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RESUMEN 
 

La producción de Trichoderma sp. mediante fermentación en estado sólido representa una estrategia para la obtención de 
bioinsumos en la agricultura. En este estudio se evaluaron dos residuos agrícolas como sustrato para la producción esporas de 
Trichoderma sp., coronta de maíz y cáscara de café sometidos a hidrólisis alcalina (NaOH 2.4 % 30 min) y tratamiento térmico                
(90 °C, 10 min). Además, se evaluó la suplementación de nutrientes [KH2PO4, (NH4)2SO4, urea y CaCl2]. Arroz precocido (90 °C,            
5 min), utilizado convencionalmente fue empleado como control. La producción de esporas se evaluó durante 20 días y se 
determinó la viabilidad conidial, el rendimiento en peso y la pureza microbiológica del producto. Los resultados mostraron un 
incremento de la producción de esporas durante el periodo de incubación. Los mayores rendimientos se obtuvieron empleando 
cáscara de café sometida a tratamiento térmico y con suplementación de nutrientes, alcanzando 5.04×10¹⁰ esporas/g de sustrato, 
con viabilidad superior al 98 %, rendimiento en peso seco de 3.35 % y pureza microbiológica del 100 %. De manera similar, el 
tratamiento térmico de coronta de maíz y suplementación de nutrientes alcanzó 4.83×10¹⁰ esporas/g de sustrato, con viabilidad 
del 98 %, rendimiento del 3.07 % y pureza microbiológica del 100 %. En el caso del control, el arroz con nutrientes presentó valores 
de 5.1×10¹⁰ esporas/g, con pureza microbiológica del 100 % y rendimientos de peso seco entre 3.8 %. Los resultados demostraron 
que estos residuos sometidos a tratamiento térmico constituyen sustratos eficientes representando una alternativa viable a los 
sustratos convencionales. 
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ABSTRACT 
 

Trichoderma sp. production through solid-state fermentation represents a promising strategy for agricultural bioinputs. In this 
study, two agricultural residues, corn cob and coffee husk, were evaluated as substrates for Trichoderma sp. spores production. 
Both substrates were subjected to alkaline hydrolysis (2.4 % NaOH for 30 min) and heat treatment (90 °C for 10 min). In addition, 
the effect of nutrient supply with KH₂PO₄, (NH₄)₂SO₄, urea, and CaCl₂ was evaluated. Precooked rice (90°C for 5 min), 
conventionally used for fungal production, was used as control substrate. Spore production was monitored over a 20-day 
incubation period. Conidial viability, dry weight yield, and axenicity of the final product were determined. The results showed a 
progressive increase in sporulation throughout the incubation period. The highest yield was obtained with heat-treated coffee 
husk supplemented with nutrients, reaching 5.04 × 10¹⁰ spores/g of substrate, with conidial viability above 98  %, a dry weight 
yield of 3.35 %, and no detectable microbial contamination. Similarly, heat-treated corn cob supplemented with nutrients 
achieved 4.83 × 10¹⁰ spores/g of substrate, with viability above 98 %, a dry weight yield of 3.07 %, and no detectable microbial 
contamination. The control treatment consisting of nutrient-supplemented rice produced 5.10 × 10¹⁰ spores/g of substrate, with 
no detectable microbial contamination and a dry weight yield of 3.8 %. These results show that the agricultural residues, 
particularly when subjected to heat treatment and nutrient supplementation, are suitable substrates for efficient production of 
Trichoderma sp., being an alternative to conventional substrates. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La producción biotecnológica de bioinsumos 
agrícolas a partir de hongos filamentosos de rápida 
colonización y notable capacidad de adaptación del género 
Trichoderma ha cobrado creciente importancia por su 
efectividad como agente de control biológico, promotor 
del crecimiento vegetal y mejorador del suelo (Contreras-
Cornejo et al., 2016). Su eficacia se debe a diversos 
mecanismos de acción, entre ellos el micoparasitismo, la 
producción de metabolitos antifúngicos y la competencia 
por nutrientes y espacio (Zin y Badaluddin, 2020). Estas 
propiedades convierten a Trichoderma sp. en una 
herramienta prometedora para el desarrollo de 
bioinsumos sostenibles orientados al manejo 
agroecológico de plagas y enfermedades. 

Para la producción masiva de conidios, la 
fermentación en estado sólido (FES) demostró ser una 
estrategia eficiente que proporciona condiciones similares 
al ambiente natural de crecimiento del hongo y permite 
alcanzar altos rendimientos de esporulación. Sin embargo, 
el éxito de esta técnica depende en gran medida del tipo de 
sustrato utilizado, su composición química, 
granulometría, contenido de humedad y los tratamientos 
previos aplicados. El arroz (Oryza sativa) precocido ha sido 
empleado con frecuencia como sustrato en la producción 
de Trichoderma sp. debido a su alto contenido de almidón y 
facilidad de colonización; no obstante, su costo puede 
limitar su aplicación en procesos de producción a gran 
escala (Michel-Aceves et al., 2008). 

Por ello, se ha intensificado la investigación 
biotecnológica orientada a la valorización de 
subproductos agrícolas como matrices alternativas en 
procesos de FES. El olote de maíz, término utilizado en las 
fuentes para la coronta emerge como un sustrato de alta 
viabilidad técnica debido a su carácter de desecho de 
cosecha. No obstante, su aprovechamiento óptimo para la 
reproducción masiva de hongos del género Trichoderma 
requiere protocolos de acondicionamiento físico-químico 
para mejorar la disponibilidad de nutrientes y asegurar 
una esporulación exitosa con concentraciones 
comparables a sustratos convencionales (López et al., 
2022). De manera similar, la cáscara de café (Coffea 
arabica) representa otro residuo agrícola generado durante 
el procesamiento del grano, particularmente en regiones 
productoras de café. Este material posee un elevado 
contenido de nutrientes que lo convierten en un sustrato 
potencial para procesos de FES orientados a la producción 
de microorganismos de interés agrícola (Murthy y Naidu, 
2012). 

