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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Influira en el enriguecimiento proteico de los principales residuos lignoceluldsicos agoindustriales
de la region La libertad la asociacion mixta de Trichoderma reesei, Chaetomium cellulolyticum y
Candida utilis?

II. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

ANTECEDENTES

A inicios de la década de los 90, surge en la Region La Libertad, lo que se conoce como la
“Revolucion Verde”, especialmente en los valles de Chao, Moche y Vira del departamento de La
Libertad, en donde se marca un hito en la agricultura con una produccion agricola en crecimiento
continuo, elevando exitosamente los rendimientos unitarios de los principales cultivos alimenticios
y poniendo especial énfasis en los cultivos de agro exportacion como el esparrago y el maiz, al
cual luego le seguirian diversos cultivos como la alcachofa, pimiento piquillo entre otros. Si bien
es cierto en los ultimos afios mediante la tecnologia se ha logrado mejorar el cultivo, todos estos
una vez cosechados en campo cosecha pasan a un posterior procesamiento en las fabricas



conserveras generando durante el proceso los llamados residuos agroindustriales a los cuales
aun no se les ha brindado mayor atencién, desmereciendo de esta forma el gran valor y
rentabilidad que estos pueden reperesentar a las mismas empresas (Instituto Peruano del
Esparrago, 2004). Diariamente se generan residuos en forma de peladilla de espéarrago, bracteas
de alcahofa, hojas de pimiento piquillo, coronta de maiz, cuyo destino es ser acopiados en campo
para luego seer transladados a los criaderos de rumientes y ser utilizados como alimentos para
los mismos.

Como parte del proceso de pelado de esparrago en las plantas conserveras, se obtiene la
peladilla lo que constituye aproximadamente el 25% en peso del esparrago adquirido. Una planta
conservera de mediana infraestructura, procesa al dia 60 TM de esparrago y desecha 15 TM de
“peladilla”; este subproducto crudo es usado como alimento al ganado, sin embargo es necesario
antes enriquecer el producto adicionandole proteinas, lo cual encarece su uso.

Asimismo, el cultivo de alcachofa, maiz y pimiento piquillo generan grandes cantidades de
residuos. Sin embargo, este tipo de forraje es menos utilizado y aceptado por el ganado como
alimento debido a que esté limitado en cuanto a su composicion nutritiva al tener mas cantidad de
lignina y menos concentracion de proteina, por lo que se debe tener en cuenta que si la
alimentacion esta sélo basada en este tipo de recurso, el animal, perdera peso (Manterola, Cerda
y Mira, 1999).

Debido a esto, diversas investigaciones han estado dirigidas al establecimiento de asociaciones
mixtas de hongos filamentosos y levaduras para enriquecer sustratos lignocelulésicos con
proteina microbiana para emplearlos en alimentacion de rumiantes. (Ferrer et al; 2004). Como ya
es conocido algunas epecies de hongos del genero Trichoderma son capaces de hidrolzar la
lignina mientras que el genero Chaetomiun hidroliza la celulosa, dliberando de esta manera alas
moleculas de glucosa que pueden ser facilmente fermentables por levaduras como Candida,
incrementando el valor proteico de los residuos. Estudios realizados por Porte et al (2003),
asociando Trichoderma reesei o Chaetomium cellulolyticum con Candida lipolytica demostraron
un incremento en la produccion de proteina microbiana utilizando como sustrato paja de trigo y
empleando el cultivo mixto de T. virid y Saccharomyces cereviseae o C. utilis sobre paja de
centeno se aumento la velocidad de hidrélisis enzimatica de celulosa a glucosa y la produccién de
proteina microbiana. Asi también el estudio realizado por Barrena (1999) utilizando peladilla de
esparrago como sustrato y un cultivo mixto de Trichoderma reesei y Candida utilis logré
enriquecer en 10% el contenido proteico de la misma.

