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RESUMEN
Teniendo en cuenta los resultados mostrados en el 
capítulo 2 sobre producción masiva, selección del me-
dio de cultivo y condiciones de fermentación para T. 
koningiopsis Th003, en este estudio se evaluaron dos 
metodologías de fermentación para la producción del 
bioplaguicida a escala planta piloto. Se utilizaron equi-
pos diseñados en el Laboratorio de Control Biológico de 
Corpoica y se evaluaron la fermentación bifásica en un 
fermentador de tipo airlift y la fermentación sólida en un 
fermentador de bandejas estáticas. Después de optimi-
zar las condiciones y determinar la reproducibilidad de 
los procesos, el rendimiento promedio obtenido - medi-
do en cantidad de conidios en el sustrato por tiempo de 
fermentación (conidios/Kg.h) - fue de 5.97x109conidios/
Kg.h y 1.42x1010 conidios/Kg.h para la fermentación bi-
fásica y sólida, respectivamente. La fermentación sólida 
fue seleccionada como metodología de fermentación 
para T. koningiopsis Th003. Las operaciones en el proceso 
de formulación del bioplaguicida polvo mojable (WP), 
así como la separación del principio activo, la mezcla 
con excipientes y el secado, fueron también estandari-
zadas a nivel planta piloto.

4.1 INTRODUCCIÓN
Las oportunidades económicas y comerciales de los 
bioplaguicidas dependen en gran medida de su fa-
cilidad de escalamiento. Este es un mecanismo me-
diante el cual se trasladan condiciones y variables de 
operación de un proceso en un equipo o sistema 
determinado, a otro de tamaño diferente (Gallego et 
al., 2002). Con el escalamiento de la producción de 
bioplaguicidas se busca mantener las condiciones 
óptimas de crecimiento del microorganismo, la ge-
neración y separación de metabolitos y/o biomasa 
encontrados a nivel de laboratorio, obteniendo re-
sultados similares en cuanto a rendimientos y pro-
ductividades. Para el escalamiento se debe recoger 
la mayor cantidad de información posible del pro-
ceso en condiciones de laboratorio; esto implica co-
nocer la fenomenología del proceso y factores tales 
como la temperatura, la concentración de nutrien-
tes, el pH y la actividad del agua, entre otros. Adicio-
nalmente, con los datos experimentales generados 
se deben realizar balances de materia y determinar 
los rendimientos en términos de cantidad de micro-
organismo por sustrato y cantidad de sustrato por 
producto final (Duarte, 1995). Teniendo en cuenta 
estos aspectos, para el escalamiento a nivel planta 
piloto de la producción del bioplaguicida a base de 
T. koningiopsis (Th003), surgieron las operaciones y 
puntos críticos descritos en la figura 1.

Entre las técnicas de fermentación más estudiadas 
para la producción de hongos filamentosos se en-
cuentran la fermentación sólida (SSF), la fermentación 
sumergida (SmF) y la fermentación bifásica (mezcla de 
SSF y SmF). Para los procesos de SSF los factores más 
importantes incluyen el tipo de sustrato, el microor-
ganismo, el contenido de humedad, el pH y la altura 
de la matriz sólida. De otra parte en la fermentación 
sumergida (SmF) para hongos filamentosos los facto-
res más destacados por controlar, son las condiciones 
reológicas de operación como la viscosidad, la densi-
dad, las velocidades de agitación, el pH y la concentra-
ción de oxígeno disuelto (Singhania et al., 2008).

En el Laboratorio de Control Biológico del Centro de 
Biotecnología y Bioindustria de Corpoica, tras varios 
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estudios de evaluación del crecimiento comparativo 
para la producción masiva del hongo T. koningiopsis 
Th003, se desarrolló un método de producción ma-
siva eficiente en un medio sólido codificado como 
SS1. Sin embargo, las condiciones del proceso de 
fermentación para este hongo no habían sido es-
tandarizadas a nivel de planta piloto, por lo tanto se 
hizo necesaria su estandarización para la obtención 
de conidios del hongo biocontrolador.

Una vez las condiciones de producción masiva de 
T. koningiopsis Th003 a escala piloto se estandari-
zaron, este principio activo fue formulado para la 
obtención de un bioplaguicida en forma de polvo 
mojable (WP). Las operaciones unitarias de separa-
ción, mezcla, secado y molienda fueron escaladas a 
nivel de planta piloto y la eficiencia de las mismas se 
evaluaron teniendo en cuenta los puntos críticos de 
estos procesos (Figura 1).

El escalamiento de la producción a nivel de planta 
piloto fue realizado en la planta de bioplaguicidas 
ubicada en el Centro de Biotecnología y Bioindustria 
de Corpoica. Esta construcción cuenta con instala-
ciones adecuadas para la producción de bioplagui-
cidas a nivel semicomercial y equipos apropiados 

para las operaciones de fermentación, separación 
continua de principio activo, mezcla, granulación y 
secado. También cuenta con áreas para el control de 
calidad tanto de materias primas como de produc-
tos en proceso y terminados.