Diversos estudios han señalado que la aplicación de 
pretratamientos y la suplementación de nutrientes, puede 
mejorar   la   accesibilidad   al   sustrato,   favoreciendo   la  

colonización micelial y aumentando significativamente la 
producción de conidios (Moreno, 2024). Asimismo, para 
garantizar la eficacia y seguridad de los bioinsumos 
obtenidos, es necesario evaluar parámetros de calidad 
microbiológica del producto final, mediante la detección 
de posibles microorganismos contaminantes. 

En este contexto, el presente estudio tuvo como 
objetivo evaluar residuos agrícolas como sustratos 
alternativos para la producción de esporas viables de 
Trichoderma sp. mediante FES, comparando el desempeño 
de coronta de maíz y cáscara de café frente a un sustrato 
convencional. Adicionalmente, se evaluó el efecto de 
diferentes pretratamientos del sustrato y de la 
suplementación de nutrientes sobre la producción de 
conidios, así como la calidad microbiológica del polvo de 
esporas obtenido, mediante ensayos de control de 
contaminación en medios de cultivo selectivos. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Localización 
 

El presente estudio se desarrolló en el Laboratorio de 
Biotecnología Ambiental del Instituto de Investigaciones 
Fármaco Bioquímicas (IIFB), perteneciente a la 
Universidad Mayor de San Andrés, ubicado en la ciudad de 
La Paz, Bolivia. Todos los ensayos microbiológicos y 
experimentos de fermentación se realizaron bajo 
condiciones controladas de laboratorio, manteniendo 
estrictos criterios de asepsia para evitar contaminaciones 
externas durante la manipulación de los cultivos fúngicos 
y los sustratos experimentales. 

 

Metodología 
 

Sustratos 
Se emplearon dos residuos agrícolas como sustratos 

experimentales para la producción de esporas de 
Trichoderma sp. coronta de maíz y cáscara de café, ambos 
sustratos fueron obtenidos de mercados la ciudad de La 
Paz, Bolivia. 

Los residuos fueron sometidos inicialmente a un 
proceso de lavado con agua corriente para eliminar polvo 
y materia orgánica adherida. Posteriormente se secaron a 
50 °C durante 48 horas hasta alcanzar una humedad 
residual inferior al 10 %. Una vez secos, fueron triturados 
mecánicamente, obteniendo partículas con un tamaño 
superior a 2 mm. El material triturado fue almacenado en 
condiciones secas hasta su procesamiento. Como sustrato 
de referencia se empleó arroz obtenido de mercados de la 
ciudad de La Paz, previamente lavado con agua destilada y 
sometido a tratamiento térmico 90 °C por 5 min antes de 
su uso según procedimiento descrito por Allori et al. 
(2017).
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Trichoderma sp. y preparación del inóculo 

Se empleó una cepa criopreservada de Trichoderma 
sp. perteneciente al cepario del Instituto de 
Investigaciones Fármaco Bioquímicas (IIFB). Un disco 
criopreservado de Trichoderma sp.  fue reactivado mediante 
siembra en placas Petri que contenían medio de cultivo 
Papa Dextrosa Agar (PDA).  Las placas se incubaron a 25 ± 
2 °C durante un periodo de siete días, permitiendo el 
desarrollo completo del micelio y la formación de 
estructuras reproductivas. 

Para la obtención del inóculo fúngico, se emplearon 
cultivos de Trichoderma sp. desarrollados en medio PDA, 
tras un periodo de incubación de siete días a 25 ± 2°C hasta 
alcanzar una esporulación completa. La recolección de Las 
esporas se realizó mediante el raspado superficial de con 
un asa de siembra y la adición de agua destilada estéril 
(Allori et al., 2017). La concentración de esporas se 
determinó mediante recuento directo en un 
hemocitómetro (cámara de Neubauer) bajo microscopio 
óptico, contabilizando los conidios presentes en cinco 
cuadrículas del cuadrado central del hemocitómetro, de 
acuerdo con la metodología descrita por Nugra (2018). La 
concentración de esporas se calculó mediante la Ecuación 
1. Posteriormente, la suspensión fue ajustada a una 
concentración de 2 × 10⁷ esporas/mL siguiendo la 
concentración de inóculo recomendada por Moreno 
(2024).  

 

         𝐶𝑒𝑠𝑝 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 ×10000

(
5

25
)∙𝑑𝑖𝑙𝑢𝑠𝑖ó𝑛

               (1) 

  

 

Diseño experimental   
El estudio se desarrolló mediante un diseño 

experimental comparativo orientado a evaluar la 
producción de esporas de Trichoderma sp. considerando 
tres factores: tipo de sustrato, pretratamiento y 
suplementación de nutrientes. El factor A: tipo de sustrato, 
se empleó coronta de maíz, cáscara de café y arroz. El factor 
B: pretratamiento del sustrato. En el caso de la coronta de 
maíz se siguió el procedimiento descrito por Moreno 
(2024),  25 g  fueron  sometidos  a  hidrólisis  alcalina  con  

 

125 ml de NaOH al 2.4 % (p/v) durante 30 minutos, seguida 
de lavado con agua destilada hasta neutralidad luego se 
escurrió y se secó en horno a 105 °C durante seis horas. La 
hidrolisis alcalina fue incluida como pretratamiento 
debido a que los tratamientos alcalinos son utilizados para 
modificar materiales lignocelulósicos, promoviendo la 
remoción parcial de lignina y hemicelulosa y aumentando 
la disponibilidad de carbohidratos estructurales (Kumar et 
al., 2009).  Paralelamente, se realizó un tratamiento 
control con coronta de maíz tratada con agua destilada en 
lugar de NaOH. Así mismo, otros 25 g se sometieron a 
tratamiento térmico mediante ebullición a 90 °C durante 
10 minutos. Este procedimiento fue adaptado a partir de la 
metodología descrita por Allori et al. (2017), quienes 
emplearon un proceso de precocción para acondicionar 
residuos agroindustriales utilizados como sustrato en 
fermentación sólida. Aunque dicho estudio no evaluó 
específicamente coronta de maíz, el tratamiento fue 
incorporado con el propósito de determinar si la 
precocción podía favorecer la producción de esporas de 
Trichoderma sp. en este residuo. Asimismo, el tiempo de 
tratamiento fue ajustado hasta obtener una consistencia 
más suave y una mayor hidratación del material, similar a 
la observada en el arroz. Para la cáscara de café, 25 g solo se 
sometieron a la aplicación de tratamiento térmico 
mediante ebullición 90 °C durante 5 minutos. El factor C: 
correspondió a la suplementación nutricional del sustrato, 
evaluándose la adición de nutrientes compuesta por: 1.5 
g/L KH2PO4, 3 g/L (NH4)2SO4, 0.75 g/L urea y 2 g/L CaCl2, 
siguiendo modificaciones al protocolo de Moreno (2024) 
en la cual se omitió la adición de 0.5 g de carbonato de 
calcio (CaCO₃). Los factores evaluados fueron 
seleccionados considerando que las características 
fisicoquímicas del sustrato, los pretratamientos aplicados 
y la disponibilidad de nutrientes constituyen variables 
determinantes en el metabolismo, crecimiento y 
esporulación de Trichoderma sp. durante procesos de FES 

