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RESUMEN 

 

Hermetia illucens es un insecto de gran importancia en el manejo de residuos sólidos 

agroindustriales y producción de proteína para alimentación animal. El objetivo de este 

trabajo fue analizar los efectos de la inoculación de Trichoderma reesei C2A, Pleurotus 

sp., Bacillus subtilis DSO3, Pseudomonas sp. y un probiótico comercial en la 

bioconversión de afrecho de cervecería (AC). Los experimentos se realizaron en 100 g 

de AC al 70% humedad inoculado con la suspensión microbiana (1x108 UFC/ml) o 

agua destilada (control). T. reesei C2A y Pleurotus sp. fueron inoculados 7 días antes 

de la siembra de larvas, mientras que B. subtilis DSO3 y el probiótico se agregaron el 

mismo día. En cada unidad experimental se sembraron 100 larvas de H. illucens con 6 

días de edad. Al final del proceso se determinaron los parámetros de procesamiento y 

cuantificó el contenido de proteína de la harina de larva. Se determinaron también las 

características fisicoquímicas de los residuos del proceso. Con el pretratamiento de T. 

reesei C2A hubo mayor reducción del sustrato (46.3%), aunque el peso de la harina fue 

menor (1.79 g) que en el control C1 (3.04 g). El tratamiento con Pleurotus sp. fue 

suspendido debido a que el desarrollo larval fue limitado. La inoculación con B. subtilis 

DSO3 resultó en larvas con peso promedio (33.0 mg/ larva) mayor a las del control C2 

(30.1 mg/larva), aunque el peso de la harina fueros similar en ambos. Finalmente, con 

el probiótico no se evidenciaron efectos significativos en la bioconversión de AC en 

biomasa larval, pero si se presentó mayor reducción de N total. En conclusión, los 

microorganismos evaluados en este estudio no mejoraron la bioconversión de AC en 

términos de producción de biomasa larval y proteína, pero si hubo efectos positivos en 

la reducción del sustrato y de su contenido de N. En futuros estudios se sugiere estudiar 

la aplicabilidad de T. reesei C2A y otras cepas como pretratamiento de residuos 

lignocelulósicos de bajo valor nutricional. 

Palabras claves: Mosca soldado negra, proteína, afrecho de cervecería, Trichoderma 
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CAPITULO I. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

 

1.1.  Antecedentes y justificación 

El crecimiento poblacional está generado cambios importantes en la demanda de alimentos 

y en la generación de desechos. Según datos de la Organización Mundial para la 

Alimentación y la Agricultura, para satisfacer la demanda de alimentos de una población 

creciente al 2050 tendremos que aumentar en un 58% la producción de carne (FAO, 2009). 

Para superar este desafío es necesario incrementar también la producción de materia prima 

que se emplea en la elaboración de piensos y balanceados. Tradicionalmente las fuentes 

proteicas más utilizadas en alimentación animal son la harina de soya y harina de pescado. 

Sin embargo, la alta dependencia de estas materias primas repercute en problemas 

ambientales como deforestación por expansión del área agrícola, alto consumo de recursos 

hídricos y sobreexplotación de recursos pesqueros (Sánchez-Muros et al., 2014; van Huis, 

2013). Por los motivos expuestos es crucial mejorar la productividad agropecuaria 

utilizando estrategias de producción más eficientes y de menor impacto ambiental. 

Una de las estrategias de mayor interés para la economía circular es la bioconversión con 

larvas de Hermetia illucens. Del proceso de bioconversión se obtiene el producto principal 

que es la biomasa larval (harina de larva) que posee alto contenido de proteína (37 - 63%) 

y grasa (7 - 39%) (K.B. Barragan-Fonseca et al., 2017). La harina de larva reducida en 

grasa (<15% de grasa) puede ser utilizada como sustituto parcial de la harina de soya y 

harina de pescado en dietas de aves (Cullere et al., 2016; Leiber et al., 2017) y peces (S. 

Li et al., 2017; Stamer et al., 2014) sin comprometer su desarrollo.  

H. illucens es un insecto saprófago, en su hábitat natural se alimenta de materia orgánica 

en descomposición. Su capacidad para alimentarse sobre diferentes tipos de sustratos es 

favorecida por microorganismos del medio exterior que inician el proceso de 

descomposición, y por simbiontes del tracto gastrointestinal en donde se ha detectado una 

alta actividad de enzimas proteasas, amilasas y lipasas (Callegari et al., 2020; Gold et al., 

2018; Zhineng et al., 2021). Sin embargo, una de las desventajas del insecto es que con 

ciertas biomasas lignocelulósicas el proceso de bioconversión es extenso y se obtiene una 

baja producción de biomasa larval. Por ejemplo, con pulpa de remolacha se obtuvo un 

rendimiento de 34 g/ kg en contraste con el uso de salvado de trigo con el cual se obtuvo 

145 g/ kg de alimento (Karagodin et al., 2018). En otros casos se ha visto que la larva no 

puede consumir sustratos con alta presencia de fibra y bajo contenido de proteína como la 

panca de maíz a menos que haya recibido un tratamiento previo como se observó en el 

estudio de Gao et al. (2019).  
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El afrecho de cervecería (AC) es un tipo biomasa lignocelulósica que se genera en gran 

volumen durante la producción de cerveza. Anualmente se generan en el mundo cerca de 

30 millones de toneladas de AC (Fărcaş et al., 2017), y alrededor de 120 mil toneladas en 

Ecuador (Jurado, 2017). Este subproducto tiene un alto contenido de proteína (24.8 - 

26.3%), un bajo contenido de grasa (6.6 - 7.9%) y alrededor de un 17% de fibra (12 - 28% 

de lignina, 22.9% de celulosa, 26.2% hemicelulosa) (PRODAL S.A.; FEDNA, n.d.). 

Mediante observaciones propias se ha notado que la porción fibrosa de AC no es ingerida 

por larva. La hipótesis de esta trabajo se basa en que la eficiencia del proceso de 

bioconversión de AC mejora con la aplicación individual de Bacillus subtilis DSO3, 

Pseudomonas sp., Pleurotus sp.,Trichoderma reesei C2A, y Oxynova ®. 

Se eligió trabajar con B. subtilis, T. reesei, y Pleurotus sp. porque son reconocidos por su 

capacidad de producción de enzimas extracelulares que favorecen la descomposición de 

biomasas lignocelulósicas (Sarsaiya et al., 2019; Sindhu et al., 2016). Pleurotus spp. es 

también un grupo de hongos comestibles reconocidos por su nivel de producción de 

enzimas que degradan lignina (Salmones, 2018). Algunos estudios han demostrado que un 

pretratamiento con Aspergillus niger, Rhizopus oligosporus, B. subtilis y Saccharomyces 

cerevisiae mejoran la bioconversión de sustratos como panca de maíz (Gao et al., 2019), 

cáscara de banano (Isibika et al., 2019), estiércol de pollo (Yu et al., 2011), y pulpa de 

coco (Wong, Ho, et al., 2020), respectivamente. En estos estudios se mostró que la 

aplicación de estos microorganismos podía incrementar la eficiencia en la degradación del 

sustrato, el desarrollo larval y/o el contenido de proteína de la biomasa larval. 

En referencia al sustrato utilizado en este estudio. AC es un material generalmente 

empleado en alimentación animal (Mussatto, 2014), sin embargo una parte del volumen 

generado aún es dispuesto en vertederos por lo que representa una fuente de contaminación 

ambiental. Considerando la abundancia de esta biomasa lignocelulósica generada en 

grandes volúmenes por la agroindustria, el desarrollo de pretratamientos podría mejorar la 

eficiencia del proceso de bioconversión para su aprovechamiento a nivel local 

1.2.  Objetivo general 

El objetivo principal de este estudio fue analizar los efectos de la inoculación de 

microorganismos exógenos sobre el sustrato de crianza de Hermetia illucens, mediante la 

comparación de parámetros productivos y de bioconversión para la obtención de harina de 

larva. 

1.3.  Objetivos específicos 

▪ Evaluar la eficiencia de los microorganismos y el tiempo de inoculación sobre la 

bioconversión del sustrato mediante el uso de parámetros de procesamiento. 
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▪ Comparar el perfil nutricional de la harina obtenida después del proceso de 

bioconversión con microorganismos aplicados en diferentes tiempos. 

▪ Contrastar las propiedades químicas del subproducto de la bioconversión con las 

propiedades químicas del sustrato original. 
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CAPITULO II. MARCO TEÓRICO  

 

2.1.  Biología y ecología de Hermetia illucens  

H. illucens o mosca soldado negra, es una especie de distribución mundial. En ambientes 

naturales sus larvas habitan en restos de carroña; mientras que en zonas antropogénicas 

suele encontrarse en pilas de compost o contenedores de basura (Diclaro & Kaufman, 

2012).  

El insecto es de metamorfosis holometábola (completa); su ciclo de vida consta de las fases 

de huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1). La hembra adulta suele depositar los huevos en 

masa en sitios secos cerca de la fuente de alimentación (C. Sheppard et al., 1994). Se ha 

reportado que una masa de huevos puede contener entre 500 a 1000 huevos, estos son de 

forma ovalada y miden cerca de 900 µm de longitud (Diclaro & Kaufman, 2012; Kim et 

al., 2008). Cuando los huevos son frescos tienen color blanquecino, pero a medida que se 

desarrollan van tomando una coloración amarilla. Bajo condiciones óptimas de 

temperatura y humedad ambiental el tiempo de eclosión puede tomar entre tres y cuatro 

días (Chia et al., 2018; Holmes et al., 2012). Una vez que las larvas nacen, estas se mueven 

en busca de alimento que puede ser materia orgánica de origen animal, vegetal o humano. 

Bajo condiciones ambientales óptimas el tiempo de desarrollo larval puede durar alrededor 

de 15 días, pero en condiciones menos favorables la fase larval puede extenderse hasta por 

7 meses (Oonincx et al., 2015). 

Las larvas de H. illucens pasan por seis instares larvales, en el último instar mejor conocido 

como prepupa, ésta se torna de color café oscuro. En este punto ella deja de alimentarse y 

si el sustrato esta todavía húmedo sale en búsqueda de un sitio seco donde pupar. Después 

de unos 14 días de haber formado las pupas, el insecto adulto emerge, el apareamiento 

ocurre un día después de la emergencia de los adultos pero alcanza un pico máximo al 

tercer día, la oviposición por su parte empieza dos días después del apareamiento y alcanza 

un pico máximo al cuarto día (Kim et al., 2008; Jeffrey K. Tomberlin & Sheppard, 2002). 

Los imagos o adultos no necesitan alimentarse, pueden llegar a sobrevivir hasta por 17 días 

a 27 °C y con suministro de agua (Jeffery K. Tomberlin et al., 2009). 
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Figura 1. Ciclo biológico de H. illucens. Elaboración propia. Fuentes: Diener et al. (2015); 

Tomberlin et al. (2009). 

2.2.  Condiciones de crianza de Hermetia illucens 

Varios son los factores que afectan el proceso de bioconversión con larvas de H. illucens. 