4.2 METODOLOGÍA
4.2.1 Escalamiento del proceso de 
fermentación de T. koningiopsis 
Th003

4.2.1.1 Fermentación bifásica

Para la estandarización de la fermentación bifásica, 
inicialmente se efectuó la fermentación líquida de-
terminando las condiciones óptimas para maximi-
zar la producción de conidios de Th003 en un fer-
mentador de tipo airlift. Este medio de cultivo fue 
el inóculo para la fermentación sólida producida en 
un fermentador de bandejas. Ambos fermentadores 
fueron diseñados y puestos en marcha previamente 
en el Laboratorio de Control Biológico de Corpoica. 

Primera fase: fermentación líquida 
Preparación del preinóculo
A partir de cultivos en medio PDA con el hongo cre-
cido durante 7 días, se removieron los conidios me-
diante la adición de 10 ml de una solución de Tween 
80 a 0.1% (v/v). La suspensión de conidios obtenida 
se puso en un tubo estéril y se homogeneizó en un 
agitador vibratorio durante 30 segundos. A partir de 
esta suspensión madre se realizaron diluciones se-
riadas en solución Tween 80 a 0.1% (v/v) con el fin 
de lograr una suspensión en concentración de 1x107 
conidios/ml.

Esta suspensión se inoculó (2.5 ml) en Erlenmeyers 
de 125ml de capacidad que contenían 25 ml del 
medio de cultivo estéril codificado como SL1 (Peña, 
2002). Los Erlenmeyers se incubaron a 25°C con agi-
tación constante (180rpm) en un baño termostata-
do Lindberg Blue® durante 24 horas. Transcurrido 
este tiempo, se procedió al control de calidad del 
caldo de fermentación mediante una coloración 
de Gram para detectar la presencia de bacterias y 

PREPARACIÓN  
DEL SUTRATO

PREPARACIÓN  
DEL INÖCULO

FERMENTACIÓN

SEPARACIÓN 

MEZCLA PUNTO CRÍTICO: Concentración de 
la mezcla (conidios/g)

PUNTO CRÍTICO: g conidios  
húmedos/kg biomasa procesada

FORMULACIÓN

TIPO DE FERMENTACIÓN: 
Fermentación sólida

Fermentación bifásica

PUNTO CRÍTICO: Concentración 
final (conidios/g), Humedad (%)

SECADO

MOLIENDA

Figura 1. Esquema general del escalamiento de la producción 
del bioplaguicida a base del hongo T. koningiopsis Th003
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de azul de Lactofenol para visualizar las estructuras 
fúngicas. Posteriormente se llevaron a cabo tres 
cambios de volumen sucesivos en Erlenmeyers de 
125ml, 500ml y 1000ml, manteniendo una relación 
volumen medio de cultivo a volumen del Erlenme-
yer de 1:5. Los Erlenmeyers fueron incubados bajo 
las mismas condiciones ya descritas y las coloracio-
nes mencionadas fueron realizadas para verificar 
la pureza del cultivo y para observar microscópi-

camente la morfología del hongo. Finalmente, los 
preinóculos se inyectaron a un fermentador tipo 
airlift para la evolución de la fermentación liquida y 
la estandarización del proceso.

Fermentación en biorreactor airlift de 20 litros
El fermentador airlift (Figura 2) es un equipo neumá-
tico de contacto gas-líquido, en el que el gas (aire 
u oxígeno) cumple las funciones de agitación, con-
tribución a la transferencia de calor y suministro de 
oxígeno (Flórez, 2002). 

En el diseño del equipo se tuvieron en cuenta pará-
metros como la geometría, el volumen del reactor, 
el tipo de lazo, la relación altura diámetro, el separa-
dor gas-líquido, la instrumentación y por supuesto 
el material de construcción. En la Tabla 1 se resumen 
las principales características del fermentador airwlit 
diseñado en el Laboratorio de Control Biológico de 
CORPOICA (Flórez, 2002).

La selección de los factores y niveles por evaluar para 
la fermentación líquida de T. koningiopsis Th003, se 
hizo teniendo en cuenta las características relacio-
nadas con el equipo (altura de la zona de ascenso) y 
las condiciones físicas de la fermentación (caudal de 
aire y volumen de antiespumante) (Tabla 2).

Tabla 1. Principales características del fermentador airlift, diseñado en el Laboratorio de Control Biológico.

Característica Descripción

Volumen 20 litros 

Tipo de lazo  Interno

Relación altura diámetro 5

Tipo de distribuidor de aire Anular 

Material de construcción Acero inoxidable y vidrio

Tabla 2. Factores y niveles evaluados durante la fermentación líquida del hongo T. koningiopsis Th003 en un biorreactor airlift de 20 
litros.

Factores Nivel bajo Nivel alto Variable de respuesta

Altura de la zona de ascenso 44.3 cm 55.1 cm

Concentración de 
biomasa (micelio 

principalmente, g/L)

Caudal del gas de entrada 0.5 vvm 0.75 vvm

Volumen de antiespumante

0.075% (v/v) 0.1% (v/v)

15 ml 20 ml

Figura 2. Fermentador airlift utilizado para la producción 
del preinóculo de T. koningiopsis Th003
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Para la estandarización se realizaron seis fermenta-
ciones, empleando un diseño experimental factorial 
fraccionado a la mitad (Tabla 3). Las evaluaciones 
fueron hechas al cabo de 48 horas de incubación.

