longitud de onda de 610 nm y utilizando agua destilada como
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blanco, Ademas fue necesario estabilizar el espectrofotdmetro de marca Milton Roy (Ver apartado
4.4.1.4 cuadro 3, punto D) por 20 minutos antes de iniciar con las muestras.

Figura 5. Bafio Maria utilizado para los andlisis del presente estudio.

45.1.5.3. Lignina
El procedimiento utilizado se basé en la metodologia desarrollada por Rojas (2015) y se

aplico al inicio y al final del ensayo. Primeramente, se pesé 1 g de muestra en un beaker; se afiadid
40 mL de acido sulfurico al 72%, a temperatura entre los 10°C y 15°C. Una vez dispersada la
muestra, se cubrié el vaso con un vidrio reloj, y se guardd en un bafio a 2°C durante 2 horas.
Pasadas las dos horas, se tom6 un matraz de 2 L y se agreg6 agua destilada, trasvasando el material
con agua caliente hasta llevar a una concentracion del 3%. Se procedid a hervir la solucion durante
4 horas, después se dejé precipitar el material insoluble, se decanté la solucion sobrenadante a
través de una filtracion crisol y se transfirio la lignina cuantitativamente al filtro. Finalmente, se
lavé la lignina, con abundante agua caliente hasta dejarla libre de acido y se seco el crisol con la
lignina en un horno a 105+3 °C, hasta alcanzar peso constante, se pesé y se procedio a realizar los

calculos:

Ecuacion 1. Lignina
% Lignina = ((A*100) / W)
Donde:
A: Lignina en gramos.

W: Gramos de muestra libre de humedad
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45.2. Fase Il: Medio Solido

45.2.1. Seleccion de la muestra
Para el desarrollo del medio s6lido la muestra se determind bajo el tipo no probabilistica,

mediante la metodologia expuesta en Balladares y Flores (2018), en donde se utilizaron cuatro
contenedores de vidrio con dimensiones 50x25x30 cm, a las cuales se les aplicé tierra en una

relacién 1:3 al tamafio del alto de la pecera, agregando el hongo en semilla.

45.2.2.  Recoleccion de la informacion
La recoleccion de la informacion durante el desarrollo de esta fase se llevo a cabo igual a
la descrita en el Apartado 4.4.1.2.

45.2.3. Analisis de la informacion
El andlisis de la informacion realizado durante esta fase fue igual al empleado en el

apartado 4.4.1.3.

45.2.4. Metodologia Fase Il
El proceso de montaje de las muestras consiste en colocar sobre una base de Tierra una

parte de fibra en monticulos y otra enterrada en conjunto con el hongo Trichoderma spp aplicado

en forma liquida bajo las metodologias expuestas en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Metodologia empleada en medio solido

Cddigo de ensayo

en Contenedor Metodologia

S Suelo
BE Suelo +Residuo enterrado
BM Suelo +Residuo en monticulo
8ME Suelo +Residuo+ Hongo Trichoderma spp diluido a 8L
8MM Suelo +Residuo+ Hongo Trichoderma spp diluido a 8L

Para la validacion de esta fase se realizaran los siguientes andlisis quimicos:
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4524.1. Relacion C/N

Se establecio la relacion C/N bajo los resultados obtenidos en las siguientes metodologias.

Donde:
Cn*V:

a. Analisis Carbono
Se pesaron 0.25 g de suelo de las muestras en balones de 100 mL, se

agregaron con pipeta 10 mL de dicromato de potasio 1N para el cual previamente,
fue necesario desecar 49,04 g durante 1 horaa 105°C y una vez desecado se disolvio
en agua destilada hasta alcanzar volumen de 1L. A partir de que se adiciond la
solucion, se agregd 10 mL de acido sulfirico concentrado a cada muestra, se
dejaron enfriar y se procedio con el aforo de cada una. Seguidamente, se tomaron
alicuotas de 10 mL de las muestras en erlenmeyer y en otro 2 mL de dicromato de
potasio 1N, a estos se les agregd cinco gotas de acido fosforico concentrado y dos
gotas del indicador elaborado mediante la disolucion de 0,5g de difenilamina en
una mezcla de 100 ml de &cido sulfurico concentrado y 20 ml de agua.
Posteriormente, fueron tituladas las muestras con sal de Mohr para la cual
fue necesario mezclar 78,49 de Fe (NH4)2(SO4)2 6H20 en 500 mL de agua
destilada que contenia 30 ml de &cido sulfurico hasta alcanzar un volumen de 2L.
Conforme se afiadio la sal de Mohr a cada muestra, la solucién cambi6 de un color
violeta a un verde esmeralda. Por Gltimo, en cada prueba se procedio a anotar los
mL gastados de sal de Mohr y a calcular el porcentaje de carbono de acuerdo con

las siguientes formulas (Jackson,1964):

Ecuacién 2. Normalidad sal de Mohr

N sal Mohr: 2 / VVolumen consumido

Ecuacidén 3. Célculo de % de materia organica

% MO: ((Cn*V) Cr207 — (V*N*10) sal Mohr / Masa muestra) * 0,67

Ecuacién 4. Célculo de % de Carbono

% C.0: %MO /1,724

Concentracion por volumen de dicromato de potasio.

V: Volumen consumido de la muestra.

N: Normalidad de la muestra.
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b. Analisis Nitrogeno
Primeramente, se peso cerca de 0,1 g de muestra de suelo en cada ensayo y

se colocaron en balones de Kjendhal de 100 mL, seguido de esto se prepard mezcla
digestiva para lo cual fue necesario pesar 80,0 g de sulfato de potasio en 1 L de
acido sulfurico concentrado, agregar 10mL de selenito de sodio (Anexo 1) y 10 mL
de sulfato de cobre (Anexo 2), se afiadio 3,5 mL de mezcla digestiva preparada a
cada balon y se procedio a colocar las muestras en el digestor Kjendhal (Ver punto
4.4.1.4 cuadro 4, apartado F), hasta que alcanzaron un color transparente.
Posteriormente, se dejaron enfriar y se agregd agua destilada, alcalinizando con
hidroxido de sodio 1+1, para dicho reactivo se pes6 1 kg de hidréxido de sodio y
0,2 g de fenolftaleina, y se adicion6d 1 L de agua destilada Las muestras fueron
destiladas por arrastre de vapor durante 4 minutos a partir de que la solucion
receptora del nitrégeno se tornd verde. Después, se tomaron los destilados en 10
mL de la solucion de &cido bdrico (Anexo 3) con indicador Shiro Tashiro (Anexo
4), y se titularon con &cido sulfarico 0,02 N (Anexo 5), hasta obtener un color azul
grisaceo. Finalmente, se calcularon los porcentajes de nitrégeno de acuerdo con la
siguiente formula (Jackson,1964):

Ecuacién 5. Célculo de % Nitrégeno

% N: V*N* 0,014*100/ m
Donde:
V: volumen en mL &cido sulfurico.
N: Normalidad del &cido.

m: masa de muestra.

45.25. Analisis de pH, humedad y temperatura
Para las mediciones de temperatura, humedad y pH se utiliz6 el equipo de medicion

mencionados en el Cuadro 4 apartados A, G y C respectivamente. En este estudio, las mediciones
de los dos primeros parametros temperatura y humedad se realizaron de manera directa con los
equipos de laboratorio.

Los analisis de pH en esta fase se realizaron utilizando la metodologia establecida en Arce
et. Al. (2006) en donde, primeramente, se pesd 1 g de suelo y se colocd en un vaso de precipitado
de 25 ml. Seguidamente se agregd 10 ml de agua destilada, se agitd y dejo reposar por 10 minutos
y se ajustd el potenciémetro con las soluciones amortiguadoras, pasado el tiempo de reposo se

procedio a medir el pH con el potenciémetro.
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45.3. Faselll: Campo

45.3.1. Seleccion de la muestra
En la tercera fase la seleccion de la muestra correspondio a no probabilistica, esta fase se

llevé a cabo con el microrganismo seleccionado segun la efectividad de degradacion, el cual
correspondié a Pleurotus ostreatus, mientras que el montaje del ensayo se realizd en el
departamento de investigacion la empresa Palma Tica S.A. en donde se destind un area para
evaluar el funcionamiento del hongo bajo las condiciones y variables del lugar.

