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RESUMEN

Las esporas de los hongos entomopatdgenos reproducidos en sustratos solidos como el
arroz necesitan ser separadas y recolectadas para poder utilizarlas como bioplaguicidas.
Los métodos utilizados en la separacidn tienen baja eficiencia y representan un problema
de salud para el operador. Ya que a nivel nacional no se cuenta con el equipo especializado
para cosechar esporas y se recurre a adquirir maquinas importadas, el objetivo de este
proyecto fue desarrollar una maquina cosechadora de esporas mediante el método de
disefio en ingenieria mecanica para implementar un nuevo método de separacion entre el
hongo y su medio de cultivo s6lido de manera segura, eficiente y baja huella de carbono
comparado con los métodos basados en la utilizacion de maquinas importadas. El disefio
se basoé en las propiedades de las esporas como tamafio y densidad y para una capacidad
de produccion de 5 kg de sustrato por carga. Para comprobar la eficiencia de la maquina
disefiada, se realizaron pruebas de funcionamiento con los hongos Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana, sembrados en arroz y maiz quebrado. Se obtuvo la produccion
media de g de esporas cosechadas por kg para cada combinacion de hongo y sustrato y se
les realiz6 una prueba de t de Student. Se realiz6 una prueba Tukey para determinar el
hongo vy el sustrato més eficientes en la obtencion de esporas con la nueva cosechadora.
La combinacion del hongo Metarhizium anisopliae y arroz obtuvieron la mayor
produccién de esporas. El rendimiento fue de 54 g de esporas por kg de arroz procesado

con una concentracion de 1.8 x 10! esporas mL™.
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1. INTRODUCCION

La revolucion verde aument6 de manera significativa el uso de plaguicidas sintéticos, que
si bien, provocaron un crecimiento en la produccion agricola, su uso indiscriminado
produjo contaminacion en el aire, suelo y agua (Sharma y Singhvi, 2017). Debido a este

problema, se han buscado métodos alternativos para el control de plagas agricolas.

Chandler et al. (2011) documentaron que el uso de bioplaguicidas como agente de control
de plagas reduce en un 75% el uso de plaguicidas quimicos y aumenta la produccion en
un 40%. Los bioplaguicidas son fabricados a base de agentes entomopatégenos como
hongos, bacterias o nematodos (Glare et al., 2012). Para el caso de los hongos, al realizar
las formulaciones es necesario primero producir las esporas. Una forma de reproduccion
es mediante la inoculacion del hongo en un sustrato sélido. Dos de las especies de hongos
entomopatogenos mas estudiadas como agentes de control bioldgico son Metarhizium
anisopliae Metcknikof y Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Gandarilla et al.,
2012) y entre los sustratos sélidos més usados en su reproduccion se encuentran el arroz
y el maiz (Krishna, 2008).

El paso posterior a la inoculacion del hongo es la cosecha de esporas. El objetivo de este
paso es colectar la mayor cantidad de esporas contenidas en el sustrato (Jenkins et al.,
1998). Hasta hace 2 décadas no existia un equipo adecuado que realizara el proceso de
cosecha de esporas y se realizaba mediante tamices manuales y vibratorios, pero
presentaban problemas como una deficiente separacion de las esporas del sustrato y
pérdidas considerables por dispersion en el ambiente. Este bajo rendimiento en la
obtencion de las esporas aumenta el costo final del bioplaguicida.

En la actualidad la unica cosechadora de esporas en el mercado es Mycoharvester, una
maquina desarrollada y comercializada por la organizacion CABI (Bateman, 2017), con
la que se obtiene aproximadamente el doble de esporas por kg de material procesado en
comparacion con el obtenido por los métodos de tamizado manual y vibratorio (El6segui
et al., 2009), lo cual representa una mayor eficiencia en el proceso de separacion de las

esporas, pero su alto costo dificulta la adquisicion del equipo.



Por lo tanto, el presente trabajé consistio en el disefio y fabricacion de una cosechadora
de esporas para los hongos entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana. Una vez
fabricada la maquina, se inocularon los hongos en maiz quebrado y arroz y se realizaron
las pruebas de funcionamiento para determinar los gramos de polvo de esporas que entrega
la maquina con cada hongo y sustrato. Finalmente, mediante un conteo en una camara
Neubauer se estimo la cantidad de esporas por gramo de polvo cosechado y se realiz6 una
prueba de viabilidad para corroborar que el material obtenido de la cosechadora contenia
esporas con porcentajes de germinacion altos para garantizar su efectividad como agente

de control biologico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Disefiar una maquina cosechadora de esporas de los hongos entomopatdgenos
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana para la separacion de esporas de los
sustratos solidos arroz y maiz quebrado mediante un tamiz en condiciones de

hermeticidad.

2.2 Objetivos especificos

e Obtener el disefio conceptual de la maquina cosechadora de esporas mediante el

método de disefio para su materializacion con maquinas convencionales de taller.

e Fabricar el prototipo de la méquina en el Taller de Ingenieria y Tecnologias
Adecuadas del CIIDIR Oaxaca mediante la utilizacion de maquinas sencillas

convencionales para la obtencion de un equipo sencillo y funcional.

e Evaluar el funcionamiento de la cosechadora mediante pruebas con los hongos
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana sembrados en arroz y maiz

quebrado para la deteccion de fallas y defectos del equipo.

e Evaluar la viabilidad en condiciones de laboratorio de las esporas de hongos
cosechadas mediante el conteo de unidades formadoras de colonias para la

medicion de la sobrevivencia de las esporas.



3. HIPOTESIS

Ho: La cosechadora de esporas disefiada presentara un rendimiento medio igual o menor

a 31.50 g por kg de sustrato procesado

Ho: La cosechadora de esporas disefiada presentara un rendimiento medio mayor a 31.50
g por kg de sustrato procesado



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Hongos entomopatogenos como bioplaguicidas

Los bioplaguicidas son eficaces en el control de plagas agricolas, sin causar dafios graves
al ambiente o empeorar la contaminacion de este (Nava et al., 2012). Algunos son
elaborados a base de hongos entomopatogenos, cuya funcion es regular la densidad de

plagas a un nivel que no causen dafio econdémico al productor (Mota y Murcia, 2011).

Los meétodos de produccion de estos hongos varian, muchos estdn basados en
fermentaciones sobre sustrato solido con granos de cereales donde el arroz es el mas

comun.

4.1.1 Metarhizium anisopliae

El M. anisopliae es un hongo entomopatégeno usado para el control biolégico de insectos,
pertenece la divisién Ascomycota, a la clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y a la
familia Clavicipitaceae (Roy et al., 2006). Las esporas de este hongo son unicelulares,
cilindricas y truncadas, formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde olivaceo (Figura
1). Miden 3.5 a 9u de longitud x 1.5 a 3.5u de didmetro (Cafiedo y Ames, 2004).

Figura 1. Esporas del hongo Metarhizium anisopliae (Glare et al., 1996).



4.1.2 Beauveria bassiana

Es un hongo entomopatégeno capaz de parasitar mas de 700 especies de insectos,
pertenece la division Ascomycota, a la clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y
familia Cordycipitaceae (Imoulan et al., 2017). B. bassiana (Figura 2), se caracteriza por
presentar células conididgenas globosas a sub-globosas (2-3 x 2.0-2.5 um) con un cuello
muy corto, las estructuras conididégenas forman grandes grupos, conidiéforos apifiados
formando sinnemas o grupos de conidioforos muy juntos, las conidias son hialinas y lisas,

globosas elipsoidales y raquis en forma de zig-zag (Castillo et al., 2012).