4.3.1 Resultados fermentación 
bifásica / primera fase

Durante las fermentaciones llevadas a cabo se 
presentó una morfología mixta de T. koningiopsis 
Th003 con presencia de agregados de diversos ta-
maños; se observó un rápido crecimiento micelial 
que incrementó la viscosidad del líquido y cambió 
gradualmente el color del medio de crecimiento a 
medida que transcurrió el tiempo de incubación 
(48 horas).

De acuerdo con lo anterior, durante las fermentacio-
nes 1 y 2 en las que la velocidad de agitación fue 
elevada (≥0.75vvm), el micelio libre fue la forma de 
biomasa predominante. Por el contrario, en las fer-
mentaciones 3, 4, 5 y 6 a velocidades de agitación 
bajas (≤0.5vvm), la forma de biomasa presente estu-
vo constituida en su totalidad por micelio en forma 
de agregados; sin embargo, en ningún caso se pre-
sentó una limitación de oxígeno ya que el disuelto 
se mantuvo en valores superiores a 50% con todos 
los caudales de aire evaluados.

Los datos de peso seco obtenidos experimental-
mente permitieron comprobar la hipótesis de que 
los factores evaluados afectaron directamente la 
productividad del proceso de fermentación líquida, 
ya que las diferencias entre tratamientos presen-
taron una variación hasta de 10.23% y al realizar el 
análisis estadístico de los datos empleando la prue-
ba LSD, con un 95% de confianza, se determinó que 
existieron diferencias significativas entre fermenta-
ciones. Los mejores resultados en términos de bio-
masa seca (15.61g/l) se consiguieron bajo las condi-
ciones definidas en la fermentación 4; éstas fueron: 
altura del riser: 55.1cm, caudal de aire: 0.5vvm y vo-
lumen de antiespumante: 20ml.

De ésta fase se concluyó que el cambio en la mor-
fología del hongo fue un elemento que influyó de 
manera negativa sobre la producción de biomasa al 
final del proceso, por lo que es necesario llevar un 
control exacto sobre las condiciones de incubación 
respecto a la etapa del precultivo, la temperatura y 
la agitación.

Tabla 3. Matriz del diseño experimental factorial fraccionado para la fermentación líquida del hongo T. koningiopsis Th003 en un 
biorreactor airlift de 20 litros.

Fermentación
Altura de la zona  
de ascenso (cm) Caudal de aire (vvm)

Volumen de  
antiespumante (ml)

1 44.3 0.75 15

2 44.3 0.75 20

3 55.1 0.5 15

4 55.1 0.5 20

5 58.7 0.42 22

6 68.3 0.20 18

Figura 3. Diagrama de Pareto para los factores evaluados 
durante la fermentación líquida en un biorreactor airlift. 
Factores: A: Altura zona de ascenso, B: Caudal de aire,  
C: Volumen de antiespumante.

AB

C: volumen 
antiespumante

B: caudal aire

A: altura zona 
de ascenso

BC

AC

3 6 9 12 15

Efectos estandarizados

	 +
	 -

p = 0.1
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De acuerdo con el análisis Pareto (Figura 3), ninguno 
de los factores presentó un efecto significativo sobre 
la concentración de la biomasa obtenida después 
del proceso de fermentación líquida. Se pudo ob-
servar que el resultado más importante fue la inte-
racción de los factores altura de la zona de ascenso y 
caudal de aire (AB) con un efecto negativo, mientras 
que el menor efecto lo presentó el caudal de aire y 
el volumen de antiespumante (BC) de forma tam-
bién negativa. En cuanto a la combinación altura de 
la zona de ascenso y volumen de antiespumante su 
efecto fue positivo.

Segunda Fase: fermentación sólida
Una vez conocidas las mejores condiciones para la 
producción de T. koningiopsis Th003 en fermenta-
ción líquida y utilizando este caldo resultante como 
inóculo, se evaluó la fase de fermentación sólida. 
Para esta segunda fase se utilizó el sustrato sólido 
codificado como SS1. 

Existen tres grandes tipos de biorreactores para la 
fermentación sólida: el lecho empacado con airea-
ción forzada, el tambor rotatorio y las bandejas con 
sustrato estático (Gervais, et al 2003); a este último 
grupo pertenece el fermentador utilizado, situado 
en el Laboratorio de Control Biológico. El fermen-
tador sólido empleado contiene una cámara en 
acero inoxidable que permite poner 47 bandejas 
separadas entre sí, cargadas con 1.1 kg de sustrato 
húmedo, con una capacidad de carga de 60 kg. Tal 
fermentador tiene un sistema de control de tempe-
ratura de tipo proporcional On / Off y dos resisten-
cias de 208 Watts para esterilización in situ.

Para determinar las condiciones óptimas de ope-
ración, se aplicó un diseño experimental simplex. 
La elección de los factores se efectuó teniendo en 

cuenta 3 tipos de características: las relacionadas 
con el equipo (número de bandejas), las condicio-
nes físicas de la fermentación (temperatura) y las 
relacionadas con el hongo T. koningiopsis Th003 (vo-
lumen de inóculo).