Considerando que la especie se alimenta solamente durante la fase larval, las condiciones 

de crianza deben ser en lo posible las óptimas a fin de que la producción comercial de 

proteína (harina de larva) sea económicamente viable y sustentable. 

Factores como temperatura (Jeffery K. Tomberlin et al., 2009), humedad ambiental 

(Holmes et al., 2012), el contenido de humedad del sustrato (Cheng et al., 2017), la 

cantidad y calidad del sustrato (Karol B. Barragan-Fonseca et al., 2018) influyen 

directamente sobre el desarrollo larval y la eficiencia del proceso de bioconversión. Se ha 

determinado que las condiciones óptimas son: 26 - 30 °C, 60 - 70% de HR, y 52 - 7 % de 

humedad del sustrato (K.B. Barragan-Fonseca et al., 2017; Chia et al., 2018). 

En cuanto a la cantidad y calidad de sustrato estos no solo influyen en el desarrollo larval 

sino también en su perfil nutricional de la harina (K.B. Barragan-Fonseca et al., 2017; 

Lalander et al., 2019). Por tanto, se considera que la formulación del sustrato debe 

elaborarse con residuos o subproductos agroindustriales de alta disponibilidad local y bajo 

costo que aporten al valor nutricional de la harina de larva. Adicionalmente, el uso de una 

dieta estándar durante los primeros cinco días de vida también es importante porque 

promueve una mayor tasa de sobrevivencia (Bosch et al., 2019) y probablemente un menor 

tiempo de desarrollo. En este aspecto, en el estudio de Oonincx et al. (2015) se observó 
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que el periodo larval llegaba a extenderse hasta 214 cuando recibían estiércol bovino en 

comparación con la dieta estándar (alimento para pollos). Esto se debió probablemente 

porque en el estudio las larvas neonatas fueron usadas directamente en los experimentos 

y/o porque las dietas de prueba fueron previamente sometidas a calor, lo que habría 

afectado las propiedades del sustrato (Oonincx et al., 2015). Por el contrario, en el estudio 

de Myers et al. (2008) el tiempo de desarrollo larval máximo fue de 30 días al usar el 

mismo tipo de dieta que en el trabajo de Oonincx et al. (2015). Por lo general las dietas 

estándar más usadas son la “Dieta Gainsville” compuesta por salvado de trigo (50%), 

harina de alfalfa (30%) y harina de maíz (20%) (Cammack & Tomberlin, 2017; Hogsette, 

1992) y alimento para pollos (Dortmans et al., 2017). 

Otra variable por considerar en este tipo de cultivo es la relación C/N. Aunque esta variable 

generalmente no es considerada en los estudios, es importante considerarla cuando se usa 

sustratos con alto contenido de fibra. En varios estudios se ha visto que un alto contenido 

de fibra limita el crecimiento y desarrollo de las larvas de H. illucens. Se ha observado que 

una reducción de la relación C/N de 49:1 a 32:1 bajo una temperatura constante de 28 °C 

mejora considerablemente el peso de larva a cosecha (5.4 a 9.7 mg/larva en base seca) al 

usar cáscaras de almendra como sustrato (Palma et al., 2019).  

Otros factores como la densidad larval y la tasa de alimentación también influyen en el 

desarrollo larval. En un sistema de crianza de H. illucens la elección de ambos parámetros 

debe realizarse de forma conjunta. En el estudio de Parra Paz et al. (2015), se demostró 

que para un sustrato a base de frutas y vegetales la densidad de siembra puede elegirse 

entre 1.2 y 5 larvas/ cm2, y la tasa de alimentación debe elegirse entre 95 y 163 

mg/larva/día. Si el sustrato es balanceado como el alimento para pollos la tasa óptima de 

alimentación es de 100 mg/ larva/ día a una densidad de siembra de 2 larvas/ cm2 (Stefan 

Diener et al., 2009). En el caso de sustratos altamente fibrosos la tasa de alimentación 

puede incrementarse para compensar el bajo valor nutricional del sustrato. En el estudio 

de Manurung et al. (2016) se mostró que una tasa de 200 mg de panca de arroz 

molido/larva/día permite una mayor producción de harina porque el peso larval y la 

sobrevivencia incrementan al duplicar la cantidad de sustrato. 

2.3.  Importancia económica de Hermetia illucens 

H. illucens es una fuente alternativa de proteína que se produce a nivel industrial para la 

alimentación de animales destinados al consumo humano. Actualmente es cultivada con 

fines comerciales en Estados Unidos, Costa Rica, Sudáfrica y varios países europeos 

(Hauser, 2015).  

El interés por este insecto radica principalmente en su perfil nutricional y en su hábito de 

alimentación. El contenido y la calidad proteica de la harina de larva (37 - 63% en base 
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seca) es semejante a la harina de soya (K.B. Barragan-Fonseca et al., 2017; Caligiani et 

al., 2018). Durante la fase larval es capaz de desarrollarse sobre una gran variedad de 

residuos orgánicos de origen vegetal y animal (Dobermann et al., 2019; Julita et al., 2018; 

Nguyen et al., 2015; Oonincx et al., 2015). Adicionalmente, del proceso de bioconversión 

se puede obtener otros productos como proteína, grasa, quitina y fertilizante (Müller et al., 

2017; Putra et al., 2017; Setti et al., 2019). Mediante la extracción mayoritaria de la grasa 

es posible mejorar las propiedades y valor comercial de la harina de larva. De esta forma 

puede usarse como sustituto parcial de la harina de soya y harina de pescado en dietas de 

aves (Cullere et al., 2016; Leiber et al., 2017) y peces (S. Li et al., 2017; Stamer et al., 

2014) sin afectar su desarrollo. El aceite de larva tiene potencial aplicación como biodiesel 

(W. Li et al., 2015), o como suplemento en la dieta de animales con efectos benéficos en 

el sistema inmune (Kumar et al., 2021). El estiércol de larva tiene uso potencial como 

fertilizante (Setti et al., 2019) y como suplemento alimenticio para peces (Yildirim-Aksoy 

et al., 2020). Una característica importante de H. illucens es su capacidad para reducir la 

carga microbiana de ciertos microorganismos patógenos (Awasthi et al., 2020) y la no 

acumulación de micotoxinas, metales pesados como As, Cr, Hg, Ni, y otros contaminantes 

específicos (Lalander et al., 2019; Purschke et al., 2017; Shumo et al., 2019). Cabe 

mencionar que la especie si acumula los metales Cd y Pb (Purschke et al., 2017; van der 

Fels-Klerx et al., 2016).  

2.4.  Biomasa lignocelulósica 

La biomasa lignocelulósica (BLC) es el recurso renovable más abundante en la naturaleza. 

El término hace referencia a la biomasa procedente de plantas, árboles, subproductos y 

residuos procedentes de la agroindustria. Si consideramos solo este último tipo de BLC 

hay una disponibilidad aproximada de 300 millones de toneladas a nivel mundial (Singhvi 

& Gokhale, 2019). 

Las BLC’s son de estructura celular y composición heterogénea. Sus paredes celulares 

están constituidas principalmente por celulosa (40 - 60%), hemicelulosa (20 - 40%) y 

lignina (10 - 24%) (Putro et al., 2016). Estos tres componentes de la pared celular están 

organizados en una red de microfibrillas donde la celulosa está protegida por la 

hemicelulosa y lignina (Sanderson, 2011). La celulosa es un homopolisacárido, un 

polímero lineal compuesto por moléculas de glucosa unidas por enlaces β-(1,4)-

glucosídicos; por su parte las hemicelulosas son heteropolisacáridos, polímeros 

ramificados compuestos por diferentes azúcares; y la lignina es un polímero complejo de 

composición variada y estructura amorfa basada en unidades fenilpropanoides (Anwar et 

al., 2014; Chávez-Sifontes & Domine, 2013; Sanderson, 2011).  
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2.5.  Afrecho de cervecería 

El afrecho de cervecería (AC) es un subproducto abundante a nivel mundial. Esto se debe 

a que la cerveza es una bebida de alto consumo y porque AC representa el 85% de todos 

los subproductos que genera la industria. Se estima que por cada hectolitro de cerveza 

elaborado se generan alrededor de 20 kg de AC (Jurado, 2017), por lo que Ecuador y el 

mundo generan alrededor de 120 mil y 30 millones de toneladas anuales de este material 

(Fărcaş et al., 2017), respectivamente. 

AC es un subproducto de composición nutricional variable. Esto se debe a que en la 

producción de cerveza no solo se utiliza cebada como fuente de azúcares sino que en 

dependencia del tipo de cerveza a producir se pueden agregar al malteado otros cereales 

como arroz, maíz, avena, sorgo o centeno (Mussatto, 2014). Tanto la variación en la 

calidad de estas materias primas adjuntas, así como las condiciones de trabajo que se 

manejen durante las fases de malteado y maceración provocan variaciones en el valor 

nutricional de AC. Los componentes principales de este subproducto son agua (75 - 80%), 

proteína (20 - 30%), fibra (30 - 70%), lípidos (3.9 - 10%), y cenizas (2.5 - 4.5%), también 

contiene vitaminas, aminoácidos libres y compuestos fenólicos (Rachwał et al., 2020; 

Thiago et al., 2014). La fibra puede contener diferentes proporciones de celulosa (12 - 

25%), hemicelulosa (28%) y lignina (12 - 28%) (Rachwał et al., 2020). 

2.6.  Pretratamientos 

Varias BLC’s resultan de interés para la obtención de bioproductos por su alta 

disponibilidad a nivel local. No obstante, una limitante en su aprovechamiento radica en 

su recalcitrancia. Dada la complejidad estructural y la naturaleza química de las BLC’s, 

estas requieren de un pretratamiento que permita desenvolver o romper las microfibrillas 

de celulosa (Gupta et al., 2016; Jaramillo & Sanchez, 2018). Los pretratamientos existentes 

son de tipo físico (métodos mecánicos y térmicos), químico y biológico, la elección de 

cada uno o su combinación se realiza en base a las propiedades de la biomasa y del tipo de 

producto que se desea obtener. 

En los pretratamientos químicos generalmente se utilizan compuestos altamente 

corrosivos. La biomasa es tratada con agentes ácidos (H2SO4, H3PO4, HNO3, HCl), 

alcalinos (NaOH, KOH, NH3, Ca(OH)2) u oxidantes (H2O2), lo que permite romper los 

enlaces lignina-carbohidrato, descomponer la matriz cristalina de celulosa, o solubilizar la 

lignina y hemicelulosa (Paudel et al., 2017). De los compuestos mencionados 

anteriormente el NaOH, NH3 y la Urea han sido generalmente utilizados en el 

pretratamiento de residuos agrícolas destinados a la alimentación de rumiantes 

(Castellanos et al., 2017; Hogsette, 1992; Sousa et al., 2019). Los efectos benéficos del 

pretratamiento se dan principalmente a nivel nutricional mediante el incremento de la 
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proteína y la digestibilidad de la BLC. Se ha demostrado por ejemplo que la amonificación 

de rastrojo de maíz con urea al 2% puede duplicar el contenido de PC en el sustrato 

pretratado (Sousa et al., 2019).  