Figura 2. Esporas del hongo Beauveria Bassiana (Cafiedo y Ames, 2004).

4.1.3 Métodos de cosecha de hongos entomopatdgenos

En la produccion de bioplaguicidas a base de hongos entomopatogenos la separacion de
las esporas de su sustrato sélido se ha realizado de diferentes maneras, sin embargo, al no
existir un equipo disefiado especialmente para realizar dicha tarea, el proceso resulta

ineficiente, lo cual se traduce en pérdidas econémicas.

Una forma de realizar la separacion de las esporas es por medio de tamices manuales
(Figura 3). Este método es de bajo costo y para pequefia produccidn, su desventaja es que
se pierde hasta el 50% de material por dispersion en el ambiente y al mismo tiempo

representa un peligro para el operador al estar en contacto directo con las esporas.
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Figura 3. Separacion de esporas con tamices manuales.

La separacion por tamiz vibratorio es otro método en donde se apilan 2 o tres tamices de
diferentes tamafios de apertura sobre un dep6sito (Figura 4). Los tamices son montados
sobre un aparato vibratorio y el tiempo de separacion es de 25-30 minutos. La desventaja
de este método es su baja produccion, las mallas de los tamices se saturan de material y
se bloquean, lo que impide la separacion adecuada de las esporas y el sustrato; ademas, es
necesario el uso de cinta aislante en las uniones entre tamices para evitar la pérdida de las
esporas por dispersion. Por lo que este método presenta baja eficiencia y es muy laborioso.

Figura 4. Tamices vibratorios de laboratorio.



Otro método para cosecha de esporas en mediana escala es el desarrollado por Dan
Johnson, University of Lethbridge, Alberta Canada y consiste en un mezclador para
concreto acondicionado con una tapa de acrilico sujetada al mezclador por medio de
imanes (Figura 5). Su modo de funcionamiento consiste que al rotar el mezclador las
esporas se separan del arroz y forman una nube en el interior la cual es succionada por
una aspiradora, de este modo las esporas quedan depositadas en el filtro de la aspiradora.
Este método es adecuado para la produccion a mediana escala sin embargo resulta muy
laborioso descontaminar la aspiradora después de realizar la cosecha de esporas, por lo

que es necesaria una aspiradora para cada cepa de hongos (Jaronski, 2014).

Figura 5. Mezclador de concreto eléctrico.

Una méaquina mas sofisticada es el Mycoharvester que consiste en una cosechadora de
esporas de hongos que trabaja mediante un lecho fluidizado, es lavable, facil de limpiar y
de descontaminar (Figura 6). De esta cosechadora existen en el mercado versiones desde
pequefia hasta gran escala, una desventaja es el precio ya que la versién de pequefia
produccidn tiene un costo de 6367 libras esterlinas. Otra desventaja es que para funcionar
correctamente el sustrato antes de la cosecha debe tener 5% o menos de humedad
(Bateman, 2017).



Figura 6. Cosechadora de esporas Mycoharvester.

4.1.4 Rendimiento de sustratos empleados en la produccion de bioplaguicidas

Diversos articulos mencionan que el arroz es el grano que mayor rendimiento presenta en
la produccion de bioplaguicidas con los hongos entomopatdgenos M. anisopliae y B.

bassiana por medio de fermentacion sélida.

Karanja et al., (2010) encontraron que para M. anisopliae los sustratos mas eficientes para
la produccién de esporas son el arroz y el maiz quebrado con una produccion en promedio
de 28.80y 14.72 g por cada kg de sustrato respectivamente, mientras que para B. bassiana
el sustrato mas eficiente fue el arroz con una produccién en promedio de 29.52 g de
esporas por cada kg de sustrato. Mediante lecho fluidizado y ciclén dual con el uso del
Mycoharvester se obtuvo en promedio 31.5 g de esporas por cada kg de sustrato procesado
(Jaronski, 2014).

4.1.5 Riesgos en el manejo de hongos entomopatdgenos

Esta comprobado que los plaguicidas quimicos afectan la salud de las personas, sin
embargo, una mala manipulacion de los hongos entomopatdgenos también puede

provocar dafios a la salud. Labarrete et al., (2014) relacionaron la aparicion o el



agravamiento de diferentes enfermedades alérgicas y respiratorias con la exposicion a
altas concentraciones de esporas durante el proceso de produccion de los bioplaguicidas a

base de hongos.

4.2 Tamizado

El tamizado es un método de separacion de particulas que se basa en la diferencia de
tamafio de las particulas. Las mallas de los tamices consisten en alambres tejidos y sus
pardmetros principales son el diametro del alambre, tamafio de abertura y el niamero de
hilos por pulgada (Figura 7). Los tamices se agrupan segiin normas. La serie ASTM gruesa
tiene 22 tamices desde 107.69 mm hasta 6.35 mm mientras que la serie ASTM fina tiene
30 tamices desde 5.66 mm hasta 0.37 mm. Las aberturas en estas series descienden segin
la razon 3/2.Como esta relacion es muy pequefia, resultan demasiados tamices y
demasiado proximas sus aberturas para trabajos que no requieren separaciones muy
agudas. También se utiliza la serie Tyler basada en el nimero de mallas por pulgada. Asi,
un tamiz de 200 mallas corresponde a 200 mallas/pulgada con una luz de malla de 0,074

cm. La abertura depende del grosor de hilo. La relacidén de un tamiz al siguiente de la serie

es de 1,41 (v/2) veces la luz de malla, aunque pueden existir tamices intermedios.

25.4 mm ‘

Nimero de malla ——
Tamafio de

| | V| V|
-
abertura —

T -

TT

J
-
Diametro del l J
alambre—— 1.
T )
'1 ™ ™ ™

Figura 7. Parametros principales de una malla de tamiz.

10



Al colocar sobre un tamiz una sustancia constituida por granos de distinto tamafio y
proceder a su tamizado, deben quedar sobre aquél todas las particulas de tamafio mayor

que la abertura del tamiz, y pasar por éste todos los que tienen tamafio méas pequefio.

Hay situaciones que impiden la separacion adecuada de las particulas en el tamizado,
quedan retenidas una parte de las particulas finas con las particulas gruesas que
constituyen el rechazo del tamiz, y pasan también una cierta cantidad de particulas gruesa
a formar parte del producto fino o cernido. Esto ultimo se debe, casi siempre, a
irregularidades de la superficie tamizadora, bien porque el tejido esté mal construido, o
porque se sitden entre las mallas algunas particulas de forma irregular y de tamafio muy
préximo al de la abertura de la malla, y que por la presion y rozamiento de las que se
mueven sobre de ellas originan corrimientos de los hilos que dilatan las mallas y, por
tanto, aumentan el tamafio de abertura (Figura 8). Lo més frecuente es que sean las

particulas finas los que no pasen totalmente y queden en el rechazo del tamiz.
Las causas de esto son varias:

* Si el producto esta humedo, se aglomeran las particulas finas y se comportan como

gruesas, por lo que no pasan en el tamiz
* El frotamiento electriza a las particulas pulverulentas y provoca también su adherencia

* Tiempo de tamizado insuficiente

Mismo tamafio de

particula retenida
Paso de particula en el tamiz
através del tamiz

tamiz de malla cuadrada

Figura 8. Influencia de la forma de las particulas en el tamizado.
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5. DISENO DE LA COSECHADORA DE ESPORAS

Existen varios métodos para realizar el disefio de una maquina, mecanismo o producto, en

general el proceso de disefio sigue los pasos como se ilustra en la Figura 9 (Budynas y

Keith, 2015). El proceso de disefio es iterativo, se evalta al finalizar cada paso para

corroborar que se estan realizando las acciones adecuadas para obtener el prototipo de la

maquina con las caracteristicas requeridas.