Ill. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOS)

Teniendo en cuenta que La Libertad es un departamento lider en la actividad agroindustrial
destacando por su aporte de 11,6% al sector a nivel nacional y que debido a las politicas



implantadas por el gobierno para impulsar la agroexportacion y la culminacion de la tercera etapa
del proyecto de irrigacion Chavimochic, esta actividad tendera a crecer significativamente en las
proximas décadas, la presente investigacion tiene como objetivo enriquecer proteicamente los
principales residuos lignoceluldsicos agroindustriales de la Region La libertad con la asociaciéon
mixta de Trichoderma reesei, Chaetomium litycum y Candida utilis,con la finalidad de producir un
alimento con un valor nutritivo mayor que el que tradicionalmente ingiere el ganado. Este proceso
de reutilizacién de residuos lignoceluldsicos a escala comercial se convierte en una alternativa
econdmica y ecolégicamente rentable tanto para las empresas del sector agroindustrial de
nuestra regién como para la poblacion.

La abundancia y disponibilidad de los residuos lignocelulésicos agroindustriales, sumado a la
capacidad degradativa descrita para Trichoderma reesei y Chaetomium cellulolyticum, representa
una actividad potencial econémica y ecolégicamente rentable para el desarrollo de la region La
Libertad. El proceso biotecnoldgico planteado en este proyecto permitira convertir los residuos
agroindustriales en fuente de alimento de alto contenido proteico para el ganado asi como
también disminuir los costos de alimentacién del ganado en especial de rumiantes al utilizar
residuos lignocelulésicos propios de nuestra region generando de esta manera las condiciones
gue permitan la produccién, consumo y la comercializacién de los mismos por las comunidades
rurales lo cual redundara en un beneficio econdmico al adoptar esta actividad como fuente de
ingreso.

IV. OBJETIVOS

Objetivos Generales:

Enriguecer proteicamente los principales residuos lignocelulésicos agroindustriales de la Regién
La libertad con la asociacion mixta de Trichoderma reesei, Chaetomium litycum y Candida utilis.

Resultados Finales

Enriquecer proteicamente en 20% los principales residuos lignocelulésicos agroindustriales de la
region la Libertad.

Medio de Verificacién 1

Cuantificar la concentracion de nitrogeno amoniacal inicial y residual en los principales residuos
agroindustriales de la Region La Libertad.

Medio de Verificacién 2



Evaluar el desarrollo de biomasa de Candida utilis en los principales residuos lignoceluldsicos de
la Region La Libertad.

Medio de Verificaciéon 3

Medir o cuantificar la concentracion de azucares reductores totales (ART) al inicio y al final del
proceso del enriquecimiento proteico de los principales residuos lignocelulésicos de la Region La
Libertad.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar la asociacion microbiana de Chaetomium cellulolyticum y Candida utilis en el
enriquecimiento proteico de los principales residuos lignoceluldsicos de la Region La Libertad.

2. Evaluar la asociacion microbiana de Trichoderma reesei y Candida utilis en el
enriquecimiento proteico de los principales residuos lignocelulésicos de la Region La Libertad.

3.  Evaluar la asociacion microbiana de Chaetomium cellulolyticum, Trichoderma reesei y
Candida utilis en el enriquecimiento proteico de los principales residuos lignoceluldsicos de la
Region La Libertad.

RESULTADOS INTERMEDIOS:

1. Alcanzar el 100% del desarrollo microbiano de la asociacion microbiana de Chaetomium
cellulolyticum, Trichoderma reesei y Candida utilis en el enriquecimiento proteico de los
principales residuos lignoceluldsicos de la Region La Libertad.

2. Alcanzar el 100% del desarrollo microbiano de la asociacién de Trichoderma reesei y
Candida utilis en el enriqguecimiento proteico de los principales residuos lignoceluldsicos de la
Region La Libertad.

3. Alcanzar el 100% del desarrollo microbiano de la asociacién de Chaetomium cellulolyticum y
Trichoderma reesei y Candida utilis en el enriquecimiento proteico de los principales residuos
lignocelulésicos de la Region La Libertad.