Se eligió la temperatura debido a que es un fac-
tor clave dentro del proceso de fermentación 
sólida, así mismo está directamente relacionado 
con la actividad metabólica del microorganismo 
y con la velocidad de crecimiento (Krishna, 2005). 
El volumen del inóculo líquido obtenido en el fer-
mentador airlift y aplicado al sustrato sólido es un 
factor importante pues de su concentración final 
depende la velocidad de colonización del sustrato  
sólido (Krishna, 2005 y Pandey, 2003). La cantidad de 
bandejas empleada para llevar a cabo cada corrida 
experimental también es importante puesto que el 
espacio entre ellas limita la entrada de luz al sistema 
(sustrato+microorganismo). La variable de respues-
ta escogida fue la concentración final de conidios y 
los niveles seleccionados para cada uno de los facto-
res se determinaron teniendo en cuenta los valores 
reportados por la literatura consultada para este tipo 
de procesos (Tabla 4).

El sustrato sólido se inoculó con el caldo de fermen-
tación proveniente del biorreactor airlift y la tem-
peratura y el caudal de aire se ajustaron según las 
condiciones de fermentación establecidas.

4.3.2 Resultados fermentación 
bifásica / segunda fase

La evaluación del proceso de esporulación del hongo 
se hizo al día 7 de fermentación. Los factores evalua-
dos durante la fermentación bifásica tuvieron diferen-
tes efectos sobre la concentración de conidios obte-

Tabla 4. Factores y niveles evaluados para la fermentación sólida del hongo T. koningiopsis Th003 en un biorreactor de bandejas.

Variables de estudio Nivel bajo Nivel alto Variable respuesta

Temperatura 25ºC 27ºC

Concentración de 
conidios (conidios/g)

Cantidad de bandejas 10 15

Volumen de inóculo líquido 110 ml 220 ml

Caudal de aire inyectado 0vvm, 0.25vvm, 0.5vvm y 1vvm
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nida. Al analizar por separado el efecto de los factores 
principales, se precisó que la cantidad de bandejas 
fue el que tuvo mayor influencia sobre la variable de 
respuesta, siendo éste un efecto negativo. En segun-
do lugar de magnitud se encontró el factor tempe-
ratura, el cual presentó un efecto positivo sobre la  
concentración de conidios,, mientras que el tercer 
factor en orden de tamaño se refiere a la concentra-
ción del inóculo proveniente de la fermentación líqui-
da anterior y no presentó efecto alguno sobre la co-
nidiación del hongo T. koningiopsis Th003 (Figura 4).

En función de estos resultados se concluyó que el 
volumen de inóculo empleado (en forma de micelio 
principalmente) no presentó un efecto significativo 

sobre la concentración de conidios obtenida al final 
de la fermentación bifásica, debido a que los nive-
les de los volúmenes evaluados fueron suficientes 
para cubrir de forma homogénea el sustrato sólido y 
permitir así una esporulación similar. Sin embargo, la 
combinación del volumen de inóculo con el factor 
temperatura, mostró tener el mayor efecto negativo 
sobre la producción final de los conidios del hongo.

La mayor concentración del hongo se alcanzó bajo 
las condiciones de temperatura de incubación de 
27 ºC, flujo de aire de 0 vvm y 220 ml de inóculo  
(Tabla 5, Figura 5). La concentración de conidios en 
las bandejas fue del orden de 109 conidios/g, siendo 
el valor máximo 2.79x109 conidios/g y el valor pro-
medio de 1.29x109 conidios/g.

Después de 9 días de fermentación, divididos en 
2 días de fermentación líquida y 7 días de fermen-
tación sólida, la productividad promedio de la fer-
mentación bifásica fue de 5.97x109conidios/Kg.h. 
Este valor es relativamente bajo comparado con los 
alcanzados por Kubota (1995) y Agosin et al. (1997) 
quienes obtuvieron valores de 6.0x1010 conidios/
Kg.h y 1.4x1011 conidios/Kg.h respectivamente, en 
fermentación sólida de Trichoderma harzianum.

La baja productividad en la fermentación bifásica 
fue consecuencia del largo tiempo de fermentación 
(216 horas), que incluye la producción del preinó-

Tabla 5. Producción de conidios de T. koningiopsis Th003 durante la fermentación bifásica.

Bandeja Concentración (conidios/g) Log concentración

1 1,71x109 9,23

2 9,80x108 8,99

3 2,79x109 9,45

4 9,84x108 8,99

5 6,70x108 8,83

6 1,13x109 9,05

7 1,08x109 9,03

8 1,00x109 9,00

Desviación estándar 0,19

Promedio concentración 1,29x109

Coeficiente de variación (%) 0,02

LOG
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Figura 4. Representación gráfica de los efectos principales 
sobre la concentración de conidios de los factores evaluados  
en la fermentación sólida.
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culo (48 horas), haciendo que la concentración del 
orden de 109conidios/g, encontrada al final de la 
fermentación sólida, no sea suficiente para alcanzar 
una productividad superior a 1.0 x1010 conidios/Kg.h.