——— Reconacimicnio

- de la necesidad

1

1

- Definicidn del problema

Sintesis

Aunilisis y «

ptimizacin

Evaluaciin

Preser

ntacion

lieraciin

Figura 9. Proceso general del disefio en ingenieria.

5.1 Metodologia del disefio en ingenieria de Haik y Shahin (2018)

Para el disefio de la cosechadora de esporas se usé el método de disefio de Haik y Shain

(2018), el cual identifica las funciones principales y secundarias del producto a disefiar,

propone alternativas para satisfacer cada funcion, genera conceptos de disefio, evalua los

conceptos y finalmente se genera el disefio a detalle.
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Definicion y reconocimiento del problema. En este paso se analiza e identifica el
problema existente y al cual se le dard soluciéon con el disefio de la maquinaria o

mecanismo.

Anélisis de mercado. Una vez identificado el problema, se hace una investigacion
exhaustiva con el fin de localizar alguna maquina en el mercado que pueda satisfacer las

necesidades y solucionar el problema, de no ser asi, se procede a disefiar la maquina.

Requerimientos del usuario. Los requerimientos del usuario son las caracteristicas que
se necesita tenga el producto disefiado. Dichas caracteristicas o requerimientos son dados
por el usuario o cliente de manera desordenada y en palabras coloquiales. Es trabajo del
disefiador ordenarlas, priorizarlas y generar las especificaciones técnicas que tendra la

maquina disefiada.

Especificaciones. En este punto los requerimientos del usuario son ordenados por el
disenador, se les asigna una métrica y un valor, es decir, se convierten los “deseos del
usuario” en especificaciones técnicas. Durante todo el proceso de disefio, el disefiador o

disefiadores deberan verificar que las especificaciones sean cumplidas.

Funciones. Los requisitos del usuario son las actividades que describen lo que el producto
deberd hacer. Las funciones son las acciones de ingenieria que el producto va a realizar.
La funcion principal es la accién general que el producto realizara, también se le define

como la relacién entre las entradas y las salidas de un sistema (Figura 10).

"Caja negra"

Entradas Funcion Salidas
principal

Figura 10. Funcién principal de un producto.
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Las funciones secundarias o subfunciones son las acciones individuales que se realizaran

en el producto para poder lograr la funcién principal (Figura 11).

"Caja blanca"

Entradas Funciones Salidas

secundarias o
subfunciones
L J

Figura 11. Funciones secundarias

5.1.1 Conceptualizacion, generacion de planos y evaluacién del concepto

Conceptualizacion. Una vez enlistadas las funciones se procede a identificar los
principios en los que trabaja cada una de las funciones o subfunciones. Un principio de
funcionamiento se refiere al efecto fisico necesario para lograr la funcién dada. Cada
funcién o subfuncidn se puede lograr de varias maneras. Una forma Util para ordenar las
opciones o alternativas a cada funcion es mediante el uso de la carta morfoldgica. En el
Cuadro 1 se muestra el esquema general de una carta morfoldgica de disefio, en la columna
de la izquierda se muestran cada una de las subfunciones del producto y todas las posibles

soluciones en las filas correspondientes.
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Cuadro 1. Estructura bésica del esquema de clasificacion con subfunciones y las posibles

soluciones.
Opciones
Op: Op2 Op;j Opm
Subfunciones
1 F1 Op11 Op12 Opyj Opim
2 F. Op21 Op22 Opy; Op2m
i Fi Opi1 Opi2 Opij Opim
n Fn Opn1 Opn2 Opnj Opnm

F = subfunciones o funciones secundarias, Op= opciones, i= i-ésima subfuncién, j= j-ésima solucién u opinién.

Evaluacion de alternativas. El siguiente paso en el proceso de disefio es la evaluacion
de las alternativas de las subfunciones mediante la matriz de decisiones que se basa en la
comparacion de las alternativas con las especificaciones técnicas definidas en pasos
anteriores. En la columna de la izquierda se enumeran las especificaciones técnicas de
disefio para cada funcién secundaria y su calificacion para cada opcion o alternativa en el
renglon correspondiente. Las calificaciones para cada alternativa tienen una escala de cero
am, sera cero la calificacion menor y m la calificacion mayor, de tal manera que, si a una
funcién secundaria se le evaltan 5 alternativas, la calificacion més alta en la matriz de

decisiones sera 5.

En el renglon inferior se concentran las sumas totales de las calificaciones de cada
alternativa (Cuadro 2). Se seleccionan las alternativas con mayor puntaje, se generan los
posibles arreglos 0 combinaciones de opciones y se exponen los mas viables. A estos
arreglos se les conoce como conceptos, que son los bocetos de disefio a evaluar para

seleccionar la propuesta final que se desarrollara a detalle.
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Cuadro 2. Estructura de una matriz de decisiones para la evaluacion de las opciones o
alternativas para cada funcion secundaria.

Opciones
1 2 ] m
Especificaciones
1 E1 C11 Clz C1j Clm
2 Ez C21 sz Czj CZm
i Ei Ci Ci2 Cij Cim
n En Cnl Cn2 an Cnm

Total

E = Especificaciones técnicas, C= Calificacion, i= i-ésima especificacion técnica, j= j-ésima solucién u opinién.

Evaluacion y seleccién del concepto. Se califican los conceptos con las mismas
herramientas de evaluacion de las alternativas para cada subfuncién. El arreglo o concepto
que obtenga mayor calificacion sera seleccionado para generar el disefio a detalle del
producto. Este concepto es el disefio preliminar propuesto. Tanto las alternativas como los
conceptos en conjunto deben satisfacer los requerimientos del usuario, de lo contrario,

sera eliminada.

Experimentacion. Se genera el disefio conceptual a detalle y se construye el prototipo.
Se pone en marcha el funcionamiento del dispositivo y se evalta su desempefio. Si durante
la etapa de pruebas se presenta alguna falla, se hacen las modificaciones y reparacion

pertinentes y se vuelven a realizar las evaluaciones.

5.2 Disefio conceptual de la cosechadora de esporas

El presente trabajo se trata de un disefio nuevo, porque gque no parte de algun otro equipo
existente. Es un concepto nuevo, generado y desarrollado desde cero. Para el disefio de la
maquina se siguid los principios de la manufactura sustentable, la cual busca reducir los

desperdicios y la huella de carbono de un producto (Monge et al., 2013).
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Definicion del problema

En la produccion de bioplaguicidas a base de hongos entomopatdgenos por medio de
fermentacion sélida el proceso de separacion de las esporas presenta un bajo rendimiento
debido a que, al no existir en el mercado un equipo disefiado especialmente para realizar
la cosecha se recurre al uso de tamices, ya sea manuales o vibratorios, sin embargo, estos
métodos presentan baja eficiencia en la produccién de esporas (Jenkins et al., 1998;
Posada, 2008).