Medios de verificacion:

1. Alcanzar un desarrollo microbiano de 108 UFC/ mLen la asociacidon microbianade

Chaetomium cellulolyticum y Candida utilis en elenriquecimiento proteicode los principales
residuos lignoceluldsicos de la Regién La Libertad.



8 UFC/ mLen la asociacion microbianade

2. Alcanzar un desarrollo microbiano de 10
Trichoderma reeseiy Candida utilis en elenriquecimiento proteicode los principales residuos

lignocelulésicos de la Region La Libertad.

3. Alcanzar un desarrollo microbiano de 108 UFC/ mLen la asociacidon microbianade

Chaetomium cellulolyticum, Trichoderma reeseiy Candida utilis en elenriquecimiento proteicode
los principales residuos lignocelulésicos de la Regién La Libertad.

V. MARCO TEORICO

Los residuos lignoceluldsicos agroindustriales, son definidos como aquellos residuos o
subproductos de cultivos cosechados y que posteriormente han pasado por un proceso de
modificacién o procesamiento en industrias conserveras (Bellido, 2003). Muchos de estos
rastrojos son acumulados, desechados o quemados, provocando costos en la produccion, al
ocupar espacios de considerable valor, costos ambientales y sociales, ya que, ademas de
agudizar el efecto invernadero, se induce a la volatilizacion del nitrégeno presente en la superficie
del suelo, se elimina a la materia organica del horizonte superficial, desaparece la poblacion
microbiana de la superficie del suelo producto de la incineracion, se disminuye la humedad de la
capa edafica al evaporarse el agua de los poros superficiales, se produce un sellamiento de los
poros del suelo (producto de la pérdida de su estructura y de la deposicion de las cenizas), se
disminuye la porosidad del suelo, en consecuencia de lo anterior, se reduce la infiltracion del agua
en él y se aumenta el escurrimiento superficial causando erosion hidrica. Ademas, la quema de
materia organica incorpora particulas contaminantes a la atmosfera, reduciendo la capacidad
respiratoria de la poblacién y elevando el riesgo a las alergias (Calderon, 2002).

Los materiales lignoceluldsicos se componen de lignina, hemicelulosa, y celulosa. La celulosa
estd compuesta de largas cadenas de moléculas de glucosa, unidas por enlaces 1-4
glucosidicos, los cuales hacen que la cadena sea recta y de un niumero de polimerizacién mayor
de 1000 y dependiendo del origen hasta 10,000 a 20,000 (Han, 2008). Esta estructuray la
encapsulacion de la lignina de las fibras de celulosa hace mas dificil hidrolizar las moléculas de
este material si se compara con el almidén (Lépez et al., 2006) (Garcia, 2007). La hemicelulosa
también se compone de largas cadenas, pero a diferencia de la celulosa contiene pentosas, la
composicién exacta de la hemicelulosa depende de la fuente del material celulésico.

Dentro de los organismos capaces de aprovechar estos materiales encontramos a los hongos que
degradan la celulosa y lignina de troncos a través de enzimas que secretan al medio en el que
crecen obteniendo asi sus nutrientes (Garzon y Cuervo, 2008), en este grupo encontramos a
Trichoderma reesei y Chaetomium cellulolyticum que usan como sustrato para su produccién
diversos residuos lignoceluldsicos (Garcés et al., 2006).



Las especies del género Trichoderma y Chaetomium agrupan especies lignoceluloliticas o ligninoliticas, cuyo sistema
enzimatico es capaz oxidar e hidrolizar enlaces de la lignina y la celulosa liberando las moléculas de glucosa y
dejandolas libres para ser utilizadas por los microorganismos capaces de fermentarla (Calvo, 2005), Crempien
(2009).

Actualmente se considera que los residuos lignoceluldsicos son compuestos organicos que
pueden ser reinvertidos en el ciclo productivo de las empresas que los generan si se sigue un
manejo sustentable de los mismos; mediante el compostaje generando biofertilizantes o de la
forma mas rapida utilizandolos como fuente de alimentos para los animales(Lazaro et al, 2004).