 Las diferentes combinaciones entre el tipo de 
sustrato, el pretratamiento aplicado y la suplementación 
nutricional se realizaron en doce tratamientos de acuerdo 
a la Tabla 1. 

 
 
 
 
 

Tabla 1. Tratamientos experimentales para la producción de esporas de Trichoderma sp. mediante fermentación en estado sólido. 

Tratamiento Factor A: sustrato Factor B: pretratamiento Factor C: suplementación nutricional 

T1 Coronta de maíz Sin tratamiento Nutrientes 
T2 Sin tratamiento Sin nutrientes 
T3 Tratamiento térmico Nutrientes 
T4 Tratamiento térmico Sin nutrientes 
T5 Hidrólisis alcalina Nutrientes 
T6 Hidrólisis alcalina Sin nutrientes 
T7 Cáscara de café Sin tratamiento Nutrientes 
T8 Sin tratamiento Sin nutrientes 
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T9 

 
Tratamiento térmico Nutrientes 

T10 Tratamiento térmico Sin nutrientes 
T11 Arroz Tratamiento térmico Nutrientes 
T12 Tratamiento térmico Sin nutrientes 

 
Preparación del sustrato para fermentación 

Para cada tratamiento experimental se utilizaron               
25 g de sustrato seco (coronta de maíz, cáscara de café o 
arroz) previamente acondicionado a un tamaño de 
partícula >2 mm. Los sustratos fueron sometidos a los 
pretratamientos correspondientes según la Tabla 1, 
incluyendo hidrólisis alcalina mediante NaOH al 2.4 % 
durante 30 min o tratamiento térmico a 90 °C, aplicado 
durante 10 min para la coronta de maíz y 5 min para la 
cáscara de café. Posteriormente el sustrato fue 
humedecido con 125 mL de solución de nutrientes o agua 
destilada estéril según el tratamiento asignado. El material 
se dejó en reposo durante dos horas. Posteriormente, se 
eliminó el exceso de líquido mediante decantación 
(Agamez et al., 2008). 

El sustrato humedecido fue transferido a bolsas de 
polipropileno resistentes al calor y sometido a 
esterilización por calor húmedo a 121 °C durante una hora. 
Después de la esterilización se verificó el contenido de 
humedad del sustrato mediante análisis gravimétrico, 
ajustando el nivel de humedad final a un rango entre                   
50-55 % valor que permitió compensar el incremento de 
humedad asociado a la etapa de inoculación y aproximar 
las condiciones del sistema al rango óptimo descrito para 
FES de Trichoderma sp. (60–80 %) (Pineda-Insuasti, 2017; 
Perdomo et al., 2021).  

Finalmente, cada unidad experimental fue inoculada 
asépticamente con 5 mL de una suspensión de conidios 
con una concentración de 2 × 10⁷ esporas/mL. Los 
sustratos inoculados fueron incubados a una temperatura 
controlada de 25 ± 2 °C temperatura seleccionada por 
encontrarse dentro del rango reportado como favorable 
para la actividad metabólica de Trichoderma sp. Pineda-
Insuasti (2017) señala que la producción de enzimas 
celulolíticas alcanza valores óptimos en este intervalo 
térmico, durante un periodo total de veinte días. Durante 
el proceso de fermentación se monitoreó el desarrollo del 
micelio y la formación de esporas con el fin de evaluar la 
dinámica de crecimiento y esporulación del hongo, se 
realizaron muestreos periódicos a los días 3, 7, 10, 13, 17 y 
20 posteriores a la inoculación. 
 

Cuantificación de esporas  
En cada muestreo se tomó 1 g de sustrato colonizado, 

el cual fue transferido a tubos que contenían 9 mL de agua 
destilada estéril. Las muestras fueron agitadas 
vigorosamente durante un minuto y se realizó el recuento  

de conidios en la suspensión resultante, mediante 
hemocitómetro bajo microscopio óptico. Se estimó la 
concentración de esporas en cada tratamiento, expresado 
como número de conidios por gramo de sustrato, se 
graficaron curvas de esporulación de Trichoderma sp.  

 
Evaluación de la viabilidad de esporas 

La viabilidad de los conidios producidos se evaluó 
mediante la técnica de recuento directo de conidios 
germinados (Serpa, 2015). Para ello, se prepararon 
diluciones seriadas de las suspensiones de esporas (108) y 
se inoculó 1 mL de cada dilución en placas Petri con agar 
agua. Posteriormente se añadió medio PDA fundido 
aproximadamente a 45 °C. Las placas se incubaron a 25 ± 2 
°C durante 48 horas. La viabilidad se determinó mediante 
observación, considerando como conidios viables aquellos 
que presentaban germinación visible. El porcentaje de 
viabilidad fue estimado con la ecuación (2) de acuerdo a 
(Serpa, 2015). 