4.2.1.2 Fermentación sólida

La fermentación en estado sólido (SSF) se define 
como el cultivo de microorganismos sobre un so-
porte sólido humedecido, un vehículo inerte o so-
bre sustratos insolubles que además pueden ser 
usados como fuente de carbono y de energía. Esta 
fermentación tiene lugar en ausencia o con muy 
baja cantidad de agua libre (Holker et al., 2004). Es 
utilizada en varios bioprocesos como bioremedia-
ción, biodegradación de compuestos tóxicos y bio-
transformación de residuos agrícolas, así como en 
la producción de metabolitos secundarios como 
antibióticos, alcaloides, factores de crecimiento de 
plantas, enzimas, ácidos orgánicos, biocombustibles 
y bioplaguicidas. Frente a la fermentación líquida, la 
sólida presenta rendimientos más altos para el caso 
de hongos filamentosos; esto se atribuye principal-

mente a que tal fermentación simula el hábitat natu-
ral del microorganismo (Pandey, 2003).

La fermentación sólida de T. koningiopsis Th003 se 
llevó a cabo en el mismo fermentador sólido está-
tico de bandejas descrito anteriormente. El sustrato 
fue el mismo que el utilizado para la fermentación 
bifásica, es decir el codificado como SS1 pero con 
un pH ajustado a 4.0 (HCl 0.1 M), el cual reduce el 
riesgo de contaminación por bacterias y favorece la 
esporulación del hongo (Peña, 2002).

Con el fin de estandarizar los procedimientos de 
fermentación sólida a escala piloto, y teniendo en 
cuenta los resultados encontrados en la fermenta-
ción bifásica en cuanto a la influencia del número 
de bandejas, se realizaron 4 lotes con 14 bandejas 
cada uno. El inóculo se preparó a partir del hongo 
crecido durante 7 días en cajas de Petri con medio 
de cultivo PDA, al cual se le adicionaron 10 ml de so-
lución estéril Tween 80 a 0.1% (v/v) y se removieron 
los conidios. La concentración de la suspensión de 
estos fue ajustada a 1.0x107 conidios/ml. 

A diferencia de la fermentación bifásica, donde la 
inoculación del sustrato se hizo desde la bomba de 
inyección a través de boquillas de 1 mm, la inocu-
lación del sustrato con T. koningiopsis Th003 en fer-
mentación sólida se efectúo por aspersión directa, 
usando atomizadores de 500 ml los cuales permi-
tieron una aspersión homogénea de la suspensión 
de conidios sobre la superficie. Bajo condiciones de 
asepsia se aplicaron 15 ml de la suspensión para una 
cantidad aproximada de 1.5x108 conidios/bandeja. 
Posteriormente, las bandejas fueron incorporadas al 
fermentador, donde se mantuvieron en condiciones 
de 27 ºC, una humedad de 60 a 65% y ausencia de 
inyección de aire. 

Después de seis días de incubación se procedió a 
un muestreo al azar tomando 5 g del sustrato colo-
nizado por cada bandeja. A estas muestras se les de-
terminó la concentración (conidios/g) por recuento 
en cámara de Neubauer y el contenido de humedad 
(%), usando una balanza halógena OHAUS MB 45. A 
los resultados se les fijó el coeficiente de variación 
para verificar el nivel de reproducibilidad entre lotes. 

Figura 5. Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentación 
bifásica.
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4.3.3. Resultados fermentación 
sólida

En los cuatro lotes de producción se observó que la 
humedad del sustrato dentro del fermentador pre-
sentó variabilidad entre las bandejas para la variable 
de respuesta, dándose los menores valores en las 
bandejas cercanas a la resistencia del fermentador 
(Figura 6). Adicionalmente, los coeficientes de varia-
ción entre lotes fueron superiores a 10%, encontrán-
dose valores entre 14.75% y 18.44% (Tabla 6). Esta 
variabilidad en el contenido de humedad podría ser 
causada por el gradiente dentro de la cámara del fer-
mentador. Resultados similares fueron encontrados 
por Cruz (2007) quien reportó un gradiente de hu-
medad al finalizar la fermentación entre 19% y 39%.

En cuanto a la concentración del sustrato colonizado, 
después de seis días de fermentación en los cuatro lo-
tes, en la mayoría de los casos se encontraron valores 
superiores a 1.0x109 conidios/g (Figura 7), mostrando 
una homogeneidad en el crecimiento del hongo en 

Figura 7. Concentración de conidios de T. koningiopsis Th003 en el sustrato colonizado en la fermentación sólida

Figura 6. Humedad del sustrato colonizado por T. koningiopsis 
Th003 en la fermentación sólida. Las líneas sobre las barras 
representan la desviación estándar de los datos de humedad  
de cuatro lotes de fermentación (n= 4).
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Tabla 6. Coeficientes de variación de la humedad (%) y concentración final (conidios/g) del sustrato esporulado para la fermentación 
sólida.