Este patron de utilizacién de los residuos contribuye con el mejoramiento ambiental, a través de la
reduccion de los indices de contaminacion de algunos ecosistemas que se afectan por el arrojo
de ciertos residuos organicos que modifican las condiciones fisico — ambientales del entorno
animal y vegetal, generando desequilibrio en su cadena tréfica (Torres et al., 2000)

VI. HIPOTESIS

Hipotesis:

El enriqguecimiento proteico de los principales residuos lignocelulésicos de la Region La Libertad si
estara influenciado con la asociacion mixta de Trichoderma reesei, Chaetomium litycum y
Candida utilis.

VIl. METODOLOGIA

METODOLOGIA
1. ACONDICIONAMIENTO DE LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS:

Se colectara un aproximado de 2 kg de los principales residuos lignocelulésicos de la Region La
Libertad.; identificados segun (Bardales, 2014). Seran lavadas y posteriormente secadas en
estufa a temperatura constante 85°C/ 24 horas, posteriormente seran fraccionadas a 1 mm de
espesor (Bardales, 2009). Asimismo, se conservaran en bolsas de papel de prime uso.

2.  PRETRATAMIENTO DE LOS SUSTRATOS

500g de muestra se mezclaran con 2 ml/g de NaOH al 2% (p/v) y se autoclavara a 121°C por 30
minutos a 1 ATM de presion. Seguidamente se lavara con agua destilada y secara en la estufa.



3. ACONDICIONAMIENTO DE LOS BIORREACTORES

Se construiran 21 biorreactores de vidrio tipo tanque aireado (Le6n, 2006) de 1L de capacidad de
20 cm de altura por 10 cm de didmetro, con tapas de jebe microporoso y acondicionado con
humidificador de aire, el cual empleara un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad del tipo envase
de mostaza, la cual llevara 50 ml de solucién acuosa de NaCl al 10% (p/v). Se realizaran acoples
con tubos de vidrio y mangueras de pvc de 0.64 com de diametro (Barrena, 1999).

La esterilizacion de todo el sistema se llevara a cabo mediante camara UV en tres sesiones de 30
minutos cada una. (Bardales, 20009).

Asimismo, todos los biorreactores seran colocados en un soporte metalico cuidadosamente
organizado. (Leon, 2009).

4.  SUMINISTRO DE AIRE ESTERIL

El aire estéril serd suministrado a partir de bombas de aireacion de pecera air pump 300, pasando
el aire por dos frascos de solucion de NaCl al 20%, esterilizando asi el aire que se suministrara al
sistema de fermentacion a razén de 60 ml/ min a cada biorreactor (Bardales, 2009). Todo el
sistema sera controlado automaticamente mediante el control airbiss ABB

5.  REACTIVACION DE LAS CEPAS

Se usaran cepas liofilizadas de la coleccion espafiola de cultivos tipo (CECT) de Trichoderma
reesei 2414, Chaetomium cellulolyticum 2104 y Candida utilis 1430; las mismas que seran
reactivadas en agar sabourod y agar sales minerales con celulosa respectivamente.
Posteriormente, seran conservadas en refrigeracion, constituyendo los cultivos stock (Barrena,
1999).

6. PREPARACION DEL INOCULO PARA EL BIOPROCESO

De los cultivos stock se sembraran 15 botellas planas de 250 ml de capacidad, conteniendo 50 ml
de caldo sabouraud, 5 ml para cada microorganismo de estudio a 28 °C por 10 dias.
Posteriormente se haran suspensiones de esporas, mohos y levaduras en 20 matraces de 200 ml
cada uno con caldo sabouraud, con la finalidad de determinar el nUmero de esporas/ml de la
suspension, para lo cual se utilizara la camara de newbawer.

7. PROCESO FERMENTATIVO

Los biorreactores una vez ensamblados seran alimentados con 100gramos de residuos
lignocelulésicos previamente tratados. Asimismo, seran humedecidos con agua destilada estéril
suplementada con sulfato de amonio a 1 gramol/litro del biorreactor y pH 4.5 (Bailén, 2001).