Se detectaron dos problemas en la cosecha de esporas; en primer lugar, la perdida de
material por dispersién en el ambiente produce la baja eficiencia y, por otra parte, la salud
del operador se ve afectada por la interaccion directa de las esporas (Labarrete et al.,
2014).

Exposicion de la necesidad

Se necesita disefiar y construir una cosechadora de esporas de los hongos
entomopatogenos M. anisopliae y B. bassiana para la produccion de bioplaguicidas. La

maquina cosechadora debe cumplir con los siguientes requerimientos:

e Lacosechadora debe trabajar en la obtencion de esporas con una eficiencia mayor

a la que presentan los tamices comerciales vibratorios.
e Enlamaquina no deben existir pérdidas de esporas por fuga.

e Laseguridad del usuario es uno de los puntos principales por lo que no debe existir

contacto directo entre el operador y las esporas.

e Se debe evitar que las esporas se contaminen al interactuar con el material de
fabricacion de la cosechadora.

e Lamaquina debe ser de bajo costo de fabricacion.

o El procesamiento debe ser de pequefia a mediana escala.

e El funcionamiento de la procesadora debe ser de consumo energético menos al de

los tamices comerciales vibratorios.

17



Investigacion de productos existentes

La alternativa encontrada en el mercado cumple con las especificaciones de seguridad de
operacion, pero su costo es elevado y al ser disefiada para las condiciones atmosféricas y
climatoldgicas de Inglaterra, su operacion con parametros distintos afectara directamente

su eficiencia.
Potenciales compradores de la maquina

Laboratorios, centros de investigaciones y empresas privadas que trabajen con
bioplaguicidas fabricados a base de hongos entomopat6genos.

Diagnostico

Después de analizar los requerimientos del usuario en la exposicion de la necesidad se
obtuvieron las siguientes caracteristicas de desempefio que la cosechadora disefiada

cumplira:

e Deber4 trabajar en un medio hermético para evitar las pérdidas de esporas por
dispersion en el ambiente

e Capacidad de 5 kg de sustrato por carga

e Paraesporas de 1-3 um de tamario

e Fabricada con acero inoxidable AISI-304

e Capacidad de funcionamiento con los sustratos arroz y maiz quebrado

e Debera cosechar 29.44-31.5 g de esporas por kilogramo de sustrato procesado

e Costo total de la maguina no mayor a 20 mil pesos

e Bajo consumo energético en su funcionamiento

Funcion principal

La funcion principal de la cosechadora es la obtencion de las esporas de hongo

entomopatogeno del sustrato s6lido de manera eficiente.
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Funciones secundarias

Las funciones secundarias de la cosechadora se presentan a continuacion:

e Alimentar a la cosechadora con el material a procesar
e Tamizar el sustrato sélido para separar las esporas

e Hermetizar la cAmara de separacion para evitar que las esporas se dispersen en el

ambiente

e Colectar las esporas tamizadas

5.2.1 Carta morfoldgica

Una vez identificadas las funciones secundarias de la cosechadora, se propusieron las
alternativas para cada funcion y se plasmaron en una carta morfoldgica (Cuadro 3) para
su evaluacion y eleccion de las alternativas mas adecuadas a los requerimientos del

usuario.
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Cuadro 3. Carta morfoldgica de disefio.

Funciones Alternativas
1. Alimentar  Compuerta Tolva con tapa
f }
2. Tamizar Criba Tamiz vibratorio Zaranda mecanica  Tamiz rotatorio
c i R =
3. Hermetizar  Sello de polimero  Sello de polimero  Silicén
de baja densidad de alta densidad '\
Q 2Q)
4, Tamizar Deposito general Dep6sito

desmontable

&

5.2.2 Evaluacién de las alternativas

En los cuadros 4, 5, 6 y 7 se muestran las evaluaciones cada una de las alternativas
propuestas para cada funcion secundaria. Se utilizaron matrices de toma de decisiones.

Los criterios de evaluacion se definieron

con base a los requerimientos del usuario.

Cuadro 4. Evaluacién de la funcion alimentar.

Funcion Alternativas
Alimentar Tolva  Tolva con tapa Compuerta
Funcionalidad 1 2 3
Seguridad 1 2 3
Costo 3 1 2
Estética 1 3 2
Fabricacion 2 1 3
Total 8 9 13
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Cuadro 6. Evaluacién de la funcion hermetizar

Funcion Alternativas
Sellar Sellos de polimero  Sello de polimero  Silicon
de baja densidad de alta densidad

Costo 2 3 1

Funcionalidad 3 2 1

Estética 2 3 1

Fabricacion 2 1 3

Mantenimiento 3 2 1

Total 12 11 7

Cuadro 7. Evaluacion de la funcién colectar.

Funcidn Alternativas
Colectar Depdsito Depdsito
general desmontable
Costo 1 2
Material 2 2
Funcionalidad 1 2
Durabilidad 2 2
Fabricacion 2 1
Operacién 2 1
Estética 1 2
Total 11 12

5.2.3 Generacion de conceptos

Se realizaron las evaluaciones de las alternativas para las funciones secundarias, se
plasmaron las calificaciones obtenidas en la carta morfoldgica y se generaron 2 conceptos
de disefio como se muestra en el Cuadro 8. Los conceptos obtenidos representan las

propuestas tentativas de disefio.
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Cuadro 8. Generacion de los conceptos de disefio.

Funciones Alternativas
Concepto 1 Concepto 2
1. Alimentar Compr erta Tolva Tolva con tapa
ﬁl ) ! g iz
2. Tamizar Criba Tamiz vibratorio Zaranda Tamiz rgtatorio
=] mecanica
&= |_
< =
14
3. Hermetizar Sello de polimero  Selio de poiimero  Silicon

4. Colectar

de baj:. densidad

de alta idad

!"
12

Deposito jzeneral

~—
11

£y
A
Deposito
desmontable

~,

7

Concepto 1. Figura 12, se trata de un tamiz rotatorio con deposito general, sellos de

polimero de baja densidad y alimentacién por compuerta.

Figura 12. Modelo en 3D del concepto 1.
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Concepto 2. Figura 13, se trata de un tamiz rotatorio con dep6sito general, sellos de
polimero de alta densidad y alimentacion por tolva con tapa.

Figura 13. Modelo en 3D del concepto 2.

5.2.4 Evaluacion y seleccion del concepto

Los dos conceptos generados se evaluaron en la Cuadro 9 con el fin de elegir el méas
adecuado para posteriormente generar el disefio a detalle. La escala de calificaciones que

se utilizo es la siguiente:
2 -Poco

4 -Regular

6 -Medianamente

8 -Casi por completo

10 -Totalmente
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Cuadro 9. Evaluacion de conceptos.