La aplicación de un pretratamiento químico combinando agentes alcalinos y oxidantes ha 

mostrado mejoras en la bioconversión con H. illucens. En el estudio de C. Liu et al. (2021) 

se observó que la aplicación de un pretratamiento con NaOH seguido de H2O2 al 30% 

provoca cambios favorables en la estructura y el valor nutricional de la panca de arroz. 

Adicionalmente, se reportó por primera vez que los efectos derivados del uso de la panca 

pretratada con estos compuestos químicos trascienden a nivel de la microbiota intestinal 

H. illucens. En el estudio se evidenciaron cambios en el perfil microbiano y en las 

funciones metabólicas asociadas a las bacterias simbiontes (C. Liu et al., 2021). A raíz de 

estos cambios se produjo incrementos en el peso larval y mejoras en la eficiencia de la 

bioconversión respecto al uso de sustrato no pretratado. 

Los pretratamientos físicos consisten en someter a las biomasas a procesos de reducción 

de tamaño (molienda, trituración o picado), explosión con vapor, radiación o aplicación de 

agua caliente presurizada. La aplicación de estos métodos incrementa la permeabilidad de 

la biomasa mediante la expansión del área superficial accesible (Zoghlami & Paës, 2019). 

En este sentido, los pretratamientos mecánicos son altamente recomendables en cultivos 

comerciales de H. illucens. De esta forma se asegura que la distribución del alimento sea 

homogénea y los nutrientes estén más accesibles tanto para las larvas como para los 

microorganismos simbiontes (Dortmans et al., 2017).  

Los pretratamientos biológicos se basan en el uso de microorganismos capaces de producir 

enzimas hidrolíticas. Varias especies de bacterias y hongos han demostrado capacidad de 

degradar BLC’s. Algunas especies como por ejemplo Trichoderma sp., Aspergillus niger, 

Bacillus subtilis y Humicola insolens incluso son cultivados a nivel comercial para la 

producción de estas enzimas (Ovando-Chacón & Waliszewski, 2005; Sindhu et al., 2016). 

Otros hongos de tipo Basidiomicetes son de interés para el aprovechamiento de biomasas 

fibrosas porque producen enzimas ligninolíticas extracelulares (Cianchetta et al., 2014; 

Millati et al., 2011). Estas enzimas son las que permiten a estos hongos proliferar sobre 

madera ocasionando una pudrición blanca. 

Durante la última década se ha empezado a desarrollar diferentes pretratamientos con el 

objetivo de mejorar la digestibilidad y bioconversión de varios BLC’s. En este aspecto se 

han evaluado principalmente pretratamientos biológicos utilizando cepas bacterianas 

procedentes del microbioma de la larva, y otras cepas bacterianas y fúngicas que 

generalmente han sido reconocidas por su actividad enzimática. La aplicación de ciertos 

hongos filamentosos como Aspergillus oryzae ha permitido mejoras en el crecimiento 

larval y el perfil nutricional de la harina de H. illucens. En el estudio realizado por Gao et 
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al. (2019), se halló que el uso de panca de maíz fermentada (24 h) con dicho hongo permitía 

obtener harina de larva con 41.8% de proteína y 48.4% de reducción del sustrato. Estos 

resultados fueron hallados después de que los autores evaluaran cuatro tiempos de 

fermentación (24, 48, 732 y 96 h), cuatro microrganismos (A. oryzae, Bacillus 

licheniformis, T. viride, y T. reesei) y cuatro concentraciones del inoculo (1:500, 1:1000, 

1:2000 y 1:4000) (p/p) en la fermentación de rastrojos de maíz, arroz, y trigo. 

La combinación adecuada de diferentes tipos de pretratamientos también ha mostrado 

mejoras en la eficiencia de la bioconversión. En el estudio realizado por Isibika et al. 

(2019) se halló que la aplicación de amoniaco (0.8% N) seguido de siete días de 

fermentación con T. reesei, Rhizopus oligosporus o con un complejo microbiano mejora 

la bioconversión de sustrato a base de cáscara de banano triturado. Con estos 

microorganismos los autores hallaron incrementos de 39 a 72% en el peso larval en 

comparación con el uso de sustrato no pretratado (Isibika et al., 2019). El mejor desempeño 

larval y la eficiencia más alta de la bioconversión fueron obtenidos con la fermentación 

(R. oligosporus, 14 días) y también con la combinación de amonificación (7 d) seguido de 

un periodo de fermentación con R. oligosporus por 7 d. Estos resultados fueron hallados 

después de varios experimentos en donde se aplicaron de forma individual y combinada 

pretratamientos de tipo físico, químico y biológico. Los efectos positivos estarían 

asociados a una mejora en la digestibilidad de los nutrientes. 

La fermentación de sustrato llevada a cabo por complejos microbianos puede favorecer la 

ganancia de peso y modificar la población de posibles agentes patógenos. En el estudio de 

Wong, Lim, et al. (2020) se registraron incrementos en el peso larval de casi 300 mg 

cuando se usaron residuos de pulpa de coco fermentado por 14 días RID-X® al 0.5%. Este 

producto comercial es un consorcio de enzimas (celulasas, lipasas, proteasas y amilasas) y 

bacterias (no especificadas) que se comercializa para el tratamiento de fosas sépticas. En 

el estudio evaluaron cuatro concentraciones (0.02, 0.1, 0.5, y 2.5%) de RID-X y una vez 

definida la concentración óptima, fermentaron anaeróbicamente el sustrato por períodos 

de 7, 14, 21 y 28 días. Con ello se evidenció que el tiempo de fermentación anaeróbica 

influye sobre la población del sustrato que estaría asociado a un descenso drástico del pH, 

el cual inició en 6.5 y llegó a 3.5 al segundo día (Wong, Lim, et al., 2020). En el primer 

día de fermentación las bacterias coliformes fueron completamente inactivadas.  

Cabe notar que, de los pretratamientos existentes, los procesos biológicos podrían resultar 

de mayor interés, ya que al no usar compuestos tóxicos tendrían un menor impacto 

ambiental. No obstante, se ha evidenciado que la combinación de pretratamientos físicos, 

químicos y biológicos pueden impulsar mejoras en varios parámetros de producción. Algo 

importante que se debería tener en cuenta en sistemas de crianza de H. illucens es el costo-

beneficio de la aplicación de estos pretratamientos. Otra ruta más sencilla y menos costosa 

para mejorar la eficiencia de la bioconversión es mediante la diversificación del sustrato 



11 

 

larval. Por ejemplo en el estudio de Rehman et al. (2017) se mostró que al suplementar 

estiércol bovino con pollinaza en una relación 40:60 (p/p), la biomasa larval incrementaba 

en un 80% respecto al uso de estiércol bovino solamente. En otros casos se ha visto que la 

fermentación con un consorcio microbiano puede potenciar la bioconversión de un residuo 

agrícola altamente fibroso como la panca de arroz. En el estudio de Zheng et al. (2012) se 

observó que este material podía ser ingerido al mezclarlo con desechos de restaurante en 

una relación 30:70 p/p. Con la aplicación de RID-X ® dirigido al sustrato la bioconversión 

de la celulosa, hemicelulosa, lignina y proteína del sustrato incrementó considerablemente 

a 65.5, 56.3, 8.8 y 91.6%, respectivamente. Con la aplicación de este consorcio microbiano 

y enzimático a una concentración de 0.35% fue posible maximizar la producción de 

biomasa larval y su contenido de grasa con el que obtuvieron biodiesel. 

2.7.  Trichoderma sp. 

Trichoderma sp. es un género de hongos ascomicetos, aerobios que habitan de forma 

natural en el suelo, y son de gran interés agrícola y biotecnológico.  

Varias especies y cepas de Trichoderma han sido ampliamente utilizadas en el control 

biológico de hongos fitopatógenos. Las cepas de una misma especie presentan diferentes 

niveles de efectividad debido a diferencias en sus modos de acción. Se ha registrado por 

ejemplo mecanismos directos en los cuales el hongo ante la presencia de organismos 

patógenos secreta antibióticos, libera enzimas hidrolíticas de tipo quitinasas, glucanasas y 

proteasas que destruyen la pared celular de hongos patógenos, y/o compiten con ellos por 

espacio y nutrientes (Martínez et al., 2013; Rebolledo-Prudencio et al., 2020). 

Adicionalmente, varias especies de Trichoderma han mostrado capacidad para establecer 

una relación simbiótica con interacciones en su mayoría positivas para la planta huésped. 

Mediante la colonización de las raíces el hongo es capaz de modular la síntesis y 

acumulación de fitohormonas, promover el crecimiento de raíces secundarias mejorando 

así la absorción de nutrientes y fomentando el crecimiento de la planta (Rebolledo-

Prudencio et al., 2020). De esta forma el hongo otorga tolerancia a enfermedades o a 

diferentes tipos de estrés (Gomes et al., 2017; Silva et al., 2019). Por tales motivos, algunas 

especies y cepas de Trichoderma son ampliamente utilizadas en la elaboración de 

biofungicidas y bioestimulantes. 

Por otro lado, especies de Trichoderma son de especial interés por su capacidad de producir 

enzimas celulasas y hemicelulasas extracelulares. Estas enzimas tienen alto potencial para 

aplicarse en la obtención de biocombustibles, mejorar la digestibilidad de residuos 

agrícolas usados en alimentación animal entre otras aplicaciones (Sood et al., 2020). En 

un estudio realizado por Sijinamanoj et al. (2021) se encontró que una cepa de 

Trichoderma harzianum mostraba incluso capacidad para degradar lignina. La cepa aislada 

de un “panal” de hongos asociados a la termita Odontotermes obesus fue capaz de 
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descomponer grandes proporciones de celulosa, hemicelulosa y lignina (93.8, 81.8 y 65%, 

respectivamente) después de una fase de fermentación por 45 días con T. harsianum 

(Sijinamanoj et al., 2021).  

Con relación al cultivo del hongo, Trichoderma spp. no es exigente en nutrientes, prolifera 

bien en sustratos lignocelulósicos con alta relación C/N, una baja concentración de 

compuestos nitrogenados, bajo contenido de vitaminas y minerales, el contenido de 

humedad puede estar entre 30 y 75%, la temperatura entre 15 y 30 °C, y el pH puede tener 

una acidez moderada o ligera (Pineda-Insuasti et al., 2017). No obstante, la producción de 

enzimas puede variar en dependencia de la interacción de factores como el pH, la 

temperatura y la fuente de carbono (Sijinamanoj et al., 2021). 

2.8.  Bacillus subtilis 

B. subtilis es una bacteria aeróbica Gram positiva que se encuentra generalmente en suelos, 

fuentes de agua y en asociación con plantas y animales. Una característica importante de 

la especie es que bajo condiciones ambientales desfavorables diversifica su metabolismo 

produciendo enzimas, antibióticos, e incluso llega a formar endosporas que son resistentes 

a la irradiación, desecación y a ciertos compuestos químicos lo que le permite reestablecer 

su crecimiento cuando las condiciones mejoran (Kunst et al., 1997; Piggot & Hilbert, 

2004). Al igual que Trichoderma, esta bacteria también es de interés agrícola y 

biotecnológico. B. subtilis es utilizada principalmente como controlador biológico de 

fitopatógenos por su efectividad en la producción de compuestos antibióticos y 

antifúngicos, su alta capacidad de colonización de la rizosfera, una rápida asimilación de 

nutrientes y por la secreción de enzimas (quitinasas, celulasas, proteasas y glucanasas) que 

actúan directamente sobre microrganismos patógenos (Díaz Almeida, 2020). 