453.2.  Recoleccion de la informacion
La recoleccion de la muestra en la Fase 111 se realizd en periodos de quince dias para la

valoracion de pH, temperatura y humedad en donde se utilizé el equipo descrito en el Apartado
4.4.1.4, Cuadro 4, puntos A, C y G, mientras que los analisis cualitativos se llevaron a cabo
semanalmente.

4.5.3.3. Metodologia por emplear en campo
Para el desarrollo de la fase Ill se valord6 en campo el funcionamiento del hongo

seleccionado, en este caso expuesto a las variantes de temperatura, humedad y pH propios del lugar
destinado para el estudio, asi como otros organismos presentes. En busqueda de una mejor
alternativa de aplicacién del hongo se planted la escogencia de una metodologia que colabore con
el funcionamiento del microorganismo segun los resultados obtenidos en la fase 1 y fase 2 asi

como recomendaciones en campo por parte del equipo de investigacion de la empresa.

45.3.3.1. Aplicacion de fibra con hongo Pleurotus.
Se planteo la utilizacion en campo del residuo de fibra con un area de 50 cm2 y una altura

de 30 cm por ensayo, en donde se aplicaron cuatro diferentes métodos de evaluacién con las
variaciones expuestas en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Descripcién de metodologia por aplicar

Ensayos Rer;llca Descripcion de metodologias
FBS 2 Blanco de fibra sin aplicacion de agua
FBH 2 Blanco de fibra con aplicacién de agua*
FPS 2 Fibra + Pleurotus ostreatus
FPH 2 Fibra + Pleurotus ostreatus + aplicacion de agua*

*Aplicacion de agua.

Una vez definidos los ensayos, se procedié a realizar el montaje en los terrenos de la
Companiia. Para ello se calculé la cantidad de fibra a utilizar de acuerdo con las dimensiones
indicadas, seguidamente se establecio una aplicacion del 3% de semillas de hongo Pleurotus

ostreatus (390 g aproximadamente) segun el peso obtenido del sustrato en este caso del residuo de
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fibra (13 kg) en base hiumeda (Ver Figura 5). Debido a que, dentro de los resultados obtenidos, el
crecimiento del hongo se beneficia mayormente de la fase oscura, se procedio a tapar los ensayos
mediante una doble capa de sardn que permitié potenciar el crecimiento del microorganismo y
mitigar su contaminacion durante las primeras semanas. En el caso de los ensayos que indican
aplicacion de agua, esté se realiz6 una vez a la semana con un aproximado de 1,5 L. Por otro lado,
una vez que se inicio el ensayo, se procedio a realizar los registros cualitativos y cuantitativos

requeridos de humedad, pH, temperatura y fotografias de campo, durante el periodo de estudio.

Figura 6. llustracion de aplicacion en campo.
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5. RESULTADOS

5.1. Fase 1. Ensayos Medio liquido

5.1.1. Anélisis Cuantitativos

5.1.1.1.

Cuadro 7. Datos de pH promedios y desviacion estandar (SD) obtenidos por ensayo.

pH

Ensayo G GR GT GP GRT GRP
pH 3,25 4,82 3,81 5,61 7,17 5,97

Semana 1
SD 0,05 0,22 0,02 0,68 0,02 0,42
pH 7,06 7,69 7,47 7,20 7,81 5,96

Semana 3
SD 0,05 0,17 0,11 0,10 0,00 0,78
pH 7,64 7,75 8,04 7,50 8,22 5,54

Semana 5
SD 0,13 0,1600 0,13 0,26 0,08 0,34
pH 7,56 7,85 8,05 7,41 7,92 5,48

Semana 6
SD 0,24 0,09 0,06 0,25 0,08 0,19
pH 7,70 7,79 8,14 7,56 7,96 5,45

Semana 7
SD 0,05 0,22 0,13 0,10 0,08 0,08
pH 7,73 7,92 8,13 7,56 7,98 5,38

Semana 8
SD 0,06 0,21 0,14 0,18 0,23 0,23
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pH obtendido

Figura 7. Resultados obtenidos de pH del medio GYM con respecto a GRT y GRP.
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5.1.1.2. Temperatura

Cuadro 8. Datos de temperatura y desviacion estandar (SD) obtenidos semanalmente.

Ensayo G GR GT GP GRT GRP

Semana Temperatura 26,00 26,00 26,00 26,00 26,00 26,00

1
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Semana Temperatura 25,00 2450 23,00 26,00 24,00 26,22

3
SD 0,00 1,00 00,00 0,00 0,00 0,44

Semana Temperatura 25,00 25,00 25,00 26,00 25,00 27,00

5
SD 100 082 000 0,00 0,89 0,44

Semana Temperatura 24,03 24,23 24,43 25,37 24,28 26,00

6
SD 015 033 012 040 0.08 0,66

Semana Temperatura 24,80 24,80 24,47 25,47 24,45 25,91

7
SD 0,0 010 015 0,559 0,27 0,53

Semana Temperatura 24,53 24,53 24,80 25,6 24,35 25,96

8
SD 023 037 020 0,20 0,34 0,27
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Figura 8. Datos de temperatura obtenidos en medio GYM respecto a GRT Y GRP.
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5.1.1.3.  Actividad enzimética por Glucosa

Cuadro 9. Datos obtenidos de glucosa segun analisis inicial e intermedio

Muestra Semana 1 Semana 4

G 1092,03 577,82
GR 233,52 40,36
GT 325,05 24,77
GP 687,22 133,90

GRT 166,88 103,33

GRP 1031,61 217,58




Figura 9. Gréfico obtenido de reduccién de azucares en medio GYM respecto GRT y GRP.
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5.1.1.4.  Andlisis de lignina

Cuadro 10. Resultados de los andlisis de lignina en la Fase II.

Muestra % Lignina

Fibra sin tratar * 6,21

GRP 7,91

GRT 1,97
*Fuente: Van, 2016

5.1.1.5.  Anadlisis de Varianza Anova para los Datos Cualitativos

Cuadro 11. Resultados de Analisis Varianza.

Hipotesis nula p obtenido Decision
Las medias de pH son las mismas para 6.1861E-05 Rechaza hipotesis
cada ensayo en la semana 1 nula
Las medias de pH son las mismas para 3,.8784E-08 Rechaza hipotesis

todos los ensayos en la semana 8 nula



Las medias de Temperatura son las
mismas para todos los ensayos en la 1,2759E-07
semana 8

Rechaza hipotesis
nula

5.1.2. Andlisis cualitativos

5.1.2.1.  Codificacion del desarrollo de los hongos.

Cuadro 12. Analisis del comportamiento de los controles del ensayo segun semanas.

Nivel de presencia

Ensayo
Semana 0 Semana 4 Semana 8
G1 0 0 0
G2 0 0 0
G3 0 0 1
GR1 0 0 0
GR2 0 0 0
GR3 0 0 0
8GT.1 0 0 0
8GT.2 0 0 0
8GT.3 0 0 1
GP1 0 0 0
GP2 0 0 0
GP3 0 0 1

Cuadro 13. Andlisis del desarrollo de los hongos con el residuo segin semanas.

Ensayo Nivel de presencia

Semana 0 Semana 4 Semana 8

8GRT.1 0 1 0

8GRT.2 0 1 1
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5.1.2.2.

8GRT.3 0 2 2
8GRT.4 0 1 1
8GRT.5 0 1 1
8GRT.6 0 1 0
GRP1 0 3 3
GRP2 0 1 0
GRP3 0 3 3
GRP4 0 3 3
GRP5 0 3 3
GRP6 0 3 3

Fotografias de los ensayos en medio GYM en conjunto con residuo.

Figura 10. Ensayo GYM con residuo. A: Semana 2; B: Semana 8.
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5.1.2.3.  Fotografias del ensayo inoculado con Trichoderma spp

Figura 11. Ensayo GRT con menor presencia del hongo. A: Semana 2; B: Semana 8.

5.1.2.4. Fotografias del ensayo inoculado con Pleurotus ostreatus

Figura 13. Ensayo GRP con menor presencia del hongo. A:Semana 2; B:Semana 8.
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Figura 14. Ensayo GRP con mayor presencia del hongo. A: Semana 2; B: Semana 8.

5.2. Fase 2. Ensayos Medio solido

5.2.1. Andlisis Cuantitativos

52.1.1. pH
Cuadro 14. Resultados de pH obtenidos en la fase II.