Requerimientos del usuario  Concepto | Concepto 1l
Eficiencia 10 8
Bajo costo de fabricacion 10 10
Materiales resistentes a la 10 10
oxidacion
5 kg de sustrato por carga 10 10
Seguridad operaria 10 8
Bajo consumo energético 10 10
Costo de inversion inicial 8 8
Fécil mantenimiento 8 6
Facil operacion 8 10
Facilidad de ensamble 8 6
Costo de operacion 10 10
Total 102 96

5.2.5 Descripcion del concepto

Después de calificar los dos conceptos obtenidos se eligio el concepto nimero 1 ya que es
el mas adecuado. Se desarroll6 el disefio a detalle, definicion de geometrias, materiales,

dimensiones y finalmente el proceso de fabricacion.

Se eligié el concepto numero uno ya que es el que mejor cumple los requerimientos del
usuario. Esta propuesta de disefio consiste en un tamiz rotatorio, el cual trabaja dentro de
una camara de separacion hermética de acero inoxidable y un deposito donde se

recolectaran las esporas cosechadas.

5.3 Disefo detallado

La méaquina cosechadora de esporas se disefi6 de manera que sea completamente
desmontable, consta de una estructura en la que se atornillara la camara de separacion, las
chumaceras del tamiz rotatorio, un eje, un tamiz rotatorio y un deposito. A excepcion de
la estructura de la maquina y las chumaceras, todos los componentes de la maquina seran

fabricados en acero inoxidable para evitar la contaminacion de las esporas.
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El tamafio de las esporas de los hongos entomopatégenos es de micras, por lo que la
seleccion del tamafio de apertura de las mallas de tamiz adecuadas fue con base a las
dimensiones del medio de cultivo solido. La seleccion de las mallas se basoé en literatura
Jaronski y Jackson (2012) indica que las mallas ASTM-20 son adecuadas para la cosecha
de esporas de los hongos M. anisopliae y B. bassiana, sin embargo, mencionan que el
producto cosechado es una mezcla de esporas y particulas de arroz. Para evitar el paso de
las particulas del sustrato en el tamizado se eligieron las malas ASTM-20, ASTM-30 y
ASTM-40 con apertura de malla de 0.841 mm, 0.595 mmy 0.420 mm, fabricadas en acero
inoxidable AISI 304.

El medio de cultivo son granos de arroz y maiz quebrado. El arroz tiene un largo promedio
de 5.90 a 7.30 mm, ancho de 1.60 a 1.90 mm, espesor de 1.20 a 1.60 mm y densidad
aproximada de 795 a 897 kg m™ (Ghadge et al., 2012). ElI maiz tiene una densidad
aproximada de 1204.30 a 1228.79 kg m=y 11 mm de largo, 7 mm de ancho, y 3 mm de

espesor en promedio (Kumar et al., 2017).

Se calculé un cilindro con un volumen que pudiera contener 5 kg de arroz 0 maiz. Un
cilindro de 0.25 m de didmetro y 0.6 m de largo podré contener la carga de arroz 0 maiz
y tendra espacio suficiente para que los granos puedan desplazarse entre si durante el giro

del cilindro.

El cilindro del tamiz rotatorio debera girar a 30 rpm debido a que, a mayor velocidad, las
fuerzas normales generadas por el peso del sustrato procesado y el giro del tamiz
provocarian adherencia entre las mallas y el material procesado y ese fenédmeno reduciria

la eficiencia del tamizado.

La potencia necesaria para accionar una maquina rotatoria esta dada por la ecuacion 1.

2x1*n*T
p==—0—W) @

Donde:

n=revoluciones por minuto (rpm)
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T=torque (N*m)
T=Fx*d(N=*m)
)
Donde:
F= fuerza (N)
d= brazo de palanca (m)

Las fuerzas que actuaran en el cilindro estan dadas por la ecuacién 2 y son 45.05 N de los
5 kg del peso del tamiz y 49.05 N del peso de los 5 kg de arroz, se necesita una potencia
de 39.11 W. Debido a que la potencia necesaria para accionar la maquina es baja, se
asumio que un hombre puede aplicar un torque de 12.45 N*m y hacer girar el cilindro a
30 rpm.

5.3.1 Definicion de geometrias y materiales

A excepcidn de la estructura de la maquina y las chumaceras, todos los componentes de
la maquina se requieren sean fabricados en acero inoxidable, esto con el fin de evitar la

contaminacion de las esporas.

Las partes que la componen son:

1. Estructura de la maquina. Sera fabricada en perfil tubular cuadrado de 31.75 mm
calibre 18

2. Cémara de separacion. Sera fabricada en lamina de acero inoxidable calibre 22

3. Tapa de la camara de separacion. Sera fabricada en lamina de acero inoxidable
calibre 22.

4. Estructura del tamiz. Sera fabricado en solera de acero inoxidable de 19.05 x 3.17
mm

5. Mamelon del tamiz. Fabricado en tubo redondo de acero inoxidable de diametro
interior de 15.87
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5.4 Procedimiento detallado de fabricacion
5.4.1 Diagrama de proceso

Una vez realizado el disefio detallado de a maquina, se procedio a definir el diagrama de
proceso de fabricacion (Figura 14). Los dvalos en el diagrama hacen referencia a una
accion realizada, una flecha significa un cambio de area de trabajo y un 6valo dentro de

un rectdngulo simboliza una accién que requiere de monitoreo continuo.

El diagrama de proceso sirve como guia en la etapa de fabricacién de una maquina
disefiada, también sirve para calcular el costo de mano de obra, pues se estiman las horas

de trabajo del personal técnico especializado, como paileros, tornero y soldadores.
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5.4.2 Fabricacion de la cosechadora de esporas

La fabricacion del prototipo se realizo en el Taller de Ingenieriay Tecnologias Adecuadas
del CIIDIR Oaxaca de febrero a mayo del 2019. Se siguieron las actividades del diagrama
de proceso de la Figura 14. De la Figura 15 a la 19 se muestra el proceso de construccion

de la cosechadora.

Figura 15. Fabricacion de los tamices.

Figura 16. Tamices rotatorios.
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Figura 17. Camara de separacion de la cosechadora.

Figura 18. Cosechadora de esporas ensamblada.
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Figura 19. Tamiz con malla ASTM-40.

5.4.3 Maquinas y herramientas utilizadas en la fabricacion

A continuacion, se enlistan las herramientas utilizadas en la fabricacién de la cosechadora:

e Juego de destornilladores planos y de cruz

e Tijeras para lamina de acero

e Juego de llaves esparfiolas

e Juego de llaves Allen

e Pinzas de presion

e Escuadra metalica de 1 m de longitud

e Flexdémetrode5m

e Regla de acero inoxidable de 1 m de longitud
e Prensa troquelada de acero

e Juego de brocas de cobalto para acero inoxidable
e Cepillo de cerdas de alambre

e Guantes de carnaza

e Seguetay arco manual

o Careta transparente

e Careta automaética para soldar

e Lentes de seguridad transparentes

e Gis para marcar metal
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e Disco de corte de metal de 114.3 mm y 355.6 mm

e Disco abrasivo de 114.3 mm

Las maquinas utilizadas fueron:

e Cortadora circular eléctrica de metales
e Esmeril portatil

e Esmeril de banco

e Soldadora de arco eléctrico

e Taladro eléctrico portatil

e Taladro eléctrico de banco

e Cizallaeléctrica

e Dobladora de Iamina

e Soldadora eléctrica por puntos de calor
e Torno

e Fresadora

5.5 Célculo de costos de fabricacion

En el cuadrol0 se enlistas los materiales utilizados en la fabricacién de la cosechadora 'y
su precio de compra. EI monto total fue de $7,539.52, solo se tomd en cuenta el costo de
los materiales ya que la fabricacion se realizo en el taller de Tecnologias Adecuadas del
CIIDIR Oaxaca. Los materiales de fabricacion fueron comprados en noviembre del 2018
por lo que, con el paso del tiempo, el monto total puede variar.