B. subtilis es también de gran importancia por sus propiedades como probiótico. Debido a 

su capacidad para formar esporas ha sido utilizada en la formulación de probióticos 

comerciales de uso humano y veterinario (Cutting, 2011). En varias ocasiones el uso de 

esta bacteria como parte de la dieta ha demostrado tener diversos beneficios para el 

huésped. En producción acuícola se ha demostrado que su aplicación en la dieta confiere 

diversos beneficios en el crecimiento y salud de peces y camarones. Esto se debe a que tras 

su consumo pueden darse mejoras en la ganancia de peso, reducción de estrés y 

enfermedades, y en la calidad del agua (El-Saadony et al., 2021). En producción avícola 

se ha evidenciado que la inclusión de esta bacteria en la dieta de pollos broiler provoca 

principalmente incrementos en el peso del ave, y en ocasiones se ha evidenciado también 

resistencia a enfermedades, reducción en niveles de aflatoxinas, y mejoras en la conversión 

alimenticia (Ramlucken et al., 2020). Los incrementos en el peso de pollos se dan por 

mejoras en la digestión y absorción de nutrientes que son atribuidos a la secreción de 
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enzimas por parte de la bacteria y por un mayor crecimiento de las vellosidades intestinales 

que esta provoca (Ramlucken et al., 2020).  

Algunas cepas de B. subtilis también han mostrado efectos benéficos en el proceso de 

bioconversión con H. illucens. En el estudio de Yu et al. (2011) se mostró por primera vez 

que la co-inoculación de microorganismos y larvas de H. illucens podía promover el 

desarrollo del insecto. En el estudio hicieron aplicaciones individuales de tres cepas de B. 

subtilis aisladas del intestino de la larva y otra cepa aislada del sustrato, sobre estiércol de 

pollo no estéril, con lo que obtuvieron incrementos de hasta 22% en el peso larval (Yu et 

al., 2011). Mas tarde en otro estudio realizado por Xiao et al. (2018)(Xiao et al., 2018) se 

encontró que la co-inoculación de otra cepa de B. subtilis aislada del intestino de la larva, 

producía incrementos de 15.9, 12.7 y 13.4% en el peso de larval, la eficiencia de la 

bioconversión y la tasa de reducción del sustrato, respectivamente (estiércol de pollos), 

respectivamente (Xiao et al., 2018). Otras cepas de Bacillus sp. ha mostrado mejoras en la 

bioconversión de sustrato a base de estiércol bovino con pollinaza. En el estudio de 

Rehman et al. (2019) una cepa de Bacillus que fue co-inoculada con las larvas de H. 

illucens produjo incrementos de 58.5 % en la eficiencia de la bioconversión, 

adicionalmente se evidenció que la reducción de los contenidos de celulosa, hemicelulosa, 

y lignina incrementaron en un 47.2, 24.4, 37 y 16%, respectivamente en comparación con 

el uso de sustrato que no fue inoculado con bacterias (Rehman et al., 2019). Los estudios 

anteriores muestran diferencias en los niveles de efectividad entre cepas de B. subtilis que 

no necesariamente están ligadas a la procedencia de la cepa.  

Durante la aplicación de esta bacteria en sistema de crianza de H. illucens las condiciones 

de trabajo deben adecuarse en lo posible a los requerimientos de los dos organismos. En 

general B. subtilis se desarrolla bien a temperaturas de 15 -37 °C, y algunas cepas resisten 

hasta 55 °C, en cuanto al pH es bastante amplio pudiendo desarrollarse en rangos de pH 

de moderadamente ácidos a ligeramente alcalinos (Hamdache et al., 2012; Piggot & 

Hilbert, 2004). 

2.9.  Pleurotus sp. 

Pleurotus sp. es un grupo de hongos basidiomicetos responsables de la pudrición blanca 

en madera. Estos hongos comestibles son ampliamente cultivados en varias partes del 

mundo, especialmente en Asia en donde se produce casi el 99% de toda la producción 

mundial (Salmones, 2018). Pleurotus spp. posee propiedades nutraceúticas, se ha 

demostrado que produce diversas moléculas con actividad antioxidante, antibacteriana, 

antibiótica, antiviral, antitumoral, inmunomodulatoria y con capacidad para inhibir la 

absorción colesterol (Cohen et al., 2002). Otro aspecto importante de este género de 

hongos radica en su nivel de producción de enzimas ligninolíticas, mismas que pueden ser 

aplicadas en el tratamiento de sustratos lignocelulósicos destinados a la alimentación 
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animal y a la producción de bioproductos (Cohen et al., 2002). La proliferación de 

Pleurotus sobre varias BLC’s se da gracias a la producción de enzimas que degradan la 

celulosa, hemicelulosa y lignina. Se han identificado varios residuos agroindustriales como 

paja de arroz, bagazo de caña de azúcar, tusa de maíz, aserrín, cáscara de papa y restos de 

cultivos florícolas que pueden ser utilizados para la producción de enzimas 

lignocelulósicas con Pleurotus sp. (Ozcirak Ergun & Ozturk Urek, 2017; Quevedo-

Hidalgo et al., 2015) 

El cultivo de Pleurotus sp. es relativamente fácil, se pueden llevar a cabo en bolsas de 

polipropileno incubándolas en un sitio con temperatura entre 20 y 30 °C y humedad 

ambiental entre 80 a 90% por un periodo aproximado de tres a cuatro semanas (Alananbeh 

et al., 2014; Tsegaye & Tefera, 2018). Después de este tiempo se procede a inducir la 

fructificación mediante suministración de luz y ventilación (Bánfi et al., 2015).  

Existe un solo reporte en el cual se ha utilizado los residuos del cultivo de Pleurotus sp. 

como sustrato para H. illucens. Se ha visto que la larva del insecto puede desarrollarse 

sobre este material, sin embargo, se destaca la importancia de verificar la calidad e 

inocuidad de la harina obtenida ya que la larva puede acumular ciertos metales pesados 

como As y Pb (T. H. Li et al., 2021). 

 

  



15 

 

CAPITULO III. METODOLOGÍA 

En el presente trabajo se realizaron ensayos preliminares para evaluar si los 

microorganismos elegidos para el estudio podían coexistir con las larvas de H. illucens. 

Así también se evaluaron los efectos de la inclusión de larvas en el proceso y los efectos 

de la esterilización del sustrato. Se realizó un total de tres ensayos preliminares bajo un 

diseño completamente aleatorio (DCA) con un arreglo factorial. Posteriormente se 

realizaron dos ensayos adicionales con varios ajustes en los protocolos de cultivo del 

insecto y en el procesamiento postcosecha que se detallan en las secciones 3.2. en adelante.  

3.1.  Ensayos preliminares 

Se realizaron tres ensayos bajo un DCA con un arreglo de tres factores: aplicación de 

microorganismos, esterilización de sustrato e inclusión de larvas. Los ensayos se realizaron 

en diferentes tiempos. En el primer ensayo se trabajó con B. subtilis DSO3, T. reesei C2A 

y el probiótico; en el segundo ensayo con Pleurotus sp.; y en el tercer ensayo con 

Pseudomonas sp. 

Para el cultivo se utilizaron frascos de vidrio estériles, en donde se colocaron 30 g de 

sustrato AC preparado al 60% de humedad (9 g de afrecho de cebada + 21 ml de agua). 

Una vez distribuido el sustrato en los frascos se esterilizó en autoclave a 121 °C por 15 

min. Pleurotus sp. y T. reesei C2A fueron inoculados tres días antes de la siembra de larvas 

de H. illucens, mientras que B. subtilis DSO3 y Pseudomonas sp. fueron inoculados el 

mismo día. En los tratamientos con inclusión de larvas se sembraron 10 larvas silvestres 

con peso promedio individual de 50 mg (rango de pesos: 32 - 74 mg). Los envases se 

taparon con un tapón de algodón y gasa estéril, sujetándolo con cinta transparente para 

evitar en lo posible la contaminación del sustrato y la fuga de larvas (Figura 2). Los frascos 

con los cultivos se llevaron a la incubadora a 30 °C. Cuando se observó la presencia de 

prepupas se procedió a cosechar la unidad respectiva. El tratamiento postcosecha consistió 

en un lavado con agua potable para retirar los residuos de AC, un secado sobre papel y 

pesaje de larvas en base fresca (Figura 11). Las variables evaluadas en estos ensayos 

fueron: tiempo de desarrollo (td, d), tasa de sobrevivencia (%), peso final total de larvas 

(mg en base fresca), tasa de crecimiento (mg día-1) y reducción del sustrato (RS, %). 
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Figura 2. Unidades experimentales establecidas en los ensayos preliminares. 

A continuación, se presenta la metodología llevada a cabo para los ensayos posteriores: 

3.2.  Producción de larvas de Hermetia illucens 

Para la producción de larvas se procedió a establecer una colonia del insecto en la 

Facultad de Ciencias de la Vida de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (FCV -

ESPOL). Para ello primero se recolectaron especímenes silvestres en un sector urbano de 

la ciudad de Guayaquil, provincia del Guayas. La crianza y reproducción del insecto se 

realizó siguiendo la metodología de D. C. Sheppard et al. (2002) con algunas 

modificaciones. Los imagos se mantuvieron dentro de una estructura metálica de 

dimensiones 0.75 x 0.75 x 1.5 m forrada con tela mosquitera (Figura 3), esto fue 

mantenido bajo condiciones ambientales naturales. Sobre la jaula se colocó una cubierta 

transparente para proteger a los insectos de la lluvia, y dentro de ella se colocó una 

bandeja con fruta fermentada como sustrato atrayente, y piezas de cartón corrugado de 5 

x 3 cm para la oviposición. Los huevos se recolectaron a diario y colocaron en tarrinas 

plásticas hasta su eclosión, la cual ocurrió entre el tercer y cuarto día. 

Con el fin de evitar una posible contaminación cruzada se realizó un ensayo con hongos 

y luego otro ensayo con bacterias en tiempos diferentes. Para el ensayo con hongos las 

larvas neonatas fueron alimentadas ad libitum con afrecho de cervecería durante los 

primeros 5 días de vida, mientras que para el ensayo con bacterias se suministró alimento 

para pollos Nutril ® (proteína, 20 - 21%, grasa: 5%, fibra: 3%) (experimento con 

bacterias) preparado al 60 % de humedad. Al sexto día las larvas fueron separadas del 

alimento con ayuda de un pincel pequeño, y utilizadas en el estudio. Las larvas que se 

emplearon correspondían a la progenie de la primera y segunda generación. El resto de 

las larvas fueron alimentadas con restos de varias frutas y vegetales, y reservadas para el 

mantenimiento de la colonia. 
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Figura 3. Vista externa e interna del moscario donde se mantuvo a la colonia de H. illucens 

para la producción de huevos. Sitio FCV- ESPOL. 