 

 % 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =  
𝑁° 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑜𝑠

𝑁° 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
× 100         (2) 

 
Recolección y cuantificación de esporas 

Una vez finalizado el periodo de incubación, las 
bolsas de cultivo fueron abiertas y el material esporulado 
fue transferido a sobres de papel estériles. Posteriormente, 
las muestras fueron secadas a 40 °C hasta reducir el 
contenido de humedad a valores al 10-12 % (Elósegui et al., 
2009; Posada-Flórez, 2008). El sustrato colonizado seco 
fue sometido a un proceso de tamizado manual y la 
biomasa recolectada fue pesada utilizando balanza 
analítica para estimar el peso seco de esporas producidas 
en cada tratamiento (Elósegui et al., 2009). 

 

Control de calidad microbiológico del polvo de esporas 
Con el fin de evaluar la calidad microbiológica del 

producto obtenido, se realizaron ensayos de control de 
contaminación. Para ello, 0.1 g de polvo de esporas fue 
resuspendido en 9.9 mL de una solución estéril de Tritón 
X-100 al 0.1 %, se realizaron diluciones seriadas (107) 
ajustando su concentración final a 20-100 conidios por mL 
y luego se sembró 100 uL por extensión superficial con asa 
de drigalsky en placas Petri con medios de cultivo. Para la 
detección de bacterias se empleó agar nutritivo 
suplementado con fluconazol. Para la detección de hongos 
contaminantes se utilizó agar Sabouraud–Rosa de 
Bengala,  mientras  que  para  la  detección de levaduras se 
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empleó medio extracto de levadura y malta suplementado. 
Todos los medios de cultivo fueron preparados en agua 
destilada y esterilizados por calor humedo a 121 °C durante 
15 min. La evaluación microbiológica se realizó siguiendo 
la metodología descrita por Báez et al. (2019). Las placas 
inoculadas fueron incubadas a 25 ± 2 °C y observadas a las 
24 horas para bacterias y 48 horas para detectar hongos y 
levaduras contaminantes. La ausencia o presencia de 
crecimiento microbiano fue utilizada como indicador de la 
calidad microbiológica del bioproducto obtenido. 
 
Análisis estadístico 

Los datos de producción de esporas fueron 
transformados en escala logarítmica para cumplir los 
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. 
Posteriormente, se realizó un análisis de varianza 
(ANOVA) considerando las combinaciones experimentales 
de sustrato, tratamiento y condición de nutrientes. Las 
diferencias  entre  medias  fueron  evaluadas  mediante   la 

 
prueba de Tukey (p = 0.05). Los resultados se presentan 
como media ± error estándar. El análisis estadístico y las 
representaciones gráficas se realizaron en el software                    
R. versión 4.4.2. 

 
RESULTADOS Y DISCUSIONES  
 
Dinámica de producción de esporas durante la 
fermentación en estado sólido 
 

La dinámica de producción de esporas de 
Trichoderma sp. en los diferentes tratamientos evaluados se 
presenta en la Figura 1, donde se observa el incremento de 
la concentración de conidios (esporas/g) durante el 
periodo de incubación comprendido entre los días 0 y 20. 
En todos los tratamientos se evidenció un incremento 
progresivo en la concentración de esporas a lo largo del 
tiempo de fermentación.  

 

 
Figura 1. Curva de crecimiento y producción de esporas de Trichoderma sp. en diferentes sustratos y tratamientos durante 

fermentación en estado sólido (0-20 días). 
 

A partir de un inóculo inicial de 4 × 106 esporas/g, la 
esporulación se incrementó de manera sostenida desde los 
primeros días de incubación, lo cual indica una adecuada 
adaptación del microorganismo al sustrato y el 
establecimiento del crecimiento micelial durante FES. Este 
comportamiento es consistente con lo descrito por Pandey 
(2003)  que  señala que durante FES los hongos presentan  
 

una rápida colonización del sustrato seguida por una fase 
de intensa esporulación. 

Durante el día tres de incubación, algunos 
tratamientos mostraron incrementos importantes en                  
la concentración de esporas, particularmente aquellos que 
incluyeron tratamiento térmico del sustrato, en los cuales 
se alcanzaron concentraciones superiores a 109 esporas/g.  
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Diversos estudios han demostrado que residuos 

agrícolas sometidos a acondicionamiento previo pueden 
favorecer la producción de esporas de Trichoderma en FES. 
Por ejemplo, Narwade et al. (2023) reportaron que la 
coronta de maíz puede emplearse eficientemente como 
sustrato para la producción de esporas de Trichoderma 
viride, alcanzando concentraciones cercanas a 2.5 × 109 

esporas/g. Asimismo, se ha demostrado que la 
optimización de las condiciones de fermentación sólida 
puede generar concentraciones superiores a 1010 esporas/g 
en Trichoderma harzianum (Zhang y Yang, 2015), valores 
comparables a los obtenidos en el presente estudio. 

Entre los días 10 y 20 se observó un incremento más 
pronunciado de la esporulación, alcanzándose las 
concentraciones máximas hacia el final del periodo de 
incubación (Figura 1). Este patrón coincide con lo 
reportado por Harman et al. (2004) describen que la 
producción de conidios en especies de Trichoderma suele 
incrementarse durante las fases finales del crecimiento 
cuando las condiciones del sustrato favorecen la 
diferenciación reproductiva. 

Los valores más altos de producción de esporas se 
registraron en los tratamientos con cáscara de café y                        
en  el  sustrato  control, donde las concentraciones finales  
 

 
superaron 5 × 1010 esporas/g al día 20. Resultados                  
similares también se observaron en los tratamientos                       
de coronta de maíz sometida a tratamiento térmico, los 
cuales alcanzaron concentraciones cercanas a 4.9 × 1010 
esporas/g. Estos resultados sugieren que los residuos 
lignocelulósicos adecuadamente acondicionados pueden 
constituir sustratos eficientes para la producción De 
Trichoderma, tal como ha sido señalado por Bandikari et al. 
(2014) y Lima et al. (2024), que reportan que diversos 
residuos agroindustriales pueden emplearse como 
sustratos alternativos para la producción masiva de 
conidios mediante FES. 