Si el prototipo de la cosechadora se comercializa, es necesario estimar el precio de venta
mediante la suma del costo de los materiales, costo del trabajo intelectual y el costo de
mano de obra de personal técnico especializado como torneros, soldadores y paileros. Se
calculd un aproximado de 22 h de trabajo necesario para la fabricacion de la maquina

cosechadora.
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Cuadro 10. Costos de los materiales de fabricacion adquiridos en noviembre del 2018.

Cantidad Material Precio Precio
unitario total
5 piezas Solera de acero inoxidable AISI-304 de 3 m de $156.28 $781.40
largo, 12.7 mm de ancho por 3.17 mm de grosor
1/2 pieza  Barra redonda de acero inoxidable AISI-304 de 6 m $900.00 $500.00
de largo y 12.7 mm de diametro
1 pieza Lamina de acero inoxidable AISI-304, calibre 22 $1200.00 $1200.00
Im Malla de acero inoxidable ASTM-20 $1078.80 $1078.80
Im Malla de acero inoxidable ASTM-30 $1078.80 $1078.80
1m Malla de acero inoxidable ASTM-40 $1078.80 $1078.80
1kg Soldadura 308l para acero inoxidable de 3.17 mm $300.00 $300.00
de didmetro
1 kg Soldadura 6013 de 3.17 mm de didmetro $65.00 $65.00
6 piezas Cierre de presién $10.00 $60.00
2 piezas Chumacera de piso de 12.7 mm de didmetro $180.00 $360.00
2 piezas Perfil tubular cuadrado calibre 18 de 31.75 mm de $182.36 $364.72
ancho
200 piezas Pija para metal de 3.17 mm de didmetro $0.20 $40.00
4 piezas Tornillo de 9.5 mm x 63.5 mm $5.00 $20.00
8 piezas Tornillo de 4.7 mm x 50.8 mm $2.00 $16.00
20 piezas Tornillo de 3.17 mm x 76.2 mm con tuerca de $4.00 $80.00
mariposa con resorte
1 pieza Tornillo de 11.11 mm x 38.1 mm $5.00 $5.00
1 frasco Pegamento de contacto de nitrilo $50.50 $50.50
2 piezas Lija para metal del nimero 100 $15.00 $30.00
1 pieza Pintura en aerosol color cromo $60.50 $60.50
8 metros Sello de uso industrial de espuma $40.00 $320.00
1 pieza Sellador de silicon blanco $50.00 $50.00
Total $7539.52
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6. REPRODUCCION MASIVA DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS,
PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO Y PRUEBAS DE VIABILIDAD DE LAS
ESPORAS

6.1 Reproduccion masiva de los hongos entomopat6genos

La reproduccidn de los hongos se realizé en el laboratorio de control bioldgico del CIIDIR
Oaxaca y se basé en la metodologia de Jaronski y Jackson, (2012). En primer lugar, se
reprodujeron los hongos M. anisopliae y B. bassiana en cajas Petri (Figura 20) y
posteriormente se inocularon en bolsas de arroz y maiz quebrado. Se utilizaron 1 kg de
arroz y 1 kg de maiz, los cuales se limpiaron de impurezas y se dejaron remojar en agua
durante 2 h, posteriormente se le escurri6 el agua con un tamiz. Una vez eliminado el
exceso de agua, se deposité 200 g de arroz en 5 bolsas de plastico y 200 g de maiz
quebrado en 5 bolsas de plastico. Las bolsas se sellaron y se les inserté un tapon de
algoddn y gasa en una de sus esquinas (Figura 21). Las bolsas, las jeringas y un matraz
con agua destilada fueron esterilizados en un autoclave a 120 °C y 1.0 kg cm™ durante 15

minutos.

Figura 20. Beauveria bassiana a los 15 dias de la siembra en cajas Petri.
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Figura 21. Bolsas con 200 g de arroz y maiz quebrado.

Se prepar6 una solucion de cada hongo con tween al 0.05% y agua destilada. Se inoculd
10 mL de solucién con una jeringa estéril en cada bolsa de arroz y maiz dentro de una
campana de flujo laminar (Figura 22), después se revolvio cada bolsa con la finalidad de

distribuir de manera homogénea la solucion.

Figura 22. Inoculacién de Metarhizium anisopliae en las bolsas de arroz y maiz

quebrado.

35



Durante los siguientes 15 dias después de la inoculacion, se revolvio cada dos dias el arroz
y el maiz de las bolsas para evitar la aglomeracion del sustrato y lograr un crecimiento
adecuado del hongo (Figura 23). Posterior a los 15 dias, como se muestra en la Figura 24
y 25, se vacié el contenido de las bolsas en paneras y se dejo reposar una semana con la
finalidad de reducir la humedad del sustrato para realizar la extraccion de esporas en el
prototipo de la cosechadora. Debido a las variaciones de humedad y temperatura en el
ambiente, el maiz quebrado inoculado con B. bassiana se secé a 30° C en una estufa
durante 3 dias (Figura 26).

1

Figura 24. Secado del maiz quebrado y el arroz inoculados con Metarhizium anisopliae.
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Figura 25. Secado a temperatura ambiente del maiz quebrado y el arroz inoculados con

Beauveria bassiana.

Figura 26. Secado en estufa a 30° C del maiz quebrado inoculado con Beauveria

bassiana.
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6.2 Pruebas de funcionamiento de la cosechadora

Debido a que la maquina disefiada trabaja con los sustratos arroz y maiz quebrado y los
hongos entomopatégenos M. anosopliae y B. bassiana, la cosechadora fabricada se

sometio a pruebas de funcionamiento (Figura 27 y 28).

El objetivo de las pruebas fue estimar la cantidad promedio de gramos de esporas
obtenidas por kg de sustrato procesado. Antes de realizar las pruebas de funcionamiento,
se lavé la maquina con agua y jabon para retirar la suciedad adquirida durante el proceso

de fabricacion las piezas.

Figura 27. Cosechadora de esporas con una carga de Metarhizium anisopliae inoculado

en arroz.

Para las pruebas, se vacio por separado en el tamiz ASTM-40 de la cosechadora el
contenido de cada bolsa de arroz y maiz inoculados con los hongos. Se sellé la compuerta
del tamiz y la tapa de la cdmara de separacion. Una vez sellada, se acciond la maquina
cosechadora durante 15 minutos por carga para el arroz y 20 minutos por carga para el
maiz quebrado.
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Figura 28. Carga de Beauveria bassiana inoculado en maiz quebrado.

6.3 Pruebas de control de calidad
6.3.1 Conteo de esporas

Se realizb un conteo para estimar la cantidad de esporas que contiene cada gramo de polvo
cosechado. Se prepard en un tubo de ensayo una suspension con 9 mL de tween al 0.5%
y una muestra de 1 g de polvo de esporas; se agité la mezcla para homogeneizarla. Con
una micropipeta se tomé 1 mL de la suspensién y se mezcl6 en otro tubo de ensayo con 9
mL de agua destilada (Figura 29), se repitid el proceso 4 veces para obtener una
concentracion adecuada y realizar el conteo de esporas en una camara Neubauer (Figura
30).