3.3.  Preparación del sustrato 

El afrecho de cervecería deshidratado fue proporcionado por la Procesadora de alimentos 

S.A. PRODAL. De acuerdo con los análisis provistos por la empresa, el material contenía 

24.76% de proteína, 6.55% de grasa y 16.9% de fibra en base seca. Para cada unidad se 

prepararon 100 g del sustrato que consistieron en 30 g de afrecho seco mezclado con 70 

ml de agua potable. El sustrato fue esterilizado en autoclave a 121 °C por 15 min, y luego 

almacenado a 4 °C hasta su aplicación. 

3.4.  Cultivo de microorganismos 

B. subtilis DSO3, Pleurotus sp., y T. reesei C2A fueron suministrados por el Banco de 

Microorganismos del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE). El 

cultivo y las suspensiones de células se preparó de la siguiente forma: 

B. subtilis fue cultivado en medio Luria Bertani Agar (Difco ®). El medio fue esterilizado 

a 121 °C por 15 min, y luego dispensado sobre cajas Petri estériles, en donde se sembró 

la bacteria con ayuda de un asa de platino. La incubación se realizó a 37 °C por 24 h. El 

cultivo y la suspensión de células se realizaron según la metodología descrita por Rehman 

et al. (2019) con algunas modificaciones. Se lavó el cultivo con buffer fosfato salino 
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(PBS, pH 7.4), y se hicieron diluciones necesarias con agua destilada hasta obtener una 

concentración de 1 x 108 UFC/ml. El conteo de células se realizó en cámara de Neubauer. 

Pseudomonas sp. fue cultivado en caldo nutritivo e incubado a 28 °C por 21 h con 

agitación constante a 110 r.p.m. Después del período de incubación se realizó la dilución 

con el mismo medio líquido hasta que se alcanzó la concentración deseada utilizando un 

densímetro (Densimat BioMérieux) y la escala McFarland No 0.5 a una longitud de onda 

de 550 nm (OD550) que equivale a 1.5 x 108 (BIOMÉRIEUX, 2007). Se optó por este 

método porque la transparencia de las células de esta bacteria que dificultó su conteo en 

cámara de Neubauer. El cultivo y la suspensión de células fueron realizados acorde a los 

protocolos del CIBE. 

T. reesei fue cultivado en medio papa dextrosa agar (PDA) y Pleurotus sp. fue cultivado 

en medio PDA (39 g por litro de agua destilada) suplementado con extracto malto agar 

(30 g de extracto de malta, 5 g de peptona micológica y 15 g de agar por litro de agua 

destilada) (Figura 4). El medio fue esterilizado a 121 °C por 15 min y dispensado en cajas 

Petri estériles. Los hongos fueron sembrados con ayuda de un bisturí. La incubación se 

realizó a 28 °C por siete días. La cosecha de esporas se realizó según la metodología 

descrita por Isibika et al. (2019). Se utilizó una solución salina estéril al 0.9% NaCl para 

humedecer el micelio, luego, la solución de esporas fue transferida a un tubo de ensayo 

de 14 ml en donde se agregó la solución salina hasta obtener la concentración deseada de 

1 x 108 UFC/ml. El conteo de esporas se realizó en cámara de Neubauer. 

El Probiótico Oxynova ® se preparó a la dosis comercial recomendada de 50 mg/ 100 ml 

de agua destilada. El producto está formulado a base de enzimas (amilasas, proteasas, 

celulasas, pectinasas, xilanasas y fitasas) y bacterias benéficas (Bifidobacterium 

longhum, Bifidobacterium thermophilum, Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus) 

microencapsuladas a una concentración de 1 x 109 UFC/g. 

Todas las suspensiones preparadas fueron almacenadas en tubos cónicos de 15 ml, y 

refrigeradas a 4 °C hasta su aplicación. 
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Figura 4. Crecimiento micelial y observaciones microscópicas de T. reesei C2A (a, b, c) 

y Pleurotus sp. (d, e, f) previo a la preparación de suspensiones microbianas. 

3.5.  Diseño experimental 

Los experimentos posteriores se desarrollaron durante los meses de octubre 2019 a marzo 

2020 en los laboratorios de la FCV. Los experimentos se desarrollaron bajo un diseño 

completamente aleatorio, y consistieron en la aplicación de cuatro tratamientos 

(microorganismos) dirigidos al sustrato. En un estudio preliminar se determinó que 

Pseudomonas sp. no tuvo efectos sobre los parámetros de procesamiento por lo que fue 

descartado de esta parte del estudio. Los microorganismos que se evaluaron finalmente 

fueron T. reesei C2A, Pleurotus sp., B. subtilis DSO3, y el probiótico. Estos tratamientos 

fueron comparados con un control el cual solo recibió agua destilada. El experimento 

estuvo replicado cuatro veces. 

Las unidades experimentales se prepararon en bandejas plásticas (Φ= 10 cm, h=6 cm) con 

100 g de sustrato esterilizado (humedad 70%) más un ml de la solución de 

microorganismos o agua destilada (control). T. reesei C2A y Pleurotus sp. fueron 

inoculados siete días antes que las larvas, por su parte B. subtilis DSO3 y el probiótico se 

inocularon el mismo día. En cada unidad se sembraron 100 larvas de 5 a 6 días de edad 

(Figura 5) (Stefan Diener et al., 2011; Julita et al., 2018), con peso promedio individual de 

5.6 mg (2.7 - 8.7 mg), a una densidad de 1.27 larvas/ cm2. Las bandejas con los tratamientos 

se cubrieron con una tapa a la cual se adaptó un retazo de tela mosquitera (0.5 mm de 

abertura). La incubación se realizó a 28 °C sin suplementación de luz, con revisiones 

regulares de una sola réplica por cada tratamiento. La cosecha se realizó de forma similar 
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que en el trabajo de Miranda et al. (2020), esto es con la primera aparición de prepupas. 

Con ayuda de una pinza entomológica, las larvas fueron separadas de los residuos del 

sustrato y guardadas hasta el día siguiente en la incubadora para que vaciaran su tracto 

intestinal (Somroo et al., 2019). Después de este tiempo se procedió a lavarlas con agua 

potable para retirar los residuos del sustrato y sus excrementos (Figura 11). Una vez 

limpias y secas, se contó el número de larvas vivas y registró el peso larval final en base 

fresca. En seguida las larvas fueron inactivadas en estufa a 105 °C durante 10 min, y luego 

secadas a 60 °C por dos días (Gao et al., 2019).  

 

Figura 5. Larvas de seis días de edad empleadas en el experimento. 

3.6.  Parámetros de procesamiento y desarrollo larval 

Con los datos registrados se calcularon los parámetros de procesamiento sugeridos por 

Bosch et al. (2019) utilizando las siguientes fórmulas: 

TC, mg d−1 =
Pl final − Pl inicial

Tiempo de crianza
                                                                                             (1) 

Sobrevivencia, % =
Total de larvas vivas a cosecha

Total de larvas sembradas 
∗ 100                                              (2) 

RS, % =  
S –  R

S
∗ 100                                                                                                                    (3) 
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Bioconversión (BCR, %)  =  
𝐿𝑓 – 𝐿𝑖

S –  R
∗ 100                                                                             (4) 

Donde: TC =Tasa de crecimiento larval, RS = Tasa de reducción del sustrato, S=Peso del 

sustrato suministrado al inicio del ensayo, R = Peso total de los residuos del proceso 

conformado por el estiércol larval y parte del sustrato no consumido por la larva, Pl = Peso 

larval promedio medido al inicio y al final del experimento, y BCR = Tasa de 

bioconversión. Todos los cálculos se realizaron con datos medidos en base seca. 

3.7.  Perfil nutricional de la harina de larva 

La biomasa larval fue deshidratada en la estufa a 60 °C por dos días (Gao et al., 2019). 

Luego, las muestras fueron trituradas en un molino de café (Krups ® F203) por dos ciclos 

de 10 s. La cuantificación de N se realizó por el método de combustión también conocido 

como método de Dumas (Stefan Diener et al., 2009; Gerhardt, 2021). Para ello se pesaron 

entre 50 a 60 mg de muestra, éstas se envolvieron en estaño y luego fueron sometidas a 

combustión en un analizador elemental orgánico (Elementar ® Vario MACRO cube). El 

contenido total de N obtenido fue multiplicado por el factor de conversión a proteína (4.76) 

propuesto por Janssen et al. (2017) .  

3.8.  Análisis del sustrato y los residuos  

El sustrato y los residuos fueron secados en estufa a 60 °C por dos días. Luego fueron 

trituradas en el molino de café (Krups ® F203). El contenido total de carbono, nitrógeno 

y la relación C/N fue determinado con el analizador elemental orgánico (Elementar ® 

Vario MACRO cube). Para la medición del pH se preparó una suspensión del sustrato 

molido mezclándolo con agua destilada a una concentración de 1:5 (p/v). La suspensión 

fue agitada a 180 r.p.m. x 30 min, y el pH medido con un potenciómetro (Thermo Scientific 

® ORION STAR A215). 

3.9.  Análisis estadístico  

El cumplimiento de los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de 

residuos fue comprobado con las pruebas de Shapiro-Wilks, Levene y Durbin-Watson, 

respectivamente. Se realizó una prueba t basada en dos muestras, para comparar los 

parámetros de procesamiento en dependencia del grupo de hongos y del grupo de 

bacterias utilizadas en el estudio. Todas las variables a excepción del contenido proteico 

de la harina presentaron diferencias significativas entre ensayos, por ello los datos se 

analizaron de forma separada por cada ensayo. Ante el cumplimiento de los tres 

supuestos, se realizó un análisis de varianza (Anova) de una vía, seguido de la prueba de 

Tukey HSD con un nivel de significancia de 0.05 (P < 0.05). En los casos en que no se 
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cumplió el supuesto de normalidad, los datos fueron analizados con la prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis, y cuando se evidenciaron diferencias significativas se 

aplicó la prueba de Dunn. En aquellos casos en que no se cumplió el supuesto de 

homogeneidad de varianzas se aplicó un Anova con la corrección de Welch. Todos los 

análisis estadísticos fueron realizados con el software R versión 4.0.2.  
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1.  Ensayos preliminares 

Se detectó un efecto significativo de interacción entre los factores de inoculación de larvas 

y de esterilización del sustrato sobre RS (P < 0.0001). La inclusión de larvas condujo a 

una mayor RS en comparación con aquellos tratamientos que no fueron cultivados con 

larvas de H. illucens. El porcentaje más alto de RS fue obtenido en el sustrato no 

esterilizado con inclusión de larvas (S:CL) (Figura 6). El porcentaje más bajo de RS se 

obtuvo con sustrato estéril en ausencia de larvas (SE:SL) (18.1 ± 1.9%) (Figura 6). La 

diferencia observada entre los tratamientos SE:SL y S:SL (ambos en ausencia de larvas) 

podría ser explicada por el crecimiento fúngico observado en el sustrato no esterilizado 

(Figura 7), lo que habría provocado la degradación del sustrato y por ende una mayor 

reducción del material.  