La evaluación macroscópica de los sustratos permitió 
evidenciar diferencias en el grado de colonización y 
esporulación de Trichoderma entre los tratamientos 
evaluados (Figura 2). Los sustratos que presentaron 
mayores concentraciones de esporas, como la cáscara de 
café y la coronta de maíz sometida a tratamiento térmico, 
mostraron una coloración verde intensa y homogénea, 
característica de una alta producción de conidios.  La 
intensidad de la coloración verde en cultivos de 
Trichoderma se asocia directamente con la formación de 
conidios, por lo que constituye un indicador cualitativo del 
nivel de esporulación en sistemas de FES.  

   
 

Figura 2. Colonización y esporulación de Trichoderma sp. en sustratos agrícolas a los 20 días de fermentación en estado sólido: 
(A) cáscara de café y (B) coronta de maíz. 

 
Análisis comparativo de la producción de esporas 

 
Para evaluar la influencia del tipo de sustrato y de los 

tratamientos aplicados sobre la producción de esporas de 
Trichoderma sp., se realizó un análisis comparativo en 
función del tipo de sustrato, el  pretratamiento aplicado  y  

 
la suplementación nutricional a lo largo del tiempo de 
incubación (Figura 3). 

El análisis de varianza (ANOVA) evidenció una 
interacción significativa entre los factores experimentales 
y el tiempo de fermentación.  

 

 

 

 

A B 
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Figura 3. Análisis comparativo de la producción de esporas de Trichoderma sp. en distintos sustratos, tratamientos y 

condiciones de suplementación a 3, 7, 10 y 20 días. TT: tratamiento térmico; HA: hidrólisis alcalina Los datos corresponden a la 
media ± error estándar (EE; n = 2) Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.01). 

 
Durante los primeros tres días de incubación,                             

el control (arroz precocido) con nutrientes alcanzó 
aproximadamente 3.50 × 10⁹ esporas/g, mientras que el 
control sin nutrientes presentó valores cercanos a 3.05 × 
10⁹ esporas/g; sin embargo, no existe diferencia 
significativa entre ambos tratamientos (p>0.01). No 
obstante, tratamientos paralelos con cascara de café y 
coronta de maíz no difirieron significativamente respecto 
al control de acuerdo con la prueba de Tukey (p = 0.05). En 
particular, los tratamientos de cáscara de café sin 
suplementación, tanto con tratamiento térmico como                       
sin  él,  alcanzaron  3.70 × 10⁹ y 3.23 × 10⁹  esporas/g, 
respectivamente sin diferencias significativas (p>0.01) 
respecto al control. De manera similar, la coronta de maíz 
con tratamiento térmico y nutrientes presentó valores 
alrededor de 3.13 × 10⁹ esporas/g (p>0.01) respecto al 
sustrato control. Estos resultados sugieren que, en la fase 
inicial del cultivo, la disponibilidad de nutrientes 
fácilmente asimilables y las propiedades físicas del 
sustrato, como la porosidad y la capacidad de retención de 
humedad, desempeñan un papel determinante en la 
colonización micelial temprana y en la formación inicial de 
conidios (Bulgari et al., 2023; Brijwani y Vadlani, 2011). La 
estructura lignocelulósica de estos residuos proporciona 
una  matriz  favorable  para el establecimiento del micelio, 

permitiendo una rápida adaptación del microorganismo al 
sustrato.  

A los siete días de incubación se evidenció un 
incremento general en la producción de esporas en la 
mayoría de los tratamientos evaluados, alcanzando 
valores superiores a los registrados en la fase inicial. El 
control con nutrientes alcanzó aproximadamente                           
3.65 × 10⁹ esporas/g, mientras que el arroz sin nutrientes 
presentó valores cercanos a 3.25 × 10⁹ esporas/g sin 
presentar diferencias significativas entre ambos 
tratamientos (p>0.01). Sin embargo, de manera paralela 
tratamientos basados en cáscara de café mostraron 
producciones comparables o incluso superiores, en 
particular, la cáscara de café sin suplementación alcanzó 
3.45 × 10⁹ esporas/g con tratamiento térmico y 3.38 × 10⁹ 
esporas/g sin tratamiento térmico, donde no se observaron 
diferencias significativas respecto al control (p>0.01). Este 
comportamiento puede explicarse por el efecto de la 
relación carbono: nitrógeno (C:N) del sustrato sobre la 
regulación de la esporulación en Trichoderma (Gao et al., 
2007) por lo que sería interesante realizar un análisis 
proximal a los sustratos evaluados. Se ha reportado que 
condiciones con menor disponibilidad relativa de 
nitrógeno pueden estimular la formación de esporas,    
mientras    que    concentraciones   elevadas   favorecen   el 
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crecimiento vegetativo (Seyi-Amole y Onilude, 2018). 
Asimismo, los tratamientos basados en coronta de maíz 
sometidos a tratamiento térmico mostraron un 
comportamiento estable, con producciones cercanas a 
3.48 × 10⁹ esporas/g con nutrientes (p>0.01) y 2.68 × 10⁹ 
esporas/g sin suplementación (p<0.01) respecto al 
tratamiento control.  

A los diez días de incubación se observó diferencias 
significativas entre los tratamientos (p<0.01) con un 
incremento sostenido en la producción de esporas. En esta 
etapa, el control con nutrientes alcanzó aproximadamente 
4.70 × 10⁹ esporas/g, mientras que el control sin nutrientes 
presentó valores cercanos a 4.53 × 10⁹ esporas/g (p>0.01) 
entre tratamientos. Los tratamientos basados                                        
en coronta de maíz con tratamiento térmico                        
mantuvieron producciones comparables, alcanzando 
aproximadamente 4.40 × 10⁹ esporas/g con nutrientes y 
4.23 × 10⁹ esporas/g sin suplementación (p>0.01) respecto 
al sustrato control. Por su parte, los tratamientos con 
cáscara de café destacaron especialmente cuando fueron 
suplementados con nutrientes, alcanzando valores 
cercanos a 3.9 × 10⁹ esporas/g tanto con tratamiento 
térmico como sin él (p<0.01) respecto al sustrato control. 
Este comportamiento refleja la transición del crecimiento 
vegetativo hacia la fase de conidiación, en la cual la 
acumulación de biomasa micelial permite una mayor 
diferenciación celular y formación de estructuras 
reproductivas (Steyaert et al., 2010).  