Lote Coeficiente de variación para la humedad (%) Coeficiente de variación para la concentración (%)

Lote 1 14.75 1.14

Lote 2 15.69 2.60

Lote 3 18.10 2.42

Lote 4 18.44 1.64

Tabla 7. Rendimiento en el proceso de fermentación sólida 
de T. koningiopsis Th003.

Lote Rendimiento SSF (conidios/kg hora)

Lote 1 9.15 x 109 

Lote 2 1.41 x 1010

Lote 3 1,63 x 1010

Lote 4 1.93 x 1010

	 lote 1
	 lote 2
	 lote 3
	 lote 4
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la totalidad de los lotes evaluados. Este crecimiento 
fue uniforme no sólo en la superficie del sustrato, sino 
también en su interior (Figura 8). Al determinar los 
coeficientes de variación por lote (Tabla 7) se encon-
traron valores entre el 1.14 y 2.60%, inferiores a 10%, y 
por lo tanto indicaron que la producción entre lotes 
fue reproducible en el tiempo.

Al evaluar el rendimiento en los cuatro lotes en 
términos de conidios/kg.hora se encontraron valo-
res entre 9.15x109 y 1.93x1010 conidios/kg.hora, con 
un valor promedio de 1.42x1010 conidios/kg.hora 
(Tabla 8). Estos resultados son cercanos a los encon-
trados por Kubota (1995) y Agosin et al. (1997) quie-
nes reportaron rendimientos de 6.0x1010 conidios/
kg.hora y 1.4x1011conidios/kg.hora respectivamente, 
con T. harzianum para fermentaciones sólidas con 
granos de maíz como sustrato.

Al comparar los resultados de rendimiento de la pro-
ducción de conidios, tanto en fermentación bifásica 
(5.97x109conidios/kg.hora) como en fermentación 
sólida (1.42 x1010 conidios/kg.hora), se concluyó que 
el proceso SSF presentó cerca del doble de rendi-
miento; este análisis permitió seleccionar la fermen-
tación SSF como el proceso estándar para la produc-
ción de la biomasa utilizada como principio activo 
del bioplaguicida a base de T. koningiopsis Th003.

Un factor muy importante es la propiedad hidrofóbica 
que exhiben los conidios producidos en un sistema 
de fermentación sólida, determinado por la acumu-
lación en la pared celular de proteínas hidrofóbicas y 
compuestos como las tricorzianinas, que en conjunto 
repelen el agua. Esto tiene gran importancia para una 
rápida y persistente adherencia a la superficie de las 
plantas y de otros hongos que tienen iguales propie-
dades de hidrofobicidad (Jenkins et al., 2000).

4.2.2 Escalamiento del proceso 
de formulación de t. Koningiopsis 
th003

Una vez se estandarizó la metodología de fermen-
tación para la producción masiva de T. koningiop-
sis Th003, se desarrolló el escalamiento, a nivel de 
planta piloto, de la formulación del bioplaguicida 
diseñado como un polvo mojable (WP) teniendo en 
cuenta las operaciones descritas en la figura 1.

Para dicho escalamiento se definieron los puntos 
críticos de cada una de las operaciones unitarias in-
volucradas. La importancia de esos puntos radica en 
el control que ejercen sobre los procesos, de manera 
que permiten definir si un lote terminado o en cur-
so es aprobado. Los puntos críticos del proceso de 
formulación fueron en su orden: el rendimiento de 
separación en peso de conidios húmedos por uni-
dad de biomasa procesada (g/kg), la concentración 
de la mezcla (conidios/g) y la concentración final 
después del proceso de secado (conidios/g). Para el 
escalamiento de las operaciones de formulación se 
evaluaron cuatro lotes piloto de aproximadamente 
10 Kg, y a los resultados encontrados se les determi-
nó el coeficiente de variación con el fin de evaluar la 
reproducibilidad del proceso.

Separación de los conidios
Los conidios obtenidos en la fermentación sólida 
fueron separados por medio de un proceso de cen-
trifugación continua. Inicialmente fueron apartados 
del sustrato mediante un lavado utilizando solución 
Tween 80 (0.1% v/v) y posteriormente filtrados a tra-
vés de una tela muselina. La suspensión de conidios 
sin sustrato fue alimentada con una bomba peristál-
tica (Pump drive PD5006) a razón de 24 L/h hacia una 

Figura 8. Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentación 
sólida.
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centrifuga continua (Carl Padberg 77933) cuya velo-
cidad promedio de operación fue de 27.000 rpm.

La biomasa obtenida (conidios húmedos) fue pesa-
da y se determinaron la concentración (conidios /g) 
y la humedad (%). Al final de la operación se anotó 
el rendimiento en términos de g de conidios húme-
dos/kg de sustrato procesado para los cuatro lotes 
evaluados.

4.3.4 Resultados escalamiento  
de la formulación / separación

Los conidios húmedos obtenidos en los 4 lotes 
presentaron humedades entre 61.08% y 63.65% 
con una media de 62.36%. En cuanto a la con-
centración se encontraron valores entre 1.5x1010 

y 3.0x1010conidios/g con un valor promedio de 
2.25x1010conidios/g (Figura 9). Para lograr que el 
polvo mojable de T. koningiopsis tuviera una con-
centración final de 1.0x109 conidios/g fue necesario 
partir de conidios húmedos con una concentración 
mínima de 1.0x1010 conidios/g; en esa forma los cua-
tro lotes evaluados estuvieron dentro de este rango, 
con lo cual se garantizó que el producto final cum-
pliera con los límites de aceptación establecidos.