 
Figura 6. Efecto de la inclusión de larvas y esterilización del sustrato sobre la reducción 

del sustrato (RS, %). S: Sustrato no esterilizado, SE: Sustrato esterilizado, L: larvas. Barras 

con letras diferentes indican diferencias estadísticas según prueba de Tukey (P < 0.05). 
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Figura 7. Crecimiento fúngico en sustrato no esterilizado. 

 

El factor de esterilización del sustrato no tuvo efectos sobre los parámetros de peso larval 

(Pl) final (P = 0.3531) y tasa de sobrevivencia (P = 0.0889). El factor de aplicación de 

microorganismos tampoco tuvo efectos sobre estos dos parámetros (P = 0.9015 y 0.3157, 

respectivamente), pero si hubo una variación significativa del Pl final entre ensayos (P = 

0.0051). Esto muy probablemente se debe a que el Pl inicial entre ensayos también fue 

significativamente diferente (P < 0.001). Cuando los datos fueron analizados por cada 

ensayo, los factores de esterilización del sustrato, y la aplicación de microorganismos no 

tuvieron efectos sobre Pl final, tasa de sobrevivencia, ni en la tasa de crecimiento (TC) 

(P>0.05). Entre cada ensayo, tampoco se detectaron efectos significativos de interacción 

entre los dos factores (P>0.05). Salvo en el ensayo con Pleurotus sp. hubo efectos 

significativos del factor esterilización del sustrato en el Pl final (P = 0.0065). Con sustrato 

no esterilizado hubo mayor peso larval que con sustrato esterilizado (197.5 ± 2.9 vs 175.8 

± 4.5 mg). 

 

Al comparar los resultados de la experimentación preliminar con los obtenidos en el 

estudio posterior, se observó que el Pl final fresco fue mucho mayor al alcanzado en 

estudios posteriores (peso promedio 187.8 vs 105.5 mg). Esta diferencia en los Pl finales 

podría deberse principalmente a que en los ensayos preliminares se trabajó con un Pl 

inicial, temperatura y porcentaje de materia seca de AC mayores (50 mg, 30 °C, 40%, 

respectivamente) que en los ensayos posteriores (5.6 mg, 28 °C, 30%, respectivamente). 

El uso de larvas más pesadas y grandes se debió a que aún no se tenía establecida una 

colonia del insecto por lo que se usaron larvas silvestres. Es posible que las larvas silvestres 

hayan tenido un mejor comportamiento porque en su hábitat natural (compostera) se 

alimentaban de varios residuos orgánicos de origen vegetal. Se ha demostrado que ante 

una dieta baja en nutrientes el intestino de la larva presenta adaptaciones que mejoran la 

digestión y absorción de nutrientes (Bonelli et al., 2020). En cuanto a la preparación del 

sustrato, se decidió prepararlo con menor contenido de materia seca para evaluar si de esta 

forma aumentaba el consumo de AC por parte de las larvas. Respecto a la temperatura, se 
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ha determinado que 30 °C es más favorable para el crecimiento de larvas (Chia et al., 

2018), lo que podría explicar que se obtuvieran larvas más pesadas que en el estudio 

posterior. 

 

Tabla I. Resumen del peso larval (Pl) inicial y final, tasa de sobrevivencia, tiempo de 

desarrollo (td), y tasa de crecimiento larval de los ensayos preliminares (n=3, media ± error 

estándar)*. 

Tratamiento 
Pl inicial 

(mg larva-1)* 

Pl final 

(mg larva-1)* 

Sobrevivencia 

(%) 

Td 

(días) 

TC 

(mg día-1) 

Ensayo 1      

C1** 49.7 ± 2.9 206.1 ± 9.3 95.0 ± 3.4 14 0.09 ± 0.01 

B. subtilis DSO3 52.5 ± 3.3 184.8 ± 5.8 100 14 0.10 ± 0.01 

T. reesei C2A 55.0 ± 1.5 182.2 ± 2.3 98.3 ± 1.7 14 0.08 ± 0.01 

Probiótico 51.5 ± 3.1 185.5 ± 5.3 100 14 0.10 ±0.01 

Ensayo 2      

C2** 62.0 ± 5.4 184.8 ± 5.3 100 6 0.21 ±0.01 

Pleurotus sp. 58.9 ± 2.6. 187.8 ± 6.9 100 6 0.22 ±0.01 

Ensayo 3      

C3** 39.2 ± 1.4 178.2 ± 12.3 96.7 ± 3.3 6 0.26 ±0.01 

Pseudomonas sp. 36.5 ± 1.5 198.8 ± 6.6 98.3 ± 1.7 6 0.27 ±0.01 
*Valores medidos en base fresca. 
**Controles, sin adición de microorganismos. 

 

4.2.  Desarrollo larval y Bioconversión del sustrato 

Cuatro microorganismos y una fórmula comercial de probióticos y enzimas fueron 

evaluados en el estudio como posibles (pre) tratamientos de AC. La cepa de Pseudomonas 

sp. fue descartada de los estudios posteriores por no presentar ningún efecto durante los 

ensayos preliminares.  

En los ensayos preliminares se observó que las larvas que recibieron AC pretratado por 

tres días con Pleurotus sp., completaron su fase larval con una alta tasa de sobrevivencia 

(100%) (Tabla I). En cambio, en los experimentos posteriores se obtuvo resultados 

contrarios con el mismo hongo. Es posible que estos resultados opuestos se deban 

principalmente a que en los primeros ensayos se utilizaron larvas con mayor peso inicial, 

y/ o porque AC fue pretratado con Pleurotus sp. por menos tiempo (tres vs siete días). Se 

ha determinado que en siete días algunas especies de Pleurotus alcanzan un crecimiento 
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micelial de entre 2.5 y 4.2 cm en medio PDA (Khan et al., 2011). En otro estudio, P. 

ostreatus alcanzó un crecimiento de 2 cm en 6 días en un sustrato que incluía 10% de AC 

(Gregori et al., 2008). En este trabajo se observó que a los 7 días el micelio del hongo había 

colonizado completamente el sustrato, y se veía cohesionado y con menos humedad que al 

inicio del experimento. El hecho de cultivar las larvas en sustrato fermentado con 

Pleurotus sp. por 3 días habría dado tiempo a las larvas de consumir el sustrato antes que 

sea colonizado completamente por el micelio del hongo. Aunque AC pretratado con este 

hongo al parecer no pudo ser consumido por la larva. En un estudio reciente se encontró 

que los residuos de un sustrato cultivado con Pleurotus sp. si se pueden usarse en la dieta 

de H. illucens (T. H. Li et al., 2021). Sin embargo, se destaca la importancia de verificar 

la calidad de la harina obtenida ya que los autores determinaron un incremento en el 

contenido de ciertos metales pesados y en la población de microrganismos indicadores. 

De los resultados obtenidos, se encontró que las larvas cultivadas en AC sin inoculación 

de microorganismos alcanzaron un Pl final entre 106 a 110 mg larva-1 medido en base 

fresca Estos rangos de pesos se asemejan a lo reportado por Bava et al. (2019) (98 mg 

larva-1) quienes usaron AC de menor contenido proteico pero que fue suministrado ad 

libitum por lo que las larvas habrían tenido suficiente cantidad de nutrientes disponibles 

para llegar al último estadío de la fase larval (prepupas). En otro estudio realizado por 

Nyakeri et al. (2017) se reporta un Pl final (78 mg larva-1) menor al de nuestro estudio pero 

con similar contenido proteico de la harina larval. Por su parte el peso de la harina obtenida 

en nuestro estudio fue mucho menor al reportado por Liu et al. (2018) (30.50 ± 0.50 vs 

45.48±0.67 mg) en donde utilizaron el mismo tipo de sustrato. La marcada diferencia en 

el peso larval muy probablemente se deba a que la cantidad de sustrato que suministraron 

en aquel estudio fue mucho mayor a la de nuestro estudio (200 vs 100 mg larva-1 día-1).  

En general con AC se han obtenido alta tasas de sobrevivencia en este y otros estudios 

(>96 %) (Bava et al., 2019; Z. Liu et al., 2018). Respecto al tiempo de desarrollo los autores 

Z. Liu et al. (2018); Nyakeri et al. (2017) reportan valores similares al de este estudio. 

Hasta el momento solo en el estudio de Bava et al. (2019) se reporta una extensión del 

tiempo de desarrollo a 22 d. Esto probablemente se debe a que en dicho estudio se realizó 

una cosecha tardía esto es cuando cerca del 90% de larvas habían llegado al último estadío 

larval (prepupa). La tasa de crecimiento (GR) observada en AC se asemejan a los valores 

reportadas por Liu et al. (2018) para AC y harinilla de trigo. 

En lo que respecta a la reducción del sustrato, el rango de RS obtenido en este estudio (37.8 

- 47.8%) es comparable a lo encontrado en el estudio de Nyakeri et al. (2017) (44.7%) para 

el mismo tipo de sustrato. En referencia a la BCR obtenida en este estudio fue menor a 

(9.89 - 10.12% ) a lo publicado en el trabajo de Nyakeri et al. (2017) (16.6%) pese a que 

en ambos trabajos el parámetro fue calculado con la misma fórmula y en base a una misma 

tasa de alimentación de 100 mg larva-1 día-1. Es posible que la diferencia de BCR se deba 

entonces a que en el estudio de Nyakeri et al. (2017) se trabajó con larvas silvestres.  
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4.2.1. T. reesei y Pleurotus sp.  

Los resultados del análisis de varianza con la corrección de Welch mostraron efectos 

significativos de los pretratamientos con hongos en el Pl final medido en base fresca (P =1 

x10-7) y en el peso de la harina larval (P = 5.7x10-8). El Pl final que fue registrado después 

de que las larvas consumieran sustrato pretratado con T. reesei C2A fue menor que cuando 

el sustrato no fue inoculado con hongos (18.23 ± 0.30 vs 30.50 ±0. 50 mg larva-1) (Tabla 

II). Así también la cantidad de harina producida debido a la aplicación de este hongo fue 

menor que con el control (1.79 ± 0.03 vs 3.04 ± 0.04 g) (Tabla II). Adicionalmente, los 

resultados del análisis no paramétrico de Kruskal Wallis mostraron efectos significativos 

en la sobrevivencia de larvas (P = 0.01738). El porcentaje de sobrevivencia más bajo fue 

obtenido con Pleurotus sp. (70.3%). La experimentación con este hongo fue suspendida al 

décimo día debido a que las larvas no mostraron progreso en el desarrollo, el Pl final fue 

similar al Pl inicial (7.93 ± 0.78 and 8.0 ± 0.20 mg larva-1, respectivamente) (Tabla II). Al 

analizar la tasa de crecimiento se verificó que no hubo crecimiento de las larvas (-

0.03mg/día) (Figura 8). En contraste, con T. reesei C2A la tasa de sobrevivencia fue similar 

al del control C1 (98.3 ± 1.4 y 99.5 ± 0.5%, respectivamente) (Tabla II). Respecto al tiempo 

de desarrollo larval, este fue generalmente de 10 días, con excepción del control el cual 

fue cosechado a los 8 días cuando había alcanzado un promedio de 10% de prepupas (Tabla 

II).  