Muestras pH

Semana 1 Semana 4

Tierra 6,38 6,45
BE 6,31 6,54
BM 6,42 6,63
8ME 6,30 6,61

8MM 5,91 6,63
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Figura 16. Resultados de pH obtenidos en la metodologia enterrada, Fase I1.
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Figura 15. Resultados de pH obtenidos en la metodologia en monticulo, Fase II.
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5.2.1.2. Temperatura

Cuadro 15. Resultados obtenidos de las mediciones de temperatura semanalmente.

Temperatura (°C)

Ensayos
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 5
Suelo 23 23 24 25
BE 22 23 24 25
BM 23 23 24 25
8ME 22 23 24 25

8MM 23 23 24 25




Temperatura [°C)

Figura 17. Datos de temperatura obtenidos segln las mediciones semanales.
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Temperatura de ensayos en medio solido

Suelo

Cuadro 16. Resultados de humedad obtenidos semanalmente.

BE

Humedad

BM BME BMNM

Ensayos

Ensayos Humedad (%)
Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 5
Suelo 60,0 33,1 68,8 23,0
BE 49,1 51,8 57,0 33,5
BM 34,4 55,9 57,9 30,4
8ME 34,4 70,0 40,2 31,0
8MM 30,0 27,3 30,5 30,0

Semana 1
m Semana 2
H Semana 3

m SEmana s
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Figura 18. Datos obtenidos de Humedad semanalmente previo a la adicion de agua.
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5.2.1.4. Relacién C/N

Figura 19. Comparacion de muestras con escasa luz (M1-E) y blanco (BE) ambas enterradas.
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Figura 20. Fotografias de P. ostreatus en monticulo con ambiente cerrado, semanales.

Cuadro 17. Datos obtenidos de relacion Carbono/Nitrogeno en cada ensayo.

Muestra Relacién C/N
Semana 1 Semana 4
Suelo 5,71 5,06
BE 9,38 6,69
BM 5,82 9,28
8ME 7,43 8,43

SMM 6,02 5,63
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Figura 21. Grafico comparativo relacion C/N en ensayos con la fibra enterrada y suelo con
Trichoderma.
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Figura 22. Gréfico comparativo relacion C/N en ensayos con la fibra en monticulos y suelo con
Trichoderma.
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5.2.2. Anélisis Cualitativos
5.2.2.1. Fotografias de los ensayos en microcosmos

Figura 23. Ensayo en medio solido inoculado con Trichoderma spp. A: Semana 2; B: Semana 8
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5.3. Fase 3. Ensayos

5.3.1. Andlisis Cuantitativos

5311 pH

Cuadro 18. Resultado de pH obtenidos en la fase 11l

Ensayo FBS FBH FPS FPH

Semana 1 pH 8,34 9,04 8,68 8,86
SD 1,32 0,54 1,01 0,42

Semana 2 pH 8,53 9,43 9,01 7,04
SD 0,46 0,19 0,08 0,63

Semana 3 pH 8,91 8,94 9,09 8,63
SD 0,36 1,17 0,25 0,65

Semana 4 pH 9,62 9,00 9,18 9,19
SD 0,34 0,66 0,18 0,05

Semana 5 pH 9,08 9,07 8,72 8,68
SD 1,19 0,50 1,09 0,65

Figura 25. Gréfico de resultado de pH obtenidos en la fase IlI.

pH del ensayo en campo respecto al
crecimiento del hongo P.ostreatus
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5.3.1.2. Temperatura.

Cuadro 19. Resultados obtenidos de las mediciones de temperatura.

Ensayo FBS FBH FPS FPH
Semana 1 Temperatura 28,93 29,37 29,27 29,10
SD 0,40 0,75 1,12 0,96
Semana 2 Temperatura 29,87 28,93 30,13 29,60
SD 1,40 0,51 0,58 0,53
Semana 3 Temperatura 29,03 28,27 28,27 28,43



Semana 4

Semana 5

SD
Temperatura
SD
Temperatura
SD

1,27
27,70
0,79
28,37
0,51

0,87
27,53
0,68
28,10
0,53

0,46
27,53
0,25
28,10
0,69
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0,76
28,27
0,25

Figura 26. Gréfico de resultado de temperatura obtenidos en campo.
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5.3.1.3.  Humedad
Cuadro 20. Resultados obtenidos de las mediciones de humedad.
Ensayo FBS FBH FPS FPH
Semanal Humedad 46,10 49,23 39,96 47,53
SD 13,35 14,58 13,01 3,61
Semana2 Humedad 27,71 33,65 30,36 29,89
SD 0,34 531 1,25 1,91
Semana3 Humedad 57,43 49,84 55,91 55,91
SD 10,85 4,40 14,95 14,03
Semana4 Humedad 34,81 49,11 40,38 43,00
SD 1,50 8,80 10,53 16,34
Semana5 Humedad 50,30 40,92 48,89 47,38
SD 15,39 7,02 9,60 7,17
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Figura 27. Gréfico de resultados de humedad obtenidos en campo.
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5.3.1.4.  Analisis de Varianza Anova para Datos Cuantitativos.
Cuadro 21. Resultados de Andlisis de Varianza para la Fase Il

Hipotesis nula p obtenido Decision

Las medias de pH son las mismas para cada 0.44 Conserva hipdtesis
ensayo en la semana 1 ' nula

Las medias de pH son las mismas para todos los 0.31 Conserva hipdtesis
ensayos en la semana 5 ' nula

Las medias de Temperatura son las mismas para 0.88 Conserva hipdtesis
todos los ensayos en la semana 1 ' nula

Las medias de Temperatura son las mismas para 0.87 Conserva hipétesis
todos los ensayos en la semana 5 ' nula

Las medias de humedad son las mismas para

Conserva hipdtesis
todos los ensayos en la semana 1

0,62 nula

Las medias de humedad son las mismas para 0.73 Conserva hipdtesis
todos los ensayos en la semana 5 ' nula




5.3.2. Andlisis Cualitativos.
5.3.2.1. Fotografias

Figura 28. Colocacién de ensayos en campo bajo metodologia seleccionada en el dia 1.
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Figura 30. Comparacion de ensayos FBH y FBS en campo.
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Figura 31. Ensayo FPH con menor presencia de P. ostreatus en campo.
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Figura 32. Ensayo FPS con menor presencia de P. ostreatus en campo.
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Figura 33. Ensayo FPH con mayor presencia de P. ostreatus en campo.
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Figura 34. Ensayo FPS con mayor presencia de P. ostreatus en campo.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Durante el desarrollo del proyecto se inicio con la elaboracion y cumplimiento de las Fase
I y Fase I, las cuales funcionan como base de referencia sobre el comportamiento de los hongos
Trichoderma spp y Pleurotus ostreatus tanto en medio liquido como en sélido. A partir de los
resultados, se realizo la seleccion del microorganismo mas eficiente y finalmente, se inici6 con la
Fase Il en la empresa. A continuacion, se discutiran los resultados obtenidos en cada Fase

establecida:

6.1. Fase 1. Resultados Ensayos Medio liquido

6.1.1. Anaélisis Cuantitativos

6.1.1.1. pH
Como parte de los analisis realizados se encuentra las mediciones semanales de pH, las

cuales se muestran detalladas en el Cuadro 7. Las mediciones de pH son de importancia ya que
este determina la disponibilidad de nutrientes que necesita el microorganismo para un crecimiento
adecuado dentro de los ensayos. Es importante destacar que dentro de la literatura VValderrama
(2013), menciona que los hongos toleran margenes de pH entre 5 y 8. Sin embargo, Naher,
Siddiquee y Shafawati (2017), indican que el pH éptimo para la degradacion adecuada del hongo
Trichoderma spp es de 4 pero que las especies del género pueden desarrollarse entre un pH de 2.0
a 6,0; en cuanto al hongo Pleurotus ostreatus Pineda, Ramos y Soto (2014), mencionan que este
presenta un pH 6ptimo de crecimiento de 5.5.