Seguidamente se suministrard 100 ml de suspension microbiana de Trichoderma reesei o
Chaetomium cellulolyticum dejando actuar por 72 horas, previamente se tomard una muestra del
material homogenizado para evaluar ART iniciales, nitrdgeno amoniacal y biomasa microbiana.
Posteriormente a las 72 horas se aplicara el in6culo de Candida utilis y se dejara actuar por 6
dias. Asimismo, se realizaran conteos diarios del desarrollo de biomasa de Candida utilis para
monitoreara su desarrollo. Al final del mismo proceso se evaluaran los mismos parametros (ART,
nitrdgeno amoniacal y biomasa de Candida utilis).

8. DETERMINACION DE NITROGENO

Transcurrido el tiempo de fermentacion se retirara todo el contenido de los biorreactores y sera
secado a estufa a 85 °C por 24 horas. Seguidamente sera molido finamente en malla 80. El
nitrégeno total serd determinado por el método Kjedalh, seguido de un método
espectrofotométrico.

9. DETERMINACION DE ART

Se seguira el método propuesto por Bardales (2009).

10. CUANTIFICACION DE BIOMASA DE Candida utilis

Se realizara mediante el método propuesto por (Bardales, 2009 y Ledn, 2009)

11. DISENO EXPERIMENTAL

Se seguira el disefio en bloques de una sola casilla, con pre test y post test para cada una de los
5 principales residuos lignocelulésicos agroindustriales de la region la libertad. Asimismo, se
realizaran 3 repeticiones para cada tratamiento.



1. ANALISIS ESTADISTICO
La determinacion de diferencias entre tratamientos se realizara con la prueba t de student. La

variacion entre tratamientos se hara mediante test de ANVA7, Tukey. Asimismo, para determinar
la relacion con un test de relacion de Pearson.
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PRESUPUESTO

DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
CONSULTOR 3 UNI 800 2400
REACTI VOS E | NSUMOS 20 UNI 5 100
REACTI VOS E | NSUMOS 20 UNI 1 20
REACTI VOS E | NSUMOS 50 UNI 0.50 25
REACTI VOS E | NSUMOS 50 UNI 0.50 25
REACTI VOS E | NSUMOS 25 UNI 150 3750
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 250 250
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 5 25
MATERI AL DE VI DRI O 5 UNI 50 250
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 5 25
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 10 50
REACTI VOS E | NSUMOS 12 UNI 45 540
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 15 75
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 3 15
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 8 40
TRANSPORTE LOCAL 150 UNI 4 600
TRANSPORTE LOCAL 40 UNI 5 200
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UN 70 140
MATERI AL DE VI DRI O 4 UNI 8 32
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 25 25
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 15 15
MATERI AL DE VI DRI O 20 UNI 10 200
MATERI AL DE VI DRI O 2 UN 250 500
REACTI VOS E | NSUMOS 30 UNI 4 120
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 350 350
REACTI VOS E | NSUMOS 2,5 UNI 180 450
Fot ocopi ado y/o 1000 UNI 0.10 100
I mpr esi ones
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 15 30
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 4 20
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 6 30
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UN 50 100
REACTI VOS E | NSUMOS 4 UNI 15 60
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 15 30
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 100 100
REACTI VOS E | NSUMOS 50 UNI 2 100
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 20 20
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 250 500
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 120 120
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 97 194
REACTI VOS E | NSUMOS 4 UNI 7.50 30
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 5 25
REACTI VOS E | NSUMOS 50 UNI 0. 40 20
REACTI VOS E | NSUMOS 5 UNI 20 100
MATERI AL DE VI DRI O 2 UNI 150 300
MATERI AL DE VI DRI O 20 UNI 5 100
REACTI VOS E | NSUMOS 25 UNI 125
REACTI VOS E | NSUMOS 12 UNI 4 48
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 150 150
REACTI VOS E | NSUMOS 6 UNI 6 36
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 60 120