En lo que respecta a los parámetros de eficiencia del proceso, también se detectaron efectos 

significativos en la tasa de reducción del sustrato (RS) (P = 4.0x10-5) y la tasa de 

bioconversión (BCR) (P < 5.7x10-8). Con T. reesei C2A se registró la tasa más alta de RS 

(46.3 ± 0.9%) (Figura 8), sin embargo, la cantidad de sustrato que fue reducida 

probablemente no fue consumida por las larvas de H. illucens. La BCR con este hongo fue 

menor a lo determinado en el control (6.0 ± 0.1% vs 10.1 ± 0.3%) (Figura 8). La eficiencia 

obtenida del pretratamiento con T. reesei y del control fueron similares a lo reportado con 

estiércol bovino y residuos del cuajo de soya, respectivamente (Rehman, Rehman, et al., 

2017). Con Pleurotus sp. se obtuvo la tasa más baja de BCR. Un comportamiento similar 

a BCR fue observado en el parámetro de crecimiento larval (TC). Los resultados del Anova 

con la corrección de Welch mostraron efectos significativos en este parámetro (P = 2.4 x 

10-8). La TC en el control fue significativamente mayor al de T. reesei C2A, y este a su 

vez fue mayor a la de Pleurotus sp (Figura 8). 

Respecto a la aplicación del hongo T. reesei C2A como pretratamiento de AC, este condujo 

a un menor peso larval que el control, no obstante, la sobrevivencia de larvas y su contenido 

proteico fueron similares. Este comportamiento del parámetro Pl final difiere de lo hallado 

en el estudio de Isibika et al. (2019) en donde se observaron mejoras en el peso larval de 

H. illucens en respuesta al uso de cáscara de banano pretratada con T. reesei. En el estudio 

de Isibika et al. (2019) se evidenció que el pretratamiento de la cáscara de banano con T. 
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reesei provocó mayor Pl final (>150 mg larva-1) que cuando se suministró sustrato no 

pretratado (134 mg larva-1) indiferente de si el tiempo de fermentación era de 7, 14 o 21 d. 

Es posible que la diferencia en el peso larval en estos dos estudios se deba principalmente 

a la diferencia en el perfil nutricional de ambos RSA usados como sustratos, en especial 

su contenido de proteína y fibra. La cáscara de banano tiene alrededor de 5.5% de PC 

(Isibika et al., 2019) mientras que en AC puede llegar hasta un 30% (Rachwał et al., 2020). 

Se ha demostrado que el desarrollo larval se correlaciona de forma positiva con el 

contenido de proteína, mientras que un mayor porcentaje de fibra específicamente de 

lignina tiene efectos negativos en la ganancia de peso (Z. Liu et al., 2018; Oonincx et al., 

2015). De hecho, en el estudio de Nyakeri et al. (2017) se evidenció que el peso larval 

FLW y el rendimiento de la harina con cáscara de banano fueron significativamente 

inferiores a los rendimientos obtenidos con AC (55 vs 78 mg, 108 vs 154 g, 

respectivamente). 

Respecto a la aplicación del hongo filamentoso T. reesei es de gran interés por su nivel de 

producción de enzimas celulasas, hemicelulasas y proteasas extracelulares que actúan 

sobre la descomposición de residuos orgánicos fibrosos (Gomes et al., 2017; Hernández-

Melchor et al., 2019; Silva et al., 2019). En este sentido, es probable que, en el caso de la 

cáscara de banano, un mayor tiempo de fermentación haya favorecido la digestibilidad del 

sustrato. En cambio, para el sustrato AC es posible que al dejarlo fermentar por 7 días el 

hongo haya consumido parte de los nutrientes, o que en su defecto parte de la proteína 

hidrolizada se haya perdido por volatilización. En este último aspecto durante el 

experimento se percibió un olor intenso a amoníaco, por lo que se debía abrir diariamente 

la incubadora para disipar el olor. En otro estudio realizado por Mulyono et al. (2019) en 

el cual se fermentó la harina de H. illucens con T. reesei por un periodo de 72 h, se 

determinó que el contenido de PC disminuía significativamente de 40.2% a 39.1% (P = 

0.011). En este sentido, la inclusión de T. reesei tal vez no sea necesaria en sustratos con 

alto contenido de proteína. Bajo tiempos de fermentación similares (siete días) con el 

hongo filamentoso T. reesei, la sobrevivencia larval en este estudio fue ligeramente mayor 

que el trabajo de Isibika et al. (2019) (98.3 vs 90.8 %).  

Respecto a la aplicación de Pleurotus sp., durante el experimento se observó un 

comportamiento anormal en la actividad de las larvas, ya que éstas no se desplazaban entre 

el sustrato, sino que más bien permanecían mayoritariamente en el perímetro de la bandeja. 

Este tratamiento fue suspendido al décimo día, en este punto ninguna de las larvas había 

alcanzado la fase de prepupa. Cabe destacar que, en los ensayos preliminares se observó 

que larvas de H. illucens (de mayor edad) consumieron AC pretratado por 3 días con 

Pleurotus sp. y completaron su fase larval con una alta tasa de sobrevivencia (100%). Es 

posible que el cultivo de las larvas bajo esas condiciones haya dado tiempo de que 

consuman el sustrato antes que este sea completamente colonizado por el micelio del 

hongo. Este es el primer estudio donde se reporta los efectos de un co-cultivo de Pleurotus 
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sp.y Hermetia illucens usando AC como sustrato. En otro estudio reciente de Li et al. 

(2021) se reportó el uso de los residuos de un sustrato cultivado con cuatro especies de 

hongos comestibles entre ellas Pleurotus eryngii, Pleurotus citrinopileatus, Auricularia 

heimuer y Lentinus edodes. Los autores reportaron menor peso larval con los residuos del 

cultivo de P. eryngii en comparación con L. edodes (38.3 y 68.8 mg, respectivamente). De 

acuerdo con lo observado en dicho estudio se destaca la importancia de verificar la 

inocuidad de la harina de larva debido a una tendencia en la acumulación de ciertos metales 

pesados y el incremento de la población de microrganismos indicadores con ese tipo de 

sustrato. Esto pese a que en dicho estudio los valores se mantuvieron por debajo de los 

límites máximos permitidos. 

 
Figura 8. Tasa de crecimiento larval (TC), Eficiencia de la bioconversión (BCR) y 

reducción del sustrato (RS) del ensayo con hongos. Barras con letras diferentes indican 

diferencias estadísticas para cada parámetro (Test de Tukey o *Dunn, P < 0.05). 

4.2.2.  B. subtilis y Probiótico Oxynova ® 

Los resultados del Anova mostraron diferencias significativas en el Pl inicial (P = 0.0195) 

y el Pl final medido en base fresca (P = 0.0195). No se evidenciaron efectos significativos 

en los demás parámetros de desarrollo (P >0.05) (Tabla II). Con el probiótico y el control 

C2 se obtuvieron Pl finales similares (30.48 ± 0.50 y 30.13 ±0 .33 mg larva-1, 

respectivamente) (Tabla II). Por su parte con B. subtilis DSO3 se registró el peso promedio 

más alto en este ensayo (32.98 ± 1.09 mg larva-1) (Tabla II), esto se debe a que el Pl inicial 

fue significativamente mayor en este tratamiento. Esto fue comprobado al detectar una 
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correlación positiva entre estos dos parámetros (Coeficiente de Pearson 0.65, P = 0.02245). 

La sobrevivencia larval en el ensayo con bacterias fue mayor a 95%. Adicionalmente, de 

los 30 g de AC en base seca que su usaron para el cultivo de H. illucens se obtuvo un 

promedio de 3.01 g de harina de larva. Esto se traduce en un rendimiento del 10% de harina 

de larva en base seca. 

En lo que respecta a los parámetros BCR (P = 0.114) y SR (P = 0.254) no se evidenciaron 

efectos de la aplicación de B. subtilis DSO3 y el probiótico formulado a base de bacterias 

y enzimas (Figura 9). Con B. subtilis DSO3 se obtuvo el valor más alto de BCR (10.6%) 

aunque este no fue significativamente diferente del control (Figura 9). La co-inoculación 

de la cepa B. subtilis DSO3 produjo larvas ligeramente más pesadas que aquellas que 

fueron cultivadas en ausencia de esta cepa (Tabla II), sin embargo, al analizar el peso de 

la biomasa larval total (harina) de dicho tratamiento no se evidenció efecto alguno (Figura 

10). Una posible explicación de estos resultados podría ser debido a la efectividad de la 

cepa bacteriana para facilitar la descomposición de nutrientes, aunque no se evaluó la 

actividad enzimática de la cepa para poder confirmar este supuesto, se sabe de otras cepas 

de B. subtilis que han mejorado principalmente el peso larval y el porcentaje de RS, con 

diferentes niveles de efectividad. Por ejemplo, Yu et al. (2011) observaron que el peso 

larval de H. illucens incrementaba hasta en un 22% al utilizar estiércol de pollos 

coinoculado con tres cepas individuales de B. subtilis aisladas del intestino de la larva. El 

peso larval incrementó hasta un 9.42% con la cepa B. natto D (Yu et al., 2011)1. Así 

también en el estudio de Xiao et al. (2018) utilizando estiércol de pollos y otra cepa de B. 

subtilis aislada del intestino de la larva se registró un incremento de 15.9 % y 12.7% en el 

peso larval y el porcentaje de RS, respectivamente.  

 

En el caso del probiótico Oxynova® no se evidenció efectos significativos sobre los 

parámetros evaluados. Es posible que los resultados obtenidos con el producto se deban a 

la concentración que se utilizó en el tratamiento (0.002% p/p). Esta dosis fue utilizada en 

base a las indicaciones de la casa comercial, sin embargo esta concentración es muy baja 

en comparación con la utilizada en el estudio de Zheng et al. (2012) quienes utilizaron el 

producto Rid-X ® formulado a base de enzimas y bacterias. Aunque no se provee más 

información sobre la composición exacta del producto, los autores determinaron que 0.4% 

(p/p) era la concentración óptima para producir mayor cantidad de biodiesel. La dosis 

reportada es mucho mayor a la aplicada en nuestro estudio por lo que sería necesario 

determinar una concentración optima de aplicación acorde al tipo de sustrato. 
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Figura 9. Tasa de crecimiento larval (TC), Eficiencia de la bioconversión (BCR) y 

reducción del sustrato (RS) del ensayo con bacterias (P > 0.05). 

 

Tabla II. Resumen del peso larval inicial y final, tiempo de desarrollo (td), tasas de 

sobrevivencia y crecimiento larval (n=4, media ± error estándar). 