A partir de lo anterior, es posible identificar dentro de la Figura 6 como influye el pH sobre
el desarrollo del hongo dentro de los ensayos GRT y GRP respecto al comportamiento del medio
GYM, el cual pasa de un pH de 3.25 en la semana 1 a 7.73 en la semana 8, este incremento del pH
se produce debido a la falta de microorganismos que interfieren en su control y que presenta dentro
de su composicion fosfatos, los cuales se encargan de aumentar el pH un medio basico. Respecto
al ensayo GRT, este presenta un comportamiento similar al control G por encima de su pH 6ptimo
de desarrollo, lo cual indica que el microorganismo no logré la estabilizacion del pH y por ende
su desarrollo ideal.

En cuanto al ensayo GRP, es posible observar en la Figura 6 como el hongo P. ostreatus
en su cultivo liquido pasa de un pH neutro a un pH acido, presentandose en la semana 5 el pH
optimo de crecimiento segun el Cuadro 7. Ademas, se puede observar como el pH se va
estabilizando producto del microrganismo evidenciando el desarrollo adecuado del mismo tal y

como se observa en la Figura 12 del apartado 5.1.2.2.
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Por su parte, los ensayos GR, GT y GP al ser controles en el ensayo, presentan un
comportamiento similar al medio GYM.

6.1.1.2. Temperatura
La temperatura del cultivo de hongos es un factor muy importante para los

microorganismos ya que condiciona su crecimiento y supervivencia (Cervantes, Orihuela, y
Rutiaga,2017). Segun Pineda, Ramos y Soto (2014), esta ha sido estudiada en rangos de 7-37°C
en dependencia de la cepa y de la region geogréfica de donde proceda. En el Cuadro 8 se
encuentran los resultados de las mediciones de temperatura realizadas semanalmente en el
LHMRH, donde la minima corresponde a 23°C para el ensayo GT y la maxima de 27°C para el
ensayo con el hongo ostra (GRP).

Respecto a los ensayos que contienen el residuo de pinzote en conjunto con los hongos, es
posible identificar en la Figura 7 que el ensayo GRP en la semana 5 presenta la mayor temperatura
respecto a G y GRT concordando con el resultado de pH éptimo del hongo indicado en el apartado
anterior. A partir del comportamiento observado en este ensayo, es posible indicar que conforme
la temperatura aumenta cercana a 30 °C influye en la estabilizacion del pH presentando una
actividad de crecimiento positiva para el hongo. No obstante, Pineda, Ramos y Soto (2014)
mencionan que los limites dptimos de la temperatura son méas estrechos, en general, que los del
pH, por lo cual es importante mantener un control de los cambios presentados semanalmente.

En cuanto al ensayo GRT, se muestra como los valores de temperatura son similares a los
controles (G en el caso de la Figura 7). Los autores Naher, Siddiquee y Shafawati (2017),
mencionan que para un desarrollo de la biomasa fungica del Trichoderma spp este debe de
encontrarse en un rango de temperatura de 10-40 °C y segun el Cuadro 8 la temperatura del ensayo

GRT se encuentra entre 24 y 26 °C, estando sobre el rango establecido para su crecimiento.

6.1.1.3.  Actividad enzimatica por Glucosa
La actividad enzimatica fue analizada con respecto a los resultados obtenidos en los analisis

de glucosa llevados a cabo el dia 0 con respecto a los 30 dias del ensayo lo cual se puede observar
en la Figura 8 del apartado 5, dicha prueba radica en la composicion del residuo de palma africana,
constituido por tres principales componentes los cuales son: celulosa, hemicelulosa y lignina,
siendo la celulosa un homopolimero lineal de unidades de glucosa ligados mediante enlaces
glucosidicos B-1,4, por su parte la hemicelulosa es un heteropolisacarido (Tovar, 2013). Las
mediciones de glucosa en el ensayo se fundamentan en el proceso llevado a cabo durante la
degradacion, ya que primeramente se debe de remover la lignina y la hemicelulosa de manera que

el polimero de celulosa quede expuesto para que se logre transformar en unidades de glucosa.
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Como se observa en la Figura 8, existe una evidente reduccion de glucosa en las muestras
inoculadas con el hongo P. ostreatus, debido a que al inicio del ensayo esta se encontraba con una
concentracion cercana a 1000 ug/ml y al transcurrir los 30 dias disminuyd consideradamente
alcanzando 200 ug/ml aproximadamente, mostrando un consumo por parte del hongo ostra. Dicho
comportamiento se debe a que el microorganismo se alimenta de la glucosa libre presente en el
medio GYM la cual ha sido hidrolizada por el agua. Segun Valdés (2018), ciertos hongos de
podredumbre blanca pueden emplear oligdmeros de celulosa como fuente de carbono, generando
actividad enzimatica y reduciendo las concentraciones de glucosa, lo que relaciona la baja

concentracion con el desarrollo exponencial del hongo.

Analizando la misma figura, se muestra como el ensayo cultivado con Trichoderma spp
posee concentraciones bajas de glucosa tanto en el inicio como a los 30 dias debido a que la
inoculacidon de dicho hongo se realizé de forma liquida generando una dilucion de la glucosa y por
ende una menor hidrolisis, ademas no se evidencia una reduccién marcada lo cual se relaciona con

el poco crecimiento del hongo sobre la fibra de pinzote.

6.1.1.4.  Andlisis de Lignina
La lignina es el segundo polimero méas abundante en el mundo vegetal, dentro de las

funciones que cumple se destacan el brindar rigidez a la pared celular, servir de proteccion ante
agentes atmosféricos y de ataques por parte de microorganismos, también dicho polimero actta
como un elemento de unidn de las fibras celulosas (Neyra, 2021). Al ser la lignina un agente
protector complica la degradacion de los sustratos que la poseen, principalmente por dos aspectos,
el primero es que el patron del polimero es muy complejo y contiene una gran cantidad de enlaces
quimicos diferentes y ramificados y el segundo se debe a que la impregnacién por parte de lignina
a las paredes celulares genera que la estructura sea tan compacta que las moléculas grandes no
puedan penetrar (Henriquez,2022).

Datos tedricos indican que los hongos de podredumbre blanca poseen complejos
enzimaticos que agilizan y estimulan la ruptura de uniones dentro de la molécula de lignina
reduciendo el tamafio de la misma, para el caso especifico del hongo P.ostreatus se ha reportado
que la biomasa fungica de este, degrada lignina junto con la celulosa, gracias a la facultad de
producir enzimas lignoceluliticas oxidativas e hidrolicas, por lo que cominmente se utiliza

residuos agroindustriales para su cultivo (Matus, 2021).

El hongo Trichoderma spp, posee cualidades degradadoras ya que puede descomponer
sustratos muy complejos como lo son la pectina, almidon y celulosa, lo anterior se debe al

complejo enzimatico que contiene el hongo de las cuales se encuentran enzimas hidroliticas,
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amilasas, pectinasa y celulasas, la segregacion de la enzima celulasa contribuye a la

descomposicion de la celulosa a mondmeros de glucosa (Geovanni,2019).

Al comparar los resultados obtenidos en el cuadro 10 se evidencia que después de la
exposicion de la fibra de palma africana a cada hongo evaluado, el porcentaje de lignina presente
fue mayor para el ensayo inoculado con ostra dando un resultado de 7,91% mientras que el
resultado de lignina para el ensayo con Trichoderma fue de un 1,97%. Es importante considerar
que el valor tedrico de la fibra sin tratamiento es de 25,7%, por lo que el microorganismo con
mayor degradacion de lignina es el Trichoderma sp considerando Gnicamente los valores arrojados

en este analisis.

Segun lo mencionado precedentemente y los datos encontrados en la literatura, los
resultados obtenidos no son concluyentes debido a que se esperaba un mayor porcentaje de
degradacidn de lignina por parte del hongo P.ostreatus en comparacion con el Trichoderma sp, ya
que tedricamente el primer hongo mencionado posee mayores caracteristicas que facilitan este
proceso como lo son los complejos enzimaticos, ademas en el analisis cualitativo efectuado se
evidencié mayor presencia del hongo ostra y una disminucion del volumen de la fibra de palma
africana, asi como resultados cuantitativos en donde es dicho hongo el que alcanza un pH éptimo

para su crecimiento.