Finalmente, a los veinte días de incubación se 
registraron las mayores concentraciones de esporas en 
todos los tratamientos, con diferencias significativas entre 
tratamientos (p<0.01) evidenciando el máximo desarrollo 
del proceso de esporulación en el sistema. El control                     
con  nutrientes  alcanzó  aproximadamente  5.35 × 10¹⁰ 
esporas/g, mientras que el control sin nutrientes presentó 
valores cercanos a 4.93 × 10¹⁰ esporas/g (p>0.01) entre 
tratamientos. No obstante, varios tratamientos lograron 
igualar o superar estos valores. En particular, la cáscara de 
café con tratamiento térmico y nutrientes alcanzó 
aproximadamente 5.20 × 10¹⁰ esporas/g, sin diferencias 
significativas respecto al control (p>0.01), mientras que la 
cáscara de café sin tratamiento térmico con nutrientes 
registró valores cercanos a 5.03 × 10¹⁰ esporas/g (p>0.01) 
respecto al control. Asimismo, la coronta de maíz  
sometida a tratamiento térmico con nutrientes alcanzó 
aproximadamente 4.93 × 10¹⁰ esporas/g (p>0.01) respecto 
al control. El efecto positivo del tratamiento térmico puede 
atribuirse a modificaciones estructurales del material 
lignocelulósico que incrementan la accesibilidad de los 
polímeros para el metabolismo fúngico (Kumar et al., 
2009). 

 
 

 
En contraste, los tratamientos que involucraron 

hidrólisis alcalina sin nutrientes de la coronta de maíz 
presentaron las menores producciones de esporas durante 
todo el periodo de incubación, con concentraciones finales 
del orden de 10⁷ esporas/g. Este comportamiento puede 
estar relacionado con los cambios fisicoquímicos 
inducidos por el tratamiento alcalino, el cual provoca la 
solubilización parcial de lignina y hemicelulosa y altera la 
estructura de la celulosa, afectando propiedades como la 
porosidad, la cristalinidad y la disponibilidad de 
nutrientes (Rahnama et al., 2013). Estas modificaciones 
pueden influir negativamente en el metabolismo de 
Trichoderma durante FES, limitando la producción de 
enzimas y la formación de conidios. De hecho, estudios 
previos han reportado que ciertos sustratos 
lignocelulósicos pretratados químicamente pueden 
presentar menor actividad metabólica en comparación con 
sustratos no tratados (Kucharska et al., 2018). 

Los valores de producción de esporas obtenidos en el 
presente estudio superan ampliamente los reportados en 
la literatura para sistemas de FES con especies del género 
Trichoderma, donde generalmente se registran 
concentraciones entre 10⁸ y 10⁹ esporas/g. Por ejemplo, 
Yang et al. (2020) reportaron una producción máxima                   
de  8.5 × 10⁹  esporas/g utilizando mezclas de residuos 
agrícolas, mientras que Narwade et al. (2023) reportaron 
valores en el rango de 10⁹ esporas/g en sistemas similares. 
En comparación, los resultados obtenidos en este estudio, 
especialmente en tratamientos con cáscara de café y 
coronta de maíz con tratamiento térmico, alcanzaron 
valores del orden de 10¹⁰ esporas/g, evidenciando una 
eficiencia superior del sistema evaluado. 

Esto demuestra que el tipo de sustrato, el 
pretratamiento aplicado y la suplementación nutricional 
influyen significativamente en la producción de esporas de 
Trichoderma sp. durante FES. Los tratamientos basados en 
cáscara de café y coronta de maíz sometidos a tratamiento 
térmico mostraron el mayor potencial, alcanzando 
producciones comparables o superiores a las obtenidas 
con arroz como sustrato tradicional, lo que respalda su uso 
como alternativas sostenibles para la producción de 
bioinsumos.  

 
Viabilidad de esporas de Trichoderma sp. 
 

Los resultados evidenciaron diferencias entre los 
tratamientos evaluados (Tabla 2). El tratamiento control 
basado en arroz con nutrientes presentó altos niveles de 
viabilidad. El arroz es uno de los sustratos más                   
utilizados para la producción experimental y comercial                                    
de    Trichoderma    en   sistemas   de   FES   debido  a  su  alto  
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contenido de carbohidratos y a su estructura física, que 
facilita la colonización micelial y la formación de 
conidios (García et al., 2006). Sin embargo, en muchos 
sistemas de producción el arroz se utiliza 
tradicionalmente sin suplementación adicional de 
nutrientes, lo que lo convierte en un punto de referencia 
común para evaluar la eficiencia de otros sustratos.  

En el presente estudio, aunque el arroz con 
nutrientes presentó altos porcentajes de viabilidad (95.3 ± 
2.4 %) y una concentración de 5.1 × 10¹⁰ esporas viables/g 
de sustrato, algunos tratamientos basados en residuos 
agrícolas mostraron valores comparables o superiores, lo 
que evidencia el potencial de estos materiales como 
alternativas para la producción de bioinsumos basados en 
Trichoderma. Los tratamientos basados en cáscara de café 
mostraron porcentajes de viabilidad conidial 
particularmente  altos,  todos  superiores  al  95  %, 
independientemente   de   la   aplicación   de   tratamiento  

 
térmico o de la suplementación con nutrientes. En 
particular, el tratamiento térmico de cáscara de café y 
suplementación de nutrientes se ubicó dentro de los 
grupos superiores, con una viabilidad de 98.2 ± 0.9 % y una 
concentración de 5.04 × 10¹⁰ esporas viables/g de sustrato.  

La cáscara de café es un residuo lignocelulósico con 
alto potencial biotecnológico debido a su composición rica 
en carbohidratos estructurales, incluyendo celulosa, 
hemicelulosa y pectinas, fracciones más fácilmente 
asimilables por Trichoderma, que favorecen una rápida 
colonización inicial. Adicionalmente, su estructura porosa 
contribuye a una adecuada retención de humedad y 
aireación (Mussatto et al., 2011). La capacidad de 
Trichoderma para colonizar estos materiales está asociada 
a su amplio repertorio de enzimas líticas que permiten la 
degradación de los componentes estructurales de los 
residuos vegetales (Kubicek et al., 2011). 