Tratamiento 
Pl inicial MF 

(mg larva-1) 

Pl final MF 

(mg larva-1 ) 

Pl final MS 

(mg larva-1) 

Td 

(días) 

Sobrevivencia 

(%) 

Prepupas 

(%) 

Ensayo 1       

C1* 8.08±0.18 105.49±2.09A 30.50±0.52A 8 99.5 ± 0.5A 9.8±4.0 

T. reesei C2A 8.28±0.14 75.75± 0.61B 18.23±0.3B 10 98.3 ± 1.4A 1.3±0.5 

Pleurotus sp. 8.00±0.20 7.93± 0.78C 1.58±0.14C 10 70.3 ± 8.7B 0 

Ensayo 2       

C2* 3.03±0.05AB 109.58±0.91 30.13±0.33B 10 98.5 ± 0.5 0 

B. subtilis DSO3 3.10±0.01A 113.08±1.56 32.98±1.09A 10 96.0 ± 0.4 0 

Probiótico 2.88±0.06B 111.78±0.50 30.48±0.50B 10 95.0 ± 3.8 0.3 ± 0.3 

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadísticas 

para cada ensayo ( P < 0.05). 
*Controles, MF: peso en base fresca, MS: peso en base seca
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4.3.  Composición nutricional de la harina de larva 

De acuerdo con los resultados obtenidos, no hubo diferencias significativas en el contenido 

de proteína cruda (PC) de la harina de larva (P = 0.0536). En este estudio hubo ligeramente 

menos proteína con B. subtilis DSO3 (41.7 ± 0.3%) que con el control (43.0 ± 0.3%), 

respectivamente) aunque estos no fueron significativamente diferentes (Figura 10). Los 

resultados del contenido de PC de la harina de larva difieren entre estudios. La PC en el 

control fue similar al reportado por Nyakeri et al. (2017) pero menor al hallado por Liu et 

al. (2018) (43.0 ± 0.3, 43.0 ± 1.0, y 49.9 ± 0.21%, respectivamente) con el mismo tipo de 

sustrato. Se ha reportado que otras cepas de B. subtilis DSO3 que han presentado efectos 

benéficos en el desarrollo de larvas (Xiao et al., 2018; Yu et al., 2011), sin embargo no se 

ha reportado que la inclusión de estas cepas pueda tener algún efecto sobre el valor 

nutricional de la biomasa larval.  

Una posible explicación a las variaciones en el contenido de CP entre estudios usando 

sustrato AC, podría ser debido a varias diferencias observadas en la metodología usada 

respecto a la edad de cosecha, el procesamiento postcosecha y el factor usado para 

cuantificar el contenido de proteína. Respecto a la edad de cosecha, en este estudio se 

decidió cosechar con la primera aparición de prepupas sin embargo la frecuencia con que 

se realizaron los monitoreos no permitió cumplir este parámetro cabalmente. En contraste 

en el estudio de Z. Liu et al. (2018) la cosecha la realizaron de forma paulatina, es decir 

cada vez que las larvas llegaban al último estadio larval (prepupas). El hecho de que todas 

las larvas hayan alcanzado el estadío de prepupas para el análisis químico podría explicar 

que en el estudio hayan obtenido biomasa larval con mayor contenido de proteína, pues se 

ha reportado que los nutrientes alcanzan su máxima acumulación en el estadío de prepupas 

(X. Liu et al., 2017). Por otro lado, se puede notar diferencias en cuanto a las condiciones 

de secado de la biomasa larval. En este estudio las larvas fueron inactivadas a 105 °C por 

10 minutos y luego secadas a 60 °C de acuerdo a la metodología seguida por Gao et al. 

(2019). Esto difiere del trabajo de Z. Liu et al. (2018) en el que las larvas fueron secadas a 

105 °C y del trabajo de Nyakeri et al. (2017) en el cual se secó por solarización. En lo que 

concierne a la cuantificación de proteína, en el estudio de Nyakeri et al. (2017) el contenido 

total de N lo multiplicaron por 6.25, sin embargo como se explica en el trabajo de Janssen 

et al. (2017) el uso de este factor puede sobreestimar el contenido de proteína porque los 

insectos contienen otras fuentes de N no proteico como la quitina. En el presente estudio 

se usó el factor de conversión de 4.76 propuesto por Janssen et al. (2017). Un factor 

adicional a los tres mencionados podría ser la variación nutricional de AC que fue discutida 

en el objetivo anterior.  
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 Figura 10. Peso de la harina de larva y su contenido de proteína cruda (PC) obtenidos de 

los ensayos con (a) hongos y (b) bacterias n=4. PC, % = N x 4.76. Barras con letras 

diferentes indican diferencias estadísticas según prueba de Tukey (P < 0.05). 

 

4.4.  Propiedades químicas del sustrato y los residuos 

El contenido total de C del sustrato no varió después del proceso de bioconversión aún 

con la aplicación de los microorganismos (P = 0.1983). Este resultado es contrario a lo 

reportado por Rehman et al. (2017) quienes detectaron reducciones del contenido de C 

entre 50 a 60% al usar como sustrato estiércol bovino y pollinaza. 

Por su parte, el contenido de N una vez finalizado el proceso si presentó una reducción 

significativa tanto en los tratamientos como en los controles (P < 0.0001). Se identificó 

una mayor reducción de N cuando se aplicó el probiótico comercial (4.2 ± 0.1 y 2.3 ± 

0.1%, respectivamente). Sin embargo, el contenido de N registrado en este tratamiento 

no se diferenció de su respectivo control (Tabla III). Por tanto, la reducción de N podría 

atribuirse a la inclusión de larvas en especial a la actividad de la microbiota presente a 

nivel del intestino larval en donde se ha demostrado que existe alta actividad enzimática. 

En el estudio de Callegari et al. (2020) lograron aislar 193 bacterias del intestino larval 

de H. illucens y se demostró que 17% de ellas presentaban actividad enzimática para 

hidrolizar proteína, adicionalmente un 33% y un 16% de las bacterias mostraron 

capacidad para reciclar el N procedente de la urea y ácido úrico del estiércol larval. El 

contenido de N determinado en este estudio fue inferior a lo reportado por Bava et al. 

(2019) (2.3 y 3.3%, respectivamente) para el mismo tipo de sustrato sin la adición de 

microorganismos exógenos. Esta diferencia en la reducción de N entre estudios podría 
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ser explicada por la plasticidad del insecto. En el estudio de Zhou et al. (2013) se mostró 

que H. illucens presenta esta característica, al determinar que tres cepas del insecto 

provenientes de Texas y China (Wuhan y Guangzhou) presentaban diferente 

comportamientos en cuanto a la reducción de N y del sustrato. 

La relación C/N incrementó considerablemente en comparación con el sustrato antes del 

experimento. Este indicador es de interés porque permite inferir sobre la madurez de los 

abonos. Un compost maduro debe tener una relación C/N entre 10 y 15, si la relación es 

mayor o igual a 20 significa que el abono aún no está listo, hay todavía alto contenido de 

C y por tanto el N será liberado lentamente si es incorporado al suelo, en cambio si la 

relación es menor a 10 se entiende que hay una alta fracción de N (Garro, 2016; Román 

et al., 2013). En este último aspecto, si un material con alto contenido de N como AC es 

incorporado al suelo, el exceso de nitrógeno puede perderse por infiltración o 

volatilización lo que provoca contaminación del ambiente (Román et al., 2013). Los 

residuos obtenidos del tratamiento con T. reesei fueron los únicos que presentan potencial 

como abono. La relación C/N de este residuo del proceso de bioconversión se ubica 

dentro del rango óptimo de un compost maduro. En lo que respecta al pH, este pasó de 

ser moderadamente ácido (4.2) a ligeramente ácido (5.0 - 5.4) después del proceso (Tabla 

III). Debido a que el pH de un abono influye sobre el pH del suelo lo que a su vez tiene 

una incidencia directa sobre la asimilación de nutrientes, es necesario verificar que el 

abono esté dentro de un rango óptimo de 5 a 6 (IFA-FAO, 1992). Todos los valores de 

pH de los residuos del proceso de bioconversión estuvieron dentro del rango óptimo. 

Tabla III. Propiedades químicas del sustrato AC y los residuos del proceso de 

bioconversión (n=4, media ± error estándar)*. 

Tratamiento C, % N, % C/N pH 

Sustrato 42.6 ± 0.1 4.2 ± 0.1A 10.1 ± 0.2C 4.2 ± 0.1B 

Residuos del sustrato     

T. reesei C2A 41.5 ± 0.8 2.8 ± 0.1B 14.7 ± 0.5B 5.4 ± 0.1A 

C1** 42.3 ± 0.3 2.7 ± 0.2BC 15.9 ± 1.0AB 5.3 ± 0.1A 

B. subtilis DSO3 41.9 ± 0.5 2.5 ± 0.2BC 16.9 ± 1.0AB 5.1 ± 0.1A 

Probiótico 42.1 ± 0.5 2.3 ± 0.1C 18.2 ± 0.5A 5.1 ± 0.1A 

C2** 40.8 ± 0.4 2.4 ± 0.1BC 17.0 ± 0.6AB 5.0 ± 0.2A 

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadísticas 

para cada ensayo según prueba de Tukey (P < 0.05) 
*Valores expresados en base seca. 
*Controles 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 

En el presente estudio se analizaron los efectos de la inoculación de Trichoderma reesei 

C2A, Pleurotus sp., Bacillus subtilis DSO3, y un probiótico comercial en la 

bioconversión de afrecho de cervecería (AC). AC (pre)tratado fue utilizado como 

sustrato para el cultivo de larvas de H. illucens de seis días de edad. 

El pretratamiento de AC por 7 días con T. reesei C2A dio como resultado una mayor 

reducción del sustrato y del contenido de N. Adicionalmente, aunque se produjo menor 

cantidad de harina de larva, su contenido de proteína fue similar al obtenido en el 

control. Se recomienda evaluar la aplicación de esta u otras cepas como pretratamiento 

de otros sustratos lignocelulósicos de menor valor nutricional que AC 

La inclusión de Pleurotus sp. tuvo efectos negativos en el desarrollo larval. El peso 

larval después de diez días de cultivo no incrementó respecto al peso de siembra por lo 

que el experimento con este hongo fue suspendido. Se concluye que el sustrato AC 

pretratado por 7 días con Pleurotus sp. no es recomendable suministrarlo directamente 

a larvas de 6 días de edad de H. illucens porque limita su desarrollo.  

La inoculación de B. subtilis DSO3 mostró mejoras solo en el peso larval promedio. Se 

recomienda evaluar en futuros estudios la aplicación de otras cepas individuales o en 

complejo y establecer las condiciones óptimas de fermentación. 

El probiótico usado en este estudio no tuvo efectos en el desarrollo larval ni en la 

bioconversión, pero sí hubo efectos positivos en la reducción de N del sustrato inicial. 

No obstante, debido a su contenido de enzimas y bacterias benéficas se sugiere evaluar 

su aplicación como pretratamiento de otros RSA a una mayor concentración.  
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ANEXOS 

 

Figura 11. Procesamiento de larvas postcosecha durante el estudio preliminar. 

 

 

Figura 12. AC pretratado con T. reesei C2A antes (izquierda) y después del proceso 

de bioconversión (centro). Larvas obtenidas del tratamiento (derecha). 

 

 

Figura 13. AC pretratado con Pleurotus sp. después del proceso de bioconversión 

(izquierda) y larvas obtenidas de ese tratamiento (derecha). 
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Figura 14. Muestras de harina de larva (izquierda) y AC (derecha)  después de la 

molienda. 
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