6.1.2. Analisis cualitativos

6.1.2.1.  Codificacion y fotografias del desarrollo de los hongos
Durante el desarrollo de la fase I se realizd un seguimiento continuo de manera cualitativa

de los diferentes ensayos llevados a cabo, evidenciando los cambios y el comportamiento de estos.
Al observar el Cuadro 12 del apartado 5.1.2 se aprecia como al pasar las semanas, los blancos
constituidos por residuo y medio GYM no presentaron indicios del hongo lo cual fue un resultado
esperado al no estar inoculados, mientras que los medios GYM inoculados con los hongos si
evidenciaron presencia de los microorganismos ya que tanto la muestra 8GT3 y GP3 se encuentran
invadidas por cada respectivo hongo.

En cuanto a los ensayos constituidos por residuo, medio GYM y hongo, indicados en el
Cuadro 13 del apartado 5.1.2.1, el ensayo 8GRT.6 en la semana 1 tenia una presencia de
Trichoderma spp baja y al pasar el tiempo esta disminuyd hasta alcanzar presencia nula en la
semana 8. Lo anterior se evidencia claramente en la Figura 9 en donde se compara por medio de
fotografias el desarrollo del ensayo con respecto al paso del tiempo, en este caso en particular se

observa como la fibra no ha cambiado fisicamente presentando la misma coloracién y tamafio



79

desde la semana 1 hasta la 8, por lo tanto, no se presenta ningun indicio de Trichoderma en el
residuo. Por su parte, el ensayo 8GRT.3 muestra presencia media del hongo desde la semana 2
hasta alcanzar la semana 8 siendo esta constante. En la Figura 11, es observable la colonizacién
Ilevada a cabo por el microorganismo, en este caso se evidencia un leve cambio de color del residuo
y una evidente presencia de esporas verdes correspondiente al hongo. Por otra parte, es importante
recalcar que ninguna muestra inoculada con Trichoderma alcanz6 una presencia alta en el residuo
ya que como se muestra en el Cuadro 13 ninguno de estos ensayos alcanza una codificacion de 3
referente a una alta presencia de este.

Con respecto a los ensayos inoculados con P. ostreatus en el Cuadro 13 se puede demostrar
que en su mayoria este hongo ha logrado colonizar de manera efectiva la fibra, en el ensayo GRP1
se observa como este para la semana 4 posee una presencia alta obteniendo una codificacion 3, la
cual se mantiene hasta la octava semana y donde dicho comportamiento se repite para las muestras
GRP3, GRP4, GRP5 y GRP6, mientras que la muestra GRP2 en la semana 4 alcanza un grado de
presencia de 1 y al llegar la semana 8 esta disminuye a un 0. Este comportamiento se puede
corroborar en la Figura 11 en donde se muestra una presencia nula en la semana 8 y ningin cambio
evidente en las caracteristicas fisicas de la fibra.

Al observar la Figura 12 y compararla con la Figura 13, siendo estos los mejores ensayos
para cada tipo de hongo, se observa como el hongo ostra genera una mayor invasion en la fibra
cubriéndola completamente, por su parte el Trichoderma si ha logrado invadir el sustrato y

colonizarlo, pero no completamente como se esperaba.

6.2. Fase 2. Ensayos Medio sélido

6.2.1. Anaélisis Cuantitativos

6.2.1.1. pH
El pH del suelo es un factor de importancia debido a que influye directamente en el

crecimiento de los microorganismos, en la Figura 14 del apartado 5.2.1.1 se puede evidenciar como
el pH de la fibra enterrada (BE) posee un comportamiento similar a la fibra enterrada inoculada
con Trichoderma (8ME), en ambos casos los resultados de dicho parametro aumentan levemente
manteniéndose dentro de un rango de 6 a 7 lo que los categoriza dentro de un suelo de pH neutro.
Por su parte los resultados obtenidos en la Figura 15 muestran como el ensayo que contiene el
hongo inoculado en la fibra segun la metodologia de monticulo (8MM) se posiciona con un pH
moderadamente &cido a diferencia del blanco en monticulo (BM) que se encuentra catalogado en

un rango de pH neutro.
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Cada grupo de microorganismos posee un pH optimo de crecimiento y multiplicacion, en
el caso de la actividad bacteriana se reproduce a un pH de 6,0-7,5; mientras que la mayoria de la
actividad fangica se produce a pH 5,5-8,0 (Martinez, Pantoja y Roman, 2013). En el caso
especifico del hongo Trichoderma spp para llevar a cabo un adecuado desarrollo es necesario que
el pH sea de 4 es decir, ambientes acidos lo que interfiere e inhibe su crecimiento (Siddiquee,
Shafawati y Naher, 2017). Segun Gomez (2017), el hongo Trichoderma posee la cualidad de
cambiar el pH del ambiente circulante para poder proporcionar condiciones éptimas en la
produccién de metabolitos, como se muestra en el Cuadro 14 apartado 5.2.1.1, el ensayo inoculado
con hongo no mostrd una variacion significante en donde se evidencie esta cualidad mencionada
anteriormente, esta poca capacidad de variacién del pH se encuentra relacionada con el escaso

crecimiento de este.

6.2.1.2. Temperatura
La temperatura es un factor que demuestra el proceso de degradacion y las fases en que

este se encuentra, en metodos de descomposicion como lo es el compostaje se menciona que las
temperaturas inician a condiciones ambientes y van en aumento hasta alcanzar los 65°C sin
necesidad de calentamiento externo y luego sigue su fase de maduracion en donde se disminuye
hasta lograr nuevamente temperatura ambiente (Martinez, Pantojay Roman, 2013). Al observar el
Cuadro 15 dentro del apartado 5.2.1.2 es evidente como los dos estudios expuestos con el hongo
Trichoderma spp han mantenido variaciones similares en la temperatura con rangos que van desde
los 22- 24°C lo que evidencia que no se logro ese proceso cambiante de temperatura que indica la

degradacion de materia organica.

Por otro lado, los valores de temperatura de los analisis que contienen presencia de hongo
en comparacion a los que no tienen presencia alguna, muestran variaciones similares, lo cual es
visible en la Figura 16, en donde claramente se demuestra una semejanza entre las condiciones,
teniendo en este caso las misma variaciones el BE con respecto a 8ME y de igual manera el BM
con 8MM, lo que refuerza el hecho de la poca presencia del hongo en la fibra y su escasa
degradacion evidenciada de manera cualitativa con respecto a los andlisis cuantitativos de
parametros fundamentales como temperatura, humedad y pH.

Las temperaturas bajas menores a 35°C se pueden generar por diversos factores como lo
es la falta de humedad (Martinez, Pantoja y Roman, 2013), lo cual tiene estrecha relacion con los
resultados alcanzados en este parametro, relacionando la Figura 16 con respecto a la Figura 17 se

puede observar como existe un escaso porcentaje de humedad a bajas temperatura. Por su parte la
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temperatura de los sustratos es un factor importante para el desarrollo de los organismos, como se
menciono anteriormente el hongo Trichoderma spp se puede desarrollar a un rango entre 10-40 °C
lo que indica que este si se encuentra dentro de un rango aceptable, descartando la temperatura

como un factor que influyo en el crecimiento de este.

6.2.1.3.  Humedad
La humedad del sustrato esta directamente relacionada con la disponibilidad de agua en el

medio, al ser un factor muy importante para la actividad microbiana y fangica, generalmente la
actividad minima de agua para una adecuada germinacion de este hongo es menor que la del
crecimiento micelial. Sin embargo, el limite minimo de agua para la actividad bioldgica es variable
segun otros parametros como lo es el pH y la temperatura, también la disponibilidad de agua en el
suelo es un aspecto que influye en la misma, el hongo Trichoderma spp crece de manera dptima
en porcentajes de humedad que se encuentren entre 70-80% (Gomez, 2017). Como es observable
en la Figura 17 dentro del apartado 5.2.1.3, en el caso del ensayo 8ME se alcanza un porcentaje de
humedad dentro del rango 6ptimo en la semana 2, pero seguidamente este decae llegando a un
valor cercano a 40%, proporcionando como resultado una limitante en cuanto a humedad.

En el caso de 8MM este no alcanza datos superiores al 30% en todas las semanas de
exposicion, al contrario debido a que en la semana 2 este dato tiende a disminuir levemente, la
limitante de humedad es un factor que podria haber influenciado el poco crecimiento y produccién
del hongo Trichoderma en la fibra de pinzote, debido a que como se menciond los porcentajes se
encontraban bajos en comparacion al dato de humedad 6ptima del hongo; cabe recalcar que
durante el ensayo se realiz6 adicion de agua dos veces por semana aproximadamente para
aumentar la humedad del ensayo.