 

Tabla 2. Concentración de esporas viables y porcentaje de viabilidad de Trichoderma obtenidas en diferentes sustratos durante 
fermentación en estado sólido. 

Ensayo Esporas viables (esporas/g) Viabilidad (%) 

T1 5.48 × 10⁸ ± 9.57 × 10⁶ 90.5 ± 1.9 
T2 4.43 × 10⁸ ± 1.50 × 10⁷ 88.9 ± 3.1 
T3  4.83 × 10¹⁰ ± 1.26 × 10⁹  98.0 ± 2.9 
T4  3.83 × 10¹⁰ ± 1.50 × 10⁹  92.1 ± 1.3 
T5 7.10 × 10⁹ ± 2.94 × 10⁸  95.6 ± 0.9 
T6                         1.23 × 10⁷ ± 1.71 × 10⁶  29.5 ± 4.2 
T7 4.88 × 10¹⁰ ± 1.03 × 10⁹ 97.1 ± 1.9 
T8  4.77 × 10¹⁰ ± 6.83 × 10⁸ 99.4 ± 0.8 
T9 5.04 × 10¹⁰ ± 8.33 × 10⁸ 98.2 ± 0.9 

T10 1.84 × 10⁸ ± 7.30 × 10⁶ 96.8 ± 1.4 
T11 5.10 × 10¹⁰ ± 1.63 × 10⁹ 95.3 ± 2.4 
T12 4.80 × 10¹⁰ ± 8.16 × 10⁸ 97.5 ± 1.3 

Valores expresados como media ± desviación estándar (n = 4). 
 

En los tratamientos basados en coronta de maíz, 
aquellos sometidos a tratamiento térmico y 
suplementados con nutrientes presentaron porcentajes                
de viabilidad elevados (98 ± 2.9 %) y una concentración               
de  4.83 × 10¹⁰ esporas  viables/g  de  sustrato.  Este 
comportamiento podría estar asociado al efecto del 
tratamiento térmico sobre la estructura del sustrato, el 
cual puede aumentar su porosidad y facilitar el acceso de 
los microorganismos a los polímeros estructurales de la 
biomasa (Kumar et al., 2009), favoreciendo tanto el 
crecimiento micelial como la formación de estructuras 
reproductivas viables (Hamrouni et al., 2025). 

Por otro lado, los tratamientos que involucraron 
hidrólisis alcalina de la coronta de maíz presentaron 
resultados contrastantes dependiendo de la 
suplementación con nutrientes. Mientras que el 
tratamiento con hidrólisis alcalina y nutrientes mostró 
porcentajes  de  viabilidad  de  (95.6 ± 0.9),  el tratamiento 

sin nutrientes presentó los valores más bajos del estudio, 
con un porcentaje de viabilidad del (29.5 ± 4.2) Estos 
resultados sugieren que la suplementación nutricional 
podría desempeñar un papel importante en la calidad 
fisiológica de las esporas producidas cuando el sustrato es 
sometido a pretratamientos químicos. 

 
Rendimiento de peso seco de esporas 

 
Los resultados obtenidos en el presente estudio 

mostraron que el rendimiento de peso seco de esporas 
varió considerablemente entre los diferentes tratamientos 
evaluados, con valores que oscilaron entre 0.20 % y              
3.96 %, lo que evidencia que la naturaleza del sustrato, el 
tratamiento previo aplicado y la suplementación 
nutricional influyen significativamente en la producción 
de esporas durante FES. Los mayores rendimientos se 
observaron  en  el  tratamiento  control con nutrientes con 
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un promedio cercano al 3.8 %, seguido por cáscara de café 
con tratamiento térmico y nutrientes (3.35 %) y coronta 
con tratamiento térmico y nutrientes (3.07 %).  

Estos resultados sugieren que la combinación de un 
pretratamiento del sustrato y la suplementación con 
nutrientes minerales favorece el desarrollo del micelio y la 
posterior esporulación del hongo. El mayor rendimiento 
observado en los tratamientos con tratamiento térmico 
podría explicarse por la modificación de la estructura 
lignocelulósica del sustrato, lo que facilita la 
disponibilidad de nutrientes para el crecimiento del 
hongo.  

Este resultado confirma que residuos agrícolas, como 
la cáscara de café y la coronta de maíz, pueden ser 
utilizados eficientemente como sustratos alternativos para 
la producción de Trichoderma mediante FES. La utilización 
de   estos   materiales    no   solo  permite   obtener   esporas 

 
viables con alto potencial biológico, sino que también 
contribuye a la valorización de residuos agrícolas y a la 
reducción de costos de producción en la elaboración de 
bioinsumos (Brijwani y Vadlani, 2011).  
 
Control de calidad microbiológico 
  

El análisis microbiológico del polvo de esporas a los 
20 días en los diferentes tratamientos permitió evaluar la 
pureza del producto obtenido y la presencia de 
microorganismos contaminantes potenciales, incluyendo 
bacterias, mohos y levaduras (Tabla 3). Los resultados 
demuestran que la mayoría de los tratamientos 
presentaron niveles de pureza mayores al 99 % lo que 
evidencia un predominio casi exclusivo de Trichoderma sp. 
en el sistema de fermentación. 

 
Tabla 3. Calidad microbiológica del polvo de esporas de Trichoderma sp. a los 20 días. 

Ensayo Bacterias (UFC/g) Mohos (UFC/g) Levaduras (UFC/g) Pureza (%) Contaminantes (%) 

T1 0 0 6.7 × 10⁶ 99.9 0.03 
T2 0 0 1.4 × 10⁷ 99.9 0.07 
T3 0 0 0 100.0 0.00 
T4 0 6.9 × 10⁸ 0 98.3 1.60 
T5 5.0 × 10⁴ 0 0 99.9 0.00 
T6 3.0 × 10⁵ 0 4.0 × 10⁵ 99.9 0.02 
T7 5.0 × 10⁴ 0 0 99.9 0.00 
T8 0 0 0 100.0 0.00 
T9 5.0 × 10⁴ 0 0 99.9 0.00 

T10 0 0 0 100.0 0.00 
T11 0 0 0 100.0 0.00 
T12 0 0 0 100.0 0.00 

UFC/g = unidades formadoras de colonias por gramo de sustrato. 
 