Ilml ' 1ml  Iml  1ml @ 1ml
== | = == | == | ==

Stock 1 2 1 4

¥ ]

Disoluciones

Figura 29. Preparacion de la suspension para el conteo de esporas.
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Para realizar el conteo de esporas, con una micropipeta se colocé 0.1 mL de la dilucién
namero 3 sobre el portaobjetos de la camara Neubauer cubierto con un portaobjetos. Se
observo la camara en un microscopio compuesto. Una vez ubicados los cuadros de 0.04
mm?, se procedié a contabilizar las esporas de cada cuadro, se contaron las esporas
localizadas en el limite lateral derecho, limite superior e interior de cuadro. Las esporas
localizadas en la parte inferior y lateral derecha del cuadro no se contabilizaron.
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Figura 30. Cdmara de conteo Neubauer.

El nimero de esporas mL™ se determind con la ecuacion 3.

Esporas mL™! = (promedio de esporas) (25) (factor de dilucién) (10*) (3)

El nimero promedio de esporas por cuadro de 0.04 mm? se multiplica por 25 para obtener
el nimero total de esporas en un volumen de 0.1 mm? (volumen de la cAmara = 1 mm por
lado x 0.1 mm de profundidad). Este valor se debe multiplicar por 10* para obtener el

nimero de esporas mL™.

6.3.2 Conteo de unidades formadoras de colonias UFC

Para realizar el conteo de UFC se tom6 con una micropipeta 0.1 mL de la dilucién nimero
5 (Figura 29) y se distribuy6 de manera uniforme en una caja Petri con agar. Se dejo
incubar 24 horas y se realizo el conteo de las colonias presentes (Figura 31).
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Para estimar el nUmero aproximado de unidades formadoras de colonias por mL (UFC
mL1) se utilizo6 la ecuacion 4. El factor de dilucion se calcula con la ecuacion 5.

UFC/ __ (ntmero de colonias)(factor de diluciéon) (4)
mL — ml de muestra

. ., 1 volumen total del liquido (agua+muestra
factor de dilucion = ——— = (@g ) 5)
dilucion volumen de la muestra

Colonias
Incubacion
= = = 1

La muestra se
distribuye de
manera uniforme

Se pipetea una
muestra de 0.1 ml

Figura 31. Conteo de unidades formadoras de colonias.

6.4 Prueba de hipotesis

Se realiz6 una prueba de comparacion maltiple de medias a los valores obtenidos en las
pruebas de cosecha de esporas con el fin de determinar si hubo diferencias en la cantidad
de g de esporas cosechadas por kg de sustrato procesado entre cada una de las
combinaciones de sustrato solido y los hongos.

También se realizd una prueba de hipdtesis de t de Student para una media poblacional
con varianza desconocida a cada combinacion de sustrato solido con los hongos M.
anisopliae y B. bassiana para comprobar si se produjo un mayor rendimiento al reportado
en articulos. Se tom6 como media = 31.50 g por kg de sustrato sélido procesado ya que
es el mayor rendimiento mencionado por Jaronski (2014) con el uso de una cosechadora
de tamiz y ciclén dual.
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Las hipotesis para evaluar fueron:

Se calculé una t” con la ecuacién 6.

tr = 2K 6

y una t(gl, o) de tablas para determinar los valores y la region critica en la curva de
distribucion t de Student.

La toma de decisiones fue con el criterio si t* > t(gl, a) se rechaza la hipotesis nula.
Si t* <t(gl, o) no se rechaza la hipotesis nula.

Se utilizo el nivel de significancia o= 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Cosechadora de esporas
Se obtuvo el disefio conceptual de la cosechadora de esporas y mediante un software de

disefio se generd el modelo en 3D (Figura 32). Este modelo sirvié de guia para la

fabricacion y ensamble de la maquina.

Figura 32. Modelo en 3D de la cosechadora de esporas.

Después de conceptualizar el disefio, se dimension6 cada componente de la maquina 'y se

generaron sus planos. En la figura 33 se muestran las partes de la cosechadora:

a) Camara de separacion. Se fabricd en ldmina de acero inoxidable, su funcién es la de

mantener hermético el proceso de cosecha de esporas.

b) Tapa de la cdmara de separacién. Fabricada en lamina de acero inoxidable. Se desmonta
de la maquina y permite depositar el sustrato inoculado de hongos dentro del tamiz

rotatorio.
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c) Depdsito de esporas. Fabricado en lamina de acero inoxidable. Su funcion es la de
colectar y almacenar las esporas cosechadas en el tamiz rotatorio.

d) Estructura. Fabricada en perfil tubular cuadrado de hierro. Su funcién es la de servir de

soporte para todos los componentes de la maquina.

e) Eje y manivela. Fabricados en barra de acero inoxidable. Su funcién es accionar y guiar

el movimiento de rotacion del tamiz de la m&quina cosechadora.

Figura 33. Partes de la cosechadora de esporas.

En la Figura 34 se presentan las partes del tamiz:

a) Cuerpo del tamiz rotatorio de la cosechadora. Fabricado en solera de acero inoxidable.
Su funcion es estructural en el tamiz, le da forma y es la base donde se acopla la malla de
acero inoxidable ASTM-40.
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b) Compuerta y tapa del tamiz rotatorio. La compuerta fue fabricada con solera de acero
inoxidable, la tapa de ld&mina de acero inoxidable, su funcion es permitir la entrada del
material a procesar en la cosechadora, también permite la salida del sustrato sélido

desechado después de la cosecha de las esporas.

c) Eje. Fabricado en barra de acero inoxidable. Se acopla mediante tornillos al cuerpo del

tamiz rotatotio.

Figura 34. Partes del tamiz la cosechadora de esporas.

En la Figura 35 se muestra el plano del alzado o vista frontal de la cosechadora. Los planos
de cada pieza de la maquina se encuentran en el anexo 1. En la Figura 36 se presenta el

prototipo fabricado de la cosechadora de esporas.
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Figura 36. Cosechadora de esporas.

7.2 Pruebas de funcionamiento de la cosechadora y calidad del producto obtenido

De las pruebas de funcionamiento (Figura 37), (Cuadro 11), con el hongo M. anisopliae
se obtuvo de la cosecha un promedio de 34.15 g de polvo de esporas por kg de maiz
procesado (Figura 38), mientras que de la cosecha de arroz (Figura 39) se obtuvo 57.35 g
de polvo por cada kg procesado. Del hongo B. bassiana se obtuvo 35.47 g de polvo de
esporas por kg de maiz procesado (Figura 40) y 38.26 g de polvo de esporas por kg de
arroz (Figura 41).
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Figura 37. Grafica de cosecha de esporas.
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Figura 38. Esporas de Metarhizium anisopliae cosechadas de maiz quebrado.

Cuadro 11. Produccion de esporas obtenidas de las pruebas de

funcionamiento.