Por su parte, en el Cuadro 16, se muestra como los ensayos BE y BM poseen un
comportamiento similar en cuanto al porcentaje de humedad ya que para ambos casos se inicia con
humedad cercana a un rango de 30% a 40% para posteriormente aumentar significativamente a un
rango de 50%-60%, para llegar a un punto de declive con porcentajes aproximados a 30%. Un
comportamiento similar se evidencia en el ensayo con hongo enterrado (8ME), solo que, en este
caso en particular, la disminucion del porcentaje de humedad es evidente desde una semana antes
a los porcentajes mencionados. Por otra parte, el ensayo que posee hongo y fibra en forma de
monticulo demuestra un comportamiento distinto, ya que la humedad comienza a disminuir en la

segunda semana para posteriormente aumentar levemente y seguir de forma constante.

En cuanto a la humedad, Martinez, Pantoja y Roman, (2013), mencionan que para alcanzar
una degradacion de sustratos hasta un nivel de compostaje es necesario que el porcentaje de
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humedad se encuentre cercano a 55%, aunque este puede variar segun el estado fisico y el tamafio
del material, si la humedad disminuye por debajo de 45% se reduce la actividad microbiana lo que
genera que no se completen las fases de degradacion. Es importante también mencionar el caso
contrario, es decir en donde la humedad alcanzada es alta o superior a 60%, debido a que se genera
una saturacion de los poros afectando la oxigenacion del material y del calor metabdlico, asi como
proporcionar un ambiente idoneo para la contaminacién con bacterias u otros organismos no
deseados. Ademas, desde el punto ambiental se debe de considerar que el agua es un recurso escaso
por lo que si se emplea volimenes altos aumenta el impacto negativo del proceso y mayores costos

productivos (Pineda, Ramos y Soto, 2014).

6.2.1.4. Relacién C/N

Los célculos de relacion C/N son uno de los métodos mas empleados en los cuales se
determina el grado de mineralizacién de un material organico, es decir, el proceso bioldgico de
conversion de materia organica a un estado inorganico por accion de microorganismos. Al ser los
analisis de carbono y de nitrégeno de gran importancia en el desarrollo de los hongos por formar
parte de los elementos necesarios en la vida y reproduccion de los mismos, autores como Figueroa,
Alvarez, Forero, Salamanca y Pinzon (2012) asi como Castafieda, Méndez, Robles y Ruiz, (2018)
indican que la degradacién de los residuos lignocelulésicos y la disponibilidad de nutrientes esta
ligado a la relacion C/N donde el valor o rango 6ptimo para compostaje es del 25-30. Cabe destacar
que una relacién mayor a 30 se traduce a un proceso de descomposicién lento y con baja
disponibilidad de nitrégeno mientras que una relacion C/N menor a 25 indica mayor contenido de
nitrégeno disponible, asi como mayor velocidad y magnitud de descomposicion. Por otra parte,
Cabrera, Diaz, Galeano Gamarra y Ortiz (2017), mencionan gue las reducciones de relacién C/N
indican una mineralizacion y ruptura de tejidos rapida, ya que la actividad microbiana se estimula,

por ende, se genera una mejor degradacion de los residuos.

Como se muestraen el Cuadro 17 del punto 5.2.1.4, los andlisis realizados durante el primer
mes de ensayo presentan como resultados una relacion Carbono/Nitrégeno inferior a 25 lo que en
primera instancia significa presencia de degradacion del residuo por parte el hongo, sin embargo,
esto no estéd siendo concluyente respecto al analisis cualitativo del ensayo 8MM vya que en el
transcurso de las semanas se presentd una inhibicion en el crecimiento del hongo y su presencia

durante la semana 4 es minima.

En lo que respecta a los ensayos en metodologia enterrada, estos también presentan una

relacién C/N por debajo de 25. En la Figura 20 dentro del apartado 5.2.1.4 es posible contemplar
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el comportamiento de estos ensayos en los cuales el Suelo y BE presentan una disminucion dentro
de su relacion C/N mientras que el ensayo 8ME presenta un considerable aumento en la semana 4
pero debido a que este se encuentra bajo una metodologia enterrada por 8 semanas no es posible
indicar cualitativamente si este incremento es por accion del hongo o si por el contrario este
aumento corresponde a la inhibicién del hongo y su capacidad de descomponer el residuo en el

cual se cultivo.

Al observar la Figura 21 y siguiendo con el ensayo en monticulo 8MM este presenta un
comportamiento similar al suelo, donde es posible fundamentar la inexistencia cuantificable de
degradacion pertinente del residuo por parte del hongo. Por su parte, el ensayo BM presenta un
incremento importante de su relacion C/N en la semana 4 con respecto a la semana 1, sin embargo,
este se puede fundamentar por la presencia de algun microorganismo ajeno al ensayo o por algun
material proveniente en la fibra utilizada ya que este corresponde a un blanco que no se le aplicd

el hongo Trichoderma spp ni se esterilizo.

Por otra parte, es posible sefialar que dentro de las dificultades presentadas en el desarrollo
del hongo sobre el sustrato fibra de pinzote se puede sefialar la presencia de nitrégeno dentro del
ensayo ya que, segun Castafieda, Méndez, Robles y Ruiz (2018), este es necesario para que los
hongos se desarrollen y se mantengan activos caso contrario si este tiene baja disponibilidad de N.
Por otro lado, se mencionada que, a mayor contenido de N disponible, se da una produccion en
exceso de N inorganico, que puede perderse por volatilizacion en forma de amonio o por
lixiviacion en forma de nitrato. En el caso del estudio en cuestion, el nitrégeno estuvo presente,

pero en condiciones minimas afectando el desarrollo ideal del hongo.

En cuanto a estudios realizados del hongo Pleurotos ostreatus en medio solido, se indica
que el resultado positivo se obtuvo en la metodologia fase oscura, en la cual el hongo se desarroll6
en un contenedor en condicidn enterrada y monticulo por 60 dias sin la interferencia de la luz solar
(Balladares y Flores, 2018).

El ensayo que correspondio a metodologia enterrada con el hongo ostra obtuvo la mejor
degradacion en el estudio. Este ensayo presentd una disminucion en la relacion C/N durante el
tercer andlisis siendo en esta semana en donde se presentdé una mayor degradacion de residuo.
Ademas, los resultados cualitativos indicaron las diferencias presentadas respecto al blanco donde
este no presenta ninguna degradacién o cambio aparente al no tener ningun tratamiento pasados
los dos meses de ensayo mientras que en la muestra enterrada fue evidente la diferencia de

compactacién y de degradacion del residuo afectando su textura, su color y su olor (Ver Figura
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18). Por su parte, el ensayo realizado bajo condiciones de poca luz y el residuo en forma de
monticulo mostré resultados positivos en degradacion y la proliferacion del hongo, esto fue
evidente en el desarrollo de los andlisis, donde a nivel cuantitativo el ensayo mostré una
disminucion de C/N en el segundo andlisis coincidiendo esta conducta con la semana de mayor
produccién del hongo y a nivel cualitativo se demostrd como el micelio iba colonizando la fibra

durante su desarrollo (ver Figura 19). (Balladares y Flores, 2018).

6.2.2. Anaélisis Cualitativos

6.2.2.1. Fotografias
En el proceso del ensayo en medio solido con el microorganismo Trichoderma se

desarroll6 un seguimiento cualitativo, el cual evidencio una escasa presencia del hongo en la fibra
siendo esto visible en la Figura 22 del apartado 5.2.2.1, en donde al comparar el ensayo en la
semana 1 con respecto a la semana 6, no se muestra indicios del microorganismo en el residuo de
pinzote. En cuanto a las caracteristicas de la fibra se puede observar como esta se muestra seca y
con una coloracién mas palida debido a la limitante de humedad que presenta. En lo que se refiere
a la Figura 23 es posible observar el ensayo con fibra sin microorganismos donde se evidencia un
comportamiento similar a la fibra que contenia el hongo y por ende la falta de comportamiento

ideal de degradacién del hongo en el residuo estudiado.