En cuanto al rendimiento en términos de g de 
conidios/kg de biomasa procesada se observaron 
valores entre 73.20 y 84.40 g/kg (Tabla 8). Esta 
variable fue considerada como un punto crítico 
para el desarrollo de la operación de centrifugación 
ya que permite controlar el proceso y asegurar que 
no se tengan problemas con el equipo (centrífuga 
continua), con la inyección de la suspensión (bomba 
peristáltica) y con los tiempos de operación. Teniendo 
en cuenta los valores obtenidos para estos cuatro 
lotes y los resultados previamente encontrados en 

condiciones de laboratorio, se decidió establecer 
como límite un rendimiento de separación mínimo 
de 70 g de conidios/kg de biomasa procesada.

Operación de mezcla
Los conidios húmedos fueron mezclados con exci-
pientes que brindan al bioplaguicida final propieda-
des de desintegración y protección frente a los rayos 
ultravioleta del sol. Inicialmente, esos excipientes 
fueron introducidos por cinco minutos en un mez-
clador planetario; luego los conidios húmedos y 
agua estéril fueron adicionados en la marmita poco 
a poco. Al final de la mezcla se tomaron muestras de 
tres puntos de la marmita con el fin de determinar la 
concentración (conidios/g) y la humedad (%).

El tiempo de mezcla ideal fue determinado evaluan-
do diferentes lapsos (10, 15 y 20 min) a la máxima 
velocidad de agitación. La distribución del micro-
organismo se determinó mediante el IM (Índice de 
Mezcla), utilizando como trazador la concentración 
de conidios de T. koningiopsis en la marmita.

Tabla 8. Resultados obtenidos en  la operación de separación para cuatro lotes de T. koningiopsis Th003

Lote Concentración (conidios/g) Rendimiento (g conidios/ húmedos/kg biomasa procesada) Humedad (%)

1 1.56 x 1010 73.20 61.08

2 2.19 x 1010 82.73 63.65

3 1.51 x 1010 84.42 62.07

4 1.99 x 1010 81.80 62.44
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4.3.5 Resultados escalamiento  
de la formulación / mezcla

En la Figura 10 se observa que a los 10 y 20 minu-
tos el índice de mezcla está alejado del valor de 1, 
mientras que a los 15 minutos es igual o cercano a 1, 
es decir que los valores teóricos de la concentración 
de conidios y los determinados experimentalmente 
fueron muy similares. De esa manera un tiempo de 
15 minutos fue seleccionado como el tiempo óp-
timo de mezcla. Este comportamiento también se 
observó en los demás lotes evaluados (Tabla 9). En 
cuanto a la humedad final de la mezcla no se en-
contraron diferencias significativas entre lotes, por lo 
que se estableció para esta característica un rango 
de aceptabilidad comprendido entre 43 y 45%.

Para garantizar una concentración final de 1.0x109 

conidios/g en el producto final seco, se determinó 
como límite de aceptación en el proceso de mezcla 
una concentración mínima de 6.0x108 conidios/g 
en los tres puntos muestreados de la marmita. Los 
cuatros lotes fabricados cumplieron con los límites 
fijados tanto de humedad como de concentración, 
asegurando así la homogeneidad del producto ob-
tenido. 

Operación de secado
El porcentaje de humedad es de gran importancia, 
ya que para que el microorganismo se encuentre 
en un estado de latencia es necesario almacenarlo 
a bajas humedades. Para la mayoría de productos 
de control biológico se sugiere mantenerlos con hu-
medades inferiores a 10% (Burges, 2000).

Para precisar el efecto de la temperatura sobre el 
porcentaje de germinación y la pérdida de hume-
dad de los conidios de T. koningiopsis Th003, se eva-

luaron cuatro cinéticas de secado a 27 ºC, 30 ºC, 33 
ºC y 36 ºC. La cinética a 27 ºC se mantuvo como 
control por ser ésta la temperatura recomendada 
en estudios previos realizados en condiciones de 
laboratorio. El cuarto de secado utilizado para las 
cinéticas presenta las siguientes características: di-
mensiones de 1,3x1x2 m de alto, 41 cortinas mó-
viles para el paso del aire y controladores de tem-
peratura Autonics del tipo TZ4ST y TZN4S para un 
secado directo con aire, de HR promedio de 50% 
(Figura 11).

Una vez iniciadas las cinéticas de secado, se toma-
ron dos muestras cada dos horas durante aproxi-
madamente 25 horas con el fin de determinar la 
humedad (%) y la germinación de los conidios (%) 
mediante las técnicas de pérdida de peso y micros-
copía respectivamente.

Tabla 9. Resultados de la operación de mezcla húmeda de 4 lotes de T. koningiopsis Th003.