Sustrato Hongo Cantidad de esporas Concentracion
cosechadas (esporas mL™1)
(g por kg de sustrato)
Maiz Ma 34.15+0.19d 2 x 101
Arroz Ma 57.35+0.17 a 1.8 x 101!
Maiz Bb 3547+0.25¢ 3.1x10%
Arroz Bb 38.26 +0.23 b 3.2 x 10%

Ma= Metarhizium anisopliae, Bb= Beauveria bassiana, + Error estandar, Comparacion
multiple de medias de Tukey, a. = 0.05.

De la prueba de t de Student a cada una de las cuatro combinaciones de los sustratos

s6lidos maiz quebrado y arroz con los hongos M. anisopliae y Beauveria bassiana, la t*

calculada es mayor que la t (gl, o) de tablas (Cuadro 12), por lo cual con un nivel de

significancia o= 0.05 se rechaza la hipotesis nula:

Ho: La cosechadora de esporas disefiada presentara un rendimiento medio igual o menor

a 31.50 g por kg de sustrato procesado.
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Debido a que se cuenta con la evidencia estadistica para demostrar que la cosecha obtenida
con la nueva maquina cosechadora de esporas es mayor a 31.50 g por kg de sustrato

procesado.

Cuadro 12. Prueba de hipotesis con el estadistico t.

*

- —_ 2 S
Tratamiento X S S / N t(gl, o) t

Maiz-Ma 34.15 0.187 0.433 0.194 2.132 13.685
Arroz-Ma 57.35 0.148 0.384 0.172 2.132 150.505
Maiz-Bb 35.47 0.314 0.560 0.250 2.132 15.850
Arroz-Bb 38.26 0.273 0.522 0.234 2.132 28.941
Ma= Metarhizium anisopliae, Bb= Beauveria bassiana, a= 0.05, gl= 4.

Figura 39. Esporas de Metarhizium anisopliae cosechadas de arroz.
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Figura 40. Esporas de Beauveria bassiana cosechadas de maiz quebrado.

Figura 41. Esporas de Beauveria bassiana cosechadas de arroz.
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El arroz presento la mayor produccion de gramos de esporas del hongo M. anisopliae por
kg de sustrato procesado. La concentracion de esporas g™ es similar en el polvo cosechado

de maiz y de arroz.

Pandey y Kanaujia (2008) reportaron una concentracion de 4.42 x 107 esporas g en un

experimento de reproduccion de M. anisopliae con maiz como sustrato sélido.

Sahayaraj y Karthick (2008) contabilizaron 1.12 x 10° esporas g de B. bassiana con arroz

y 9.4 x 108 esporas g™* de B. bassiana con maiz como sustrato sélido.

La produccion de gramos de esporas en la cosechadora fue mayor a la reportada por
Karanja et al. (2010) que obtuvieron 28.8 g de esporas de M- anisopliae por kg de arroz y
14.72 g de esporas por kg de maiz quebrado mediante el uso de tamices tamices vibratorios
mientras que del hongo B. bassiana obtuvieron 29.52 g por kg de arroz y 7.08 g de esporas
por kg de maiz quebrado procesado.

Jaronski y Jackson (2012) mencionan se obtiene aproximadamente 5 x 10*° esporas g de

M. anisopliae sembrado en arroz.

Gomez et al. (2014) menciona que concentraciones de 10'° esporas g™ son aptas para su

uso en campo.

7.3 Unidades formadoras de colonias de las esporas cosechadas

Después de realizar la inoculacion de las diluciones en cajas Petri (Figura 42 y 43), a las
24 horas posteriores se contabilizaron las colonias germinadas como se muestra en las
figuras 44, 45, 46 y 47.
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Figura 43. Cajas Petri inoculadas con las diluciones del hongo Beauveria basusiana.
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Figura 45. Colonias germinadas de Metarhizium anisopliae sembrado en arroz.
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Figura 46. Colonias germinadas de Beauveria bassiana sembrado en arroz.

Se realizo el conteo de las UFC de las cajas con M. anisopliae sembrado en maiz quebrado,
M. anisopliae sembrado en arroz, B. bassiana sembrado en maiz y B. bassiana sembrado
en arroz. Con estos datos se estimd las unidades formadoras de colonias por mL de esporas
(Cuadro 13). Se dejo crecer los cultivos de las cajas Petri y el resultado se muestra en las
figuras 48, 49 y 50.

Figura 47. Colonias germinadas de Beauveria bassiana sembrado en maiz.
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Cuadro 13. Unidades formadoras de colonias de los hongos Metarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana.

Sustrato Hongo UFC mL*
Maiz quebrado Ma 1.51 x 10°
Arroz Ma 1.59 x 10°
Maiz quebrado Bb 1 x 10°
Arroz Bb 45x 108

Ma= Metarhizium anisopliae, Bb= Beauveria bassiana

Figura 48. Hongo Metarhizium anisopliae cosechado de maiz quebrado.
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Figura 49. Hongo Beauveria bassiana cosechado de maiz quebrado.

Figura 50. Hongo Beauveria bassiana cosechado de maiz quebrado.
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8. CONCLUSIONES

Se realizd el disefio conceptual y fabricacion de una cosechadora de esporas para
los hongos entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana con baja huella de

carbono y accionada solamente por la fuerza de la mano de un operario.

Para el disefio y fabricacion de la cosechadora se seleccionaron los materiales
adecuados para cada funcion y disponibles a nivel local y nacional, con lo cual se

cumplio con los principios de la manufactura sustentable.

En las pruebas de funcionamiento, la cosechadora de esporas trabajé de manera

adecuada con los sustratos sélidos arroz y maiz quebrado.

La méaquina cosechadora presenté mayor rendimiento a 31.50 g de esporas por kg

de sustrato procesado con cada combinacién de los dos sustratos y los dos hongos.

La combinacion de arroz y el hongo M. anisopliae presentaron el mejor

rendimiento.

Se detectd que el maiz quebrado requiere mayor tiempo de cosecha que el arroz.

La cosechadora reduce las pérdidas por dispersion en el ambiente al trabajar en un
medio hermético, sin embargo, los gramos cosechados no solo dependen de la
maquina cosechadora, también de factoras como la cepa sembrada y el manejo que

se le dé en el laboratorio al momento de la siembra.

El prototipo disefiado de la cosechadora de esporas es un aporte significativo a la
tecnificacion del proceso de produccion de bioplaguicidas formulados a base de
hongos entomopatdgenos.
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9. RECOMENDACIONES

e Para cosechar esporas sembradas en arroz, se debera accionar la maquina a 30
RPM aproximadamente durante 15 minutos por carga y 5 minutos de reposo antes

de abrir el colector de esporas.

e En cosecha de esporas sembradas en maiz, se debera accionar la maqguina durante
20 minutos por carga, ya que la separacion de las esporas es mas tlenta debido a

que las particulas de maiz quebrado presentan menor dureza que el arroz.

e Lavar la cosechadora con agua y jabon y secarla antes de ponerla en

funcionamiento.

e Revisar que no existan orificios en la cdmara de separacion antes de usar la

cosechadora para prevenir fuga de esporas.

e Limpiary guardar la cosechadora de esporas en un lugar seco y libre de polvo y/o

agenten contaminantes.
e Un mal estado de los tamices provocard una mayor concentracion de particulas de

sustrato en el polvo de esporas obtenido en la cosecha, por lo que se debera revisar

los tamices y cambiar las mallas cuando presenten deterioro.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. Planos de la cosechadora
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