6.3. Fase 3. Prueba piloto en campo

6.3.1. Analisis Cuantitativos

6.3.1.1. pH
Existen diversos factores involucrados en la descomposicién de la materia organica, segun

Ruiz (2020) pueden ser la presencia y accion de microorganismos, el origen de materia organica,
asi como los diversos parametros de los cuales destacan la temperatura, pH, humedad,
disponibilidad de oxigeno y relacién C/N, es fundamental entender la afectacion que produce el
entorno a dicho proceso y a los microorganismo que se interrelacionan, por lo cual el anélisis de
pH se realizé como un pardmetro necesario para la evaluacion de la degradacion de la fibra de

palma africana en la fase 3 siendo este el ensayo en campo.

En la degradacion de materia organica, especificamente en el compost, el pH presenta una curva
tipica llevada a cabo por tres sistemas, en donde se evidencia un declive en la fase inicial, un

aumento en la fase maxima y posteriormente tiende a estabilizarse (Brenes at al.,2019), como se
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muestra en la figura 24, al evaluar el comportamiento del pH en los ensayos inoculados con P.
ostreatus se evidencia como estos poseen un comportamiento lineal, sin presentar picos o declives

significativos que representen la curva de degradacion.

Al observar el cuadro 18, se evidencia como los ensayos que cuentan con la presencia del
hongo poseen un pH dentro del rango de 8 a 9 siendo estos alcalinos, mientras que el potencial de
hidrogeno 6ptimo para el desarrollo del hongo Pleurotus ostreatus es de 5.5 (Pineda, Ramos y
Soto, 2014). Como se visualiza en la figura 24, los ensayos sin analito con hidratacién presentan
un grado mayor en el potencial de hidrégeno en comparacion de los ensayos inoculados e
hidratados, aunque en ambos casos los pH son alcalinos. Por su parte, al comparar el ensayo
inoculado en seco con respecto al blanco bajo las mismas condiciones se muestra un

comportamiento similar.

Por lo tanto, a partir de los resultados analizados anteriormente, es posible identificar que
el pH del sustrato durante el ensayo de campo no propicié un &mbito ideal para el crecimiento

adecuado del hongo Pleurotus ostreatus.

6.3.1.2. Temperatura
En el proceso de degradacion de residuos agroindustriales como es el de la palma africana

la temperatura juega un papel fundamental, ya que el aumento de este factor favorece la
degradacidn de los enlaces de lignina (Das et al., 2017), logrando de esta manera que se encuentren
disponibles para la degradacién microbiana. En el desarrollo del ensayo realizado en campo se
evidencia en la figura 25 como la temperatura mas alta lograda fue de 30,13°C para el ensayo que
contenia P. ostreatus sin adicion de agua (FPS), dicho valor fue alcanzado la segunda semana del
ensayo, sin embargo, este parametro presentd un comportamiento de declive al pasar la tercera 'y

Cuarta semana.

En el cuadro 19 se observa como el ensayo con presencia de P. ostreatus que obtuvo menor
temperatura corresponde a FPS en la semana cuatro siendo esta de 27,5°C, al comparar dicho
ensayo con el blanco se observa que las temperaturas en ambos casos son similares, en estas

pruebas se evidencia como para la Gltima semana del estudio existié un aumento de la temperatura.

El cultivo de P. ostreatus depende de diversos factores tanto intrinsecos como lo son el
sustrato, el pH, la relacion C: N y humedad, asi como los extrinsecos existiendo entre ellos la

temperatura, la humedad relativa, la composicion del aire y la luz (Abdalla et al, 2022). EI hongo
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ostra puede llegar a desarrollarse en ambientes con temperaturas que se encuentren entre los 23 a
32°C, siendo la temperatura optima los 28°C para el crecimiento micelial (Bardales et al, 2019).
Los ensayos que fueron inoculados con el hongo seleccionado (FPS y FPH) para la tercera etapa
alcanzaron la temperatura Optima de crecimiento micelar en la tercera y quinta semana como se

observa en la figura 25.

6.3.1.3. Humedad
Segln Ruiz (2020), el agua por medio de la hidro6lisis da inicio al proceso de degradacion,

generando un medio necesario para lograr el transporte y la transformacion de los nutrientes, los
cuales seran necesarios para la realizacion de las actividades metabdlicas y fisiologicas de los
organismos, por lo que el porcentaje de humedad en los sustratos es un parametro que influye

directamente en los procesos de descomposicion.

Al observar la figura 26 se logra apreciar que los resultados del porcentaje de humedad
obtenidos en los diferentes ensayos evaluados se encuentran dentro de un rango de 28 a 57%, estos
resultados estan por debajo del porcentaje de humedad tedrico para sustratos, el cual segln
Bardales et al, (2019) se estiman entre 60 a 70%, lo que demuestra que el resultado obtenido no

fue el 6ptimo para generar las condiciones adecuadas que propiciaran el proceso de degradacion.

En la figura 26 se observa como en las primeras dos semanas el montaje FBH presenta
mayor humedad en comparacion con el ensayo FPH, mientras que en la tercera semana se observa
un aumento de la humedad para FPH sobrepasando al blanco en las mismas condiciones. Por su
parte los ensayos sin adicion de agua presentan un comportamiento contrario debido a que en las
primeras dos semanas FPS presenta mayor porcentaje de humedad en comparacion con FBS y a

partir de la tercera semana es el blanco el que presenta resultados més altos en humedad.

Al evaluar todos los montajes realizados en campo, se puede distinguir en la figura 26
como FBS obtuvo el menor porcentaje de humedad durante todo el periodo del ensayo siendo este
de 28% como dato obtenido en la segunda semana, en dicha semana se evidencid un considerable
declive de humedad para todas las pruebas, lo cual esta directamente relacionado con la escaza
presencia de precipitacion de la zona. La disminucion del porcentaje de humedad afecta
directamente la degradacion ya que disminuye la actividad microbianay la accion biolégica de los

organismos (Muswati, C et al, 2021).
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Como se muestra en la figura 26 existio un pico en el porcentaje de humedad en la tercera
semana en todos los montajes, obteniendo FBS la mayor humedad de un 57% seguido de FPS con
un 56% y por FPH con un 55%. En el cuadro 20 se muestra como los ensayos inoculados con P.
ostreatus presentan un aumento en humedad al comparar la primera semana de montaje con

respecto a la quinta semana, FPH fue el que present6 un aumento sustancial.

6.3.2. Anaélisis Cualitativos

6.3.2.1.  Fotografias

Los ensayos de la tercera fase se realizaron en los terrenos de Compaiiia Palma Tica S.A
en el area de investigacion. Como se observa en la Figura 27 se realizaron cuatro tipos de métodos,
de los cuales dos se basaron en blancos tanto secos como humedos (FBS y FBH) y dos en la
aplicacion del hongo, de igual manera bajo las condiciones seco y humedo (FPS y FPH).

A continuacion, se desarrollaran los principales resultados identificados en campo en el
desarrollo del ensayo:

Durante los primeros dias de la investigacion, se evidencia la presencia del hongo
identificado como Neurospora crassa. En el desarrollo del estudio en laboratorio realizado por
Balladares y Flores (2018) se indica que el hongo se produce en la fibra al estar expuesta en el
ambiente, debido a los niveles de aceite que aun esta contiene. Como se observa en la figura 28
este hongo tiene como principal caracteristica el color naranja intenso, que permite identificarlo a
simple vista en los primeros dias a partir de que la fibra sale del proceso de extraccion de aceite
como parte del residuo o subproducto generado. Sin embargo, con forme pasan las semanas N.
crassa va disminuyendo su tonalidad hasta convertirse en un tipo moho de color blancuzco. Segun
Gil (2017), el Neurospora crassa es un hongo filamentoso perteneciente a la clase Ascomiceto,
conocido como un hongo con esporas naranjas contaminante del pan. Ademas de ser considerado
en la naturaleza como un microorganismo capaz de colonizar la vegetacién quemada debido a que
utiliza la celulosa en su metabolismo y necesita calor para la germinacion de sus ascosporas en la
reproduccion sexual. Lo anterior, se evidencia en la aparicion del N. crassa en la fibra una vez que

esta pasa por el proceso de altas temperaturas para extraer el aceite.