Los tratamientos que incluyeron pretratamiento 
térmico del sustrato, particularmente en coronta de maíz, 
pulpa de café tratada y arroz precocido, presentaron 
ausencia detectable de bacterias, mohos y levaduras, 
alcanzando valores de 100 % de pureza microbiológica. 
Este comportamiento sugiere que el acondicionamiento 
térmico del sustrato permitió reducir de manera efectiva la 
microbiota nativa presente en los residuos agrícolas, 
favoreciendo la dominancia del microorganismo 
inoculado durante el proceso de fermentación. 

En contraste, algunos tratamientos sin tratamiento 
térmico presentaron presencia limitada de 
microorganismos contaminantes, principalmente 
levaduras. En el tratamiento correspondiente a coronta sin 
tratamiento y sin nutrientes se registraron 
aproximadamente 1.4 × 10⁷ UFC/g de levaduras, mientras 
que en coronta sin tratamiento con nutrientes se 
observaron valores proximos a 6.7 × 10⁶ UFC/g de 
levaduras.  No  obstante,  incluso  en  estos casos la pureza  

del sistema se mantuvo superior al 99 %, lo que indica que 
Trichoderma sp. continuó siendo el microorganismo 
dominante en el sustrato. 

Desde el punto de vista regulatorio, los valores de 
pureza obtenidos se encuentran dentro de los criterios 
establecidos para productos microbianos utilizados en 
agricultura. De acuerdo con la Resolución 698 del Instituto 
Colombiano Agropecuario (Instituto Colombiano 
Agropecuario, 2011), los bioinsumos microbianos deben 
contener al menos 95 % del microorganismo activo dentro 
de la composición microbiológica total, además de no 
presentar microorganismos contaminantes o patógenos 
que puedan representar riesgos para humanos, animales o 
plantas.  

De manera similar, lineamientos técnicos utilizados 
en la evaluación de productos biológicos agrícolas 
establecen límites máximos de microorganismos 
contaminantes  para  garantizar  la  estabilidad  y  eficacia 
del    producto.    Documentos     técnicos   elaborados   por 
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CropLife, sugieren como referencia valores inferiores a 
10⁵ UFC/g para bacterias aeróbicas y aproximadamente 
10³ UFC/g para levaduras y mohos en productos 
microbiológicos destinados a uso agrícola. (CropLife 
International, 2012) Estos límites son utilizados como 
referencia técnica para el control microbiológico de 
biopesticidas y bioinsumos agrícolas. 

Asimismo, metodologías oficiales para el recuento de 
agentes microbianos y contaminantes biológicos en 
productos de control de plagas, como las establecidas por 
el Ministerio de Agricultura, Gobierno de Chile (2022) 
mediante la Resolución Exenta No 723/2022, recomiendan 
la cuantificación sistemática de microorganismos 
contaminantes como parte del control de calidad de 
bioplaguicidas microbianos. Los resultados obtenidos en 
el presente estudio cumplen con este enfoque 
metodológico al evaluar bacterias, mohos y levaduras 
como indicadores de pureza microbiológica del producto. 

En términos de calidad del bioinsumo, manuales 
técnicos especializados en formulaciones con hongos 
biocontroladores señalan que valores de pureza superiores 
al 90 % y niveles de contaminantes inferiores al 0.1 % son 
considerados adecuados para garantizar la estabilidad y 
eficacia del producto durante su almacenamiento y 
aplicación en campo (Báez et al., 2019). En el presente 
estudio, todos los tratamientos evaluados presentaron 
valores de pureza superiores a este criterio, lo que sugiere 
que el proceso de producción permitió obtener un material 
microbiológicamente estable. 

Adicionalmente, estándares internacionales para 
bioinsumos agrícolas, que establecen límites                           
máximos tolerables de aproximadamente 1 × 10⁴ UFC/g de 
microorganismos contaminantes en productos 
microbianos destinados a aplicaciones agrícolas (Food and 
Agriculture Organization, 2012). Los resultados 
observados en la mayoría de los tratamientos se 
encuentran dentro de estos rangos de referencia, lo que 
respalda la calidad microbiológica del producto obtenido. 

 
CONCLUSIONES  

 

La fermentación en estado sólido permitió la 
producción eficiente de esporas de Trichoderma sp. en los 
diferentes sustratos evaluados, observándose un 
incremento progresivo de la esporulación durante el 
periodo de incubación y alcanzando las mayores 
concentraciones a los 20 días de fermentación. 

La cáscara de café y la coronta de maíz sometidas a 
tratamiento térmico demostraron ser sustratos adecuados    
para    la     producción    de    Trichoderma    sp., alcanzando 
concentraciones de hasta 5.04 × 10¹⁰ y 4.83 × 10¹⁰ esporas 
viables/g de sustrato, respectivamente, valores 
comparables   a   los   obtenidos   con   el   arroz   precocido 

 
utilizado como control. El tratamiento térmico favoreció el 
desempeño de ambos residuos agroindustriales, mientras 
que la hidrólisis alcalina de la coronta de maíz mostró un 
efecto desfavorable sobre la producción de esporas, 
especialmente en ausencia de suplementación nutricional. 

Los conidios obtenidos presentaron elevados 
porcentajes de viabilidad en la mayoría de los 
tratamientos, alcanzando valores superiores al 95 % lo que 
evidencia una adecuada calidad fisiológica del material 
producido y su potencial para aplicaciones posteriores 
como bioinsumo agrícola. 

El rendimiento de peso seco de esporas varió entre 
0.20 % y 3.96 %, registrándose los mayores valores en los 
tratamientos que combinaron tratamiento térmico y 
suplementación nutricional, lo que demuestra la 
influencia de estos factores sobre la acumulación de 
biomasa fúngica. 

El control de calidad microbiológico evidenció 
niveles de pureza entre 98.35 % y 100 %, con baja o nula 
presencia de bacterias, mohos y levaduras contaminantes, 
indicando que el proceso permitió obtener un producto 
microbiológicamente estable y de calidad adecuada. 
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