Lote Tiempo de mezcla ideal (minutos) Humedad (%) Concentración promedio (conidios/g)

1 15 44.06 7.60 x 108

2 15 44.96 9.40 x 108

3 15 44.24 8.31 x 108

4 15 43.18 9.21 x 108
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Figura 10. Índice de mezcla (IM) para el lote 1 de T. koningiopsis 
Th003. m: muestra.



48 49

Corpoica

Co
nt

en
id

o 
de

 h
um

ed
ad

 (%
)

50

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo de secado (Horas)

4.3.6 Resultados escalamiento  
de la formulación / secado

Al realizar las cinéticas de secado a las diferentes 
temperaturas (27, 30, 33 y 36ºC) se observó respecto 
a la pérdida de humedad que a mayor temperatura 
el producto se seca más rápido, hasta llegar a valores 
de humedad por debajo de 6% (Figura 12). Para lle-
gar a este valor se requirieron 17 horas a 27 ºC y 17.5, 

13 y 5 horas a 30 ºC, 33 ºC y 36 ºC respectivamente.
En cuanto a la germinación los resultados demues-
tran que con el aumento de temperatura la germi-
nación de los conidios se ve afectada negativamen-
te, acentuándose este efecto a mayores tiempos 
de exposición (Figura 13). A 27 ºC después de 17 
horas de secado se presentó una reducción de la 
germinación en 5.1%, mientras que a 30 ºC dismi-
nuyó 7.08% después de 19 horas. A 33 ºC la mer-
ma fue relativamente alta (12.10%); no obstante, el 
mayor efecto se presentó a 36 ºC ya que con sólo 5 
horas de secado tales valores se redujeron en 30% 
(Figura 14). La pérdida en la germinación a 30 ºC 
no fue significativamente diferente comparada con 
la obtenida a 27 ºC, por lo que estas temperaturas 
podrían ser utilizadas en el proceso de secado. Las 
temperaturas de 33 ºC y 36 ºC no fueron recomen-
dadas para el secado, ya que aunque los tiempos 
fueron cortos, las pérdidas en germinación fueron 
superiores a 10%.

Operación de Molienda
Al producto seco obtenido se le disminuyó el ta-
maño de partícula hasta obtener uno de 500 µm. 

 27 ºC 
 30 ºC 
 33 ºC 
 36 ºC 

Figura 11. Cuarto de secado de bandejas.

Figura 12. Efecto de la temperatura de secado sobre la dinámica de pérdida de humedad del bioplaguicida a base de T. koningiopsis Th003.
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4.3.7 Resultados escalamiento  
de la formulación / molienda

Una vez terminados los procesos de producción del 
bioplaguicida, cada uno de los lotes se sometió a pro-
tocolos de análisis de control de calidad. La concen-
tración de los productos finales se estimó mediante 
el recuento por triplicado en cámara de NeuBauer, 
mientras que la germinación (%) de los conidios for-
mulados se determinó después de 24 horas de incu-
bación en medio agar agua con el recuento de los 
conidios germinados comparado con el total. 

Los controles de calidad de los lotes obtenidos se 
resumen en la Tabla 10.

Al comparar los resultados de control de calidad de 
los lotes, se puede concluir que todos fueron apro-
bados en función de los límites de aceptabilidad del 
producto, los cuales fueron: una concentración final 
superior a 1,0x109 conidios/g, una humedad entre 3 
y 7 % y por ultimo una germinación superior a 80 % 
después de 24 horas.
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Figura 13. Efecto de la temperatura de secado sobre la germinación de los conidios de T. koningiopsis Th003 en el bioplaguicida .

Figura 14. Pérdida de viabilidad de los conidios de T. koningiopsis 
Th003 por efecto de la temperatura de secado a la que fue 
sometido el bioplaguicida. 
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El polvo resultante fue empacado en bolsas meta-
lizadas con capacidad de 500 g y selladas al vacío. 
Finalmente, se llevaron muestras por duplicado de 
5 g de cada lote al laboratorio certificado (Biotécni-
ca®) para realizar el control de calidad del producto 
terminado.
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Tabla 10. Resultados control de calidad del bioplaguicida a base de T. koningiopsis Th003.

Lote Concentración (conidios/g) Germinación (%) Humedad (%)

1 1,51x109 81.37 3.52

2 1,58 x109 86.55 5.07

3 1,70 x109 89.55 3.36

4 1,67 x109 80.34 3.34

4.4 CONCLUSIONES
En la fermentación bifásica de T. koningiopsis Th003, 

la combinación del volumen de inóculo con el fac-

tor temperatura, tiene el mayor efecto sobre la pro-

ducción final de los conidios del hongo, siendo la 

concentración promedio de 1.29x109 conidios/g la 

alcanzada para el mejor tratamiento.

La mejor metodología de producción de T. koningiopsis 
Th003 a nivel planta piloto y reproducible en el tiempo 
fue la fermentación sólida, con una productividad de 
1.42x1010 conidios/kg.

Se estandarizaron los limites de aceptabilidad y los 
puntos críticos de las operaciones involucradas en 
la producción a nivel planta piloto del bioplaguicida 
polvo mojable (WP) a base de T. koningiopsis Th003.
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