Por otra parte, en la Figura 29 se observa el comportamiento de los ensayos considerados
como blancos mediante la comparacion desde el dia 1 hasta la semana 5 de estudio. Segun los
analisis cualitativos semanales, el ensayo FBS durante la primera semana presento una invasion
del hongo N. crassa, durante la segunda semana se evidencié una reduccion del hongo naranja y

la aparicion de un tipo de moho blanco debido a que la humedad de la fibra aumentd durante esa
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semana. En el caso del ensayo FBH, durante la primera semana presentd una invasion de
Neurospora considerablemente hasta la segunda semana de estudio, a partir de la tercera semana
no se observo la presencia del hongo a pesar de que la humedad del ensayo aument6. En el caso
de los ensayos FBS y FBH, es posible observar en la Figura C que no se present6 una reduccion o

degradacion importante en la fibra lo cual es el comportamiento esperado siendo el blanco.

Para el caso de los ensayos inoculados con el hongo P. ostreatus, en la figura 30 se presenta
el comportamiento del ensayo FPH con menor presencia del hongo. En este caso, durante la
semana 1 la presencia del hongo invasor fue muy baja en comparacion con los blancos, en la
segunda semana se observé un desarrollo minimo del hongo aplicado y a partir de la tercera semana
se inhibio el crecimiento y desarrollo del micelio del P. ostreatus, por lo que no es posible observar
una diferencia representativa de comportamiento de la semana 2 a la 4, esto se complementa con
los resultados de pH alcalino y bajo % de humedad mencionados anteriormente. En el caso del
FPS con menor presencia de hongo, durante la semana 2 se identifica en la Figura 31 una alta
presencia del hongo N. crassa, que disminuy0 a partir de la semana 3 asi como la reduccion de la
humedad en la fibra que fue menor a la obtenida por el blanco y por lo tanto se afectaron las

condiciones de crecimiento requeridas por el microorganismo seleccionado.

Para el caso de los ensayos con mayor presencia del hongo, en la figura 32 se muestran las
evidencias del desarrollo del ensayo FPH, en donde durante la segunda semana se observa
presencia del hongo aplicado y del hongo color naranja. En cuanto a la semana 3, se presenta el
desarrollo del micelio de P. ostreatus, asi como la disminucion de la presencia del N. crassa.
Sumado a esto, en esa semana se presentd el crecimiento de un hongo denominado Comatus
coprinus conocido cominmente como tinta negra, el cual es un hongo que pertenece al phylum
Basidiomycota, familia Agaricaceae y género Coprinus. Este hongo es comestible, pero a
diferencia de todos los hongos que igualmente se consideran comestibles, este solo lo es en su
etapa joven (como se observa en la semana 2), una vez el hongo se hace viejo con el paso de las
semanas, las esporas y la himenia se transforman mediante el proceso de autodigestion en un fluido
como la tinta que oscurece al Coprinus. Ademas, dicho hongo presenta su propia actividad
antifangica sobre algunas especies de hongos y tiene un crecimiento micelial favorable a una
temperatura de 26 °C y un pH de 7 (Nowakowski et.al, 2019), por lo tanto, se considera que dicho

hongo interfirié con la inhibicion del desarrollo del hongo ostra.

En cuanto al ensayo con mayor presencia del hongo P. ostreatus se encuentra el FPS, en la
figura 33 es posible identificar como a partir de la semana 2 se observa el desarrollo del micelio
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en el interior de la fibra, en la semana 3 se evidencia mayor colonizacion del sustrato y durante la
semana 4 se muestra la continuacion de la presencia del hongo aplicado en el campo. Esto se

complementa con los resultados de temperatura 6ptima durante la semana tres y cinco.

En general, en cuanto a la lenta colonizacion del hongo seleccionado y baja degradacion
respecto a los blancos, se puede identificar que la fibra presenta un alto contenido de aceite y falta
de nitrégeno para brindar condiciones adecuadas que permitan un crecimiento Optimo del

microorganismo
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7. CONCLUSIONES

En la fase liquida el hongo que presentd mayor presencia a partir de la prueba in vitro en
la fibra de palma africana fue el P. ostreatus el cual logro alcanzar una codificacion de tres,
siendo este el microorganismo maés eficiente, caso contrario para el hongo Trichoderma spp el

cual logro niveles de presencia bajos y medios.

Los residuos de E. guineensis resultaron no ser favorables para el efectivo desarrollo del
hongo Trichoderma spp observandose un pobre y casi nulo crecimiento del micelio en la fase

solida del estudio, mediante las pruebas fisicas y quimicas realizadas.

A partir de la realizacion de la prueba piloto se concluye que el microrganismo
seleccionado requiere de un medio inicial que le suministre nutrientes que le permita realizar el
proceso de degradacion continua, ya que este al ser expuesto a un sustrato en donde no pueda
obtener los nutrientes necesarios de una manera rapida imposibilita su germinacién y desarrollo

Optimo.

La interaccion de los parametros propios de la zona como lo son el pH, la temperatura,
humedad y la interaccion con otros organismos afect6 directamente el ensayo en campo, debido a
que el hongo seleccionado en la fase tres se enfrentd a dichas condiciones; ademas, compitid
nutricionalmente con otros hongos que invadieron el ensayo como lo fueron el Comatus coprinus

y el Neurospora crassa.

En cuanto al planteamiento del problema y la pregunta generada en la investigacion se
concluye que, si es posible degradar los residuos con estructuras lignoceluldsicas, es el caso de los
residuos de palma aceitera; sin embargo, para obtener una degradacion completa es necesario
mantener un control operativo de las condiciones de humedad, pH y temperatura 6ptimas para el
crecimiento del microorganismo ya que estos parametros interfieren directamente en la

disponibilidad de nutrientes y condiciones que requieren los mismos.

La aplicacion de procesos biotecnoldgicos en pro de reducir y proteger el ambiente del
exceso de residuos solidos organicos actualmente es una necesidad en el sector agroindustrial en
donde diariamente se generan residuos con caracteristicas que dificultan su tratamiento adecuado,
por lo que las industrias tienden aplicar productos quimicos como una opcién rapida para su

descomposicion.
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8. RECOMENDACIONES

Para agilizar los procedimientos de degradacion de la fibra, es importante que se identifique
un proceso de descomposicion fisicoquimico o mecénico que anteceda la aplicacion del proceso
bioldgico mediante la aplicacién de un microorganismo que podria ser el P. ostreatus, en menor

cantidad de tiempo.

Se recomienda la aplicacion de compuestos como cal que permiten mantener un pH

constante de los ensayos y favorecer un ambiente de crecimiento adecuado para el P. ostreatus.

Realizar otros ensayos empleando diferentes tipos de micro hongos de degradacion que no

generen cuerpo fructifero, sino que degraden ain mas los residuos lignocelulésicos.

Es necesario que para la germinacion del hongo este disponga de un medio con nutrientes
esenciales, que le permitan sobrevivir a las condiciones ambientales del medio durante las primeras

semanas Yy con ello aumentar la eficiencia de degradacion.

Se deben de estudiar e identificar otros métodos mas certeros y representativos que

evidencien cuantitativamente la degradacion de lignina como la microscopia de fluorescencia.

Finalmente, es importante destacar que se deben de realizar esfuerzos dirigidos a la
investigacion de estas metodologias piloto en las cuales a un mediano plazo se identifiquen y
apliguen procedimientos ambientalmente viables para el manejo, tratamiento y aprovechamiento

de los residuos agroindustriales como parte de una necesidad del sector en nuestro pais.
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10. ANEXOS

ANEXOS 1. Selenito de Sodio

Para su preparacion se mezcld 5g de selenito de sodio en ml de agua destilada.

ANEXOS 2. Sulfato de cobre

Se debio de disolver 5 g de sulfato de cobre pentahidratado en 50 mL de agua destilada.

ANEXOS 3. Acido bérico 4%

Se pesd 80 g de &cido borico y se disolvio en 500 mL de agua destilada mientras se calentaba, una

vez disuelto se retir6 del calor y se dej6 enfriar para ser llevado a un volumen de 2000 ml.

ANEXOS 4. Indicador Shiro Tashiro

Se Disolvié 0,125 g rojo de metilo y 0,08 g de azul de metileno, en 100 ml de alcohol etilico.

ANEXOS 5. Acido sulfdrico 0,0200 N

Se tom6 2,2 mL de &cido Sulfarico concentrado y se agreg6 4 000 mL de agua destilada, después

de realizado esto se titul6 con NaOH 0,01000 para verificar la concentracion.



