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DESARROLLO DE UN LACTOFERMENTO (LF-MB) CON PROPIEDADES
AGRICOLAS MULTIFUNCIONALES EN CHIPILO, PUEBLA
José Alfonso Benitez de la Torre

Colegio de Postgraduados, 2018

El lactosuero, subproducto generado durante la produccién de queso, es uno de los residuos
mas contaminantes de la industria agroalimentaria. Su manejo inadecuado ocasiona un
problema econdmico, social y ambiental, no obstante de ser un recurso con alto potencial
biotenolégico considerando su contenido de nutrientes. El objetivo de este trabajo fue desarrollar
un biofertilizante para uso agricola a base de lactosuero y cepas lacticas como una estrategia
para su aprovechamiento. Se hizo un diagndstico para evaluar el problema de contaminacion
por lactosuero en la regién de estudio; se caracterizaron lactofermentos de 5 y 30 dias de
maduracién obtenidos en fermentaciones aerobias, anaerobias con y sin agitacién evaluando
la efectividad de cepas lacticas certificadas y comerciales, individuales y en consorcio para
utilizar lactosuero. Se estudié la capacidad de adhesion y colonizacién, produccion de acidos
organicos e inhibicion de plagas fungosas; y finalmente se hicieron pruebas de invernadero
para evaluar su efecto en la promocion de crecimiento en maiz y alfalfa. Los principales
resultados indican que el 70% de lactosuero que se vierte en acequias y drenajes tiene una
fitotoxicidad del 37% y efectos subletales del 12% en maiz y alfalfa. Se desarroll6 una
tecnologia para producir un lactofermento (LF-MB) y se evaluaron sus propiedades en la
promocién de la germinacion y desarrollo de maiz y alfalfa, solubilizacion de fosforo, e
inhibicidn de plagas fungosas en comparacion al suero sin inocular. Las caracteristicas de los
lactofermentos de 5 y 30 dias de maduracion presentaron diferencias significativas en cuanto
a contenido de acidos organicos y microorganismos viables (p<05), observandose diferencias
en la germinacién y promocién de crecimiento con el uso de cepas comerciales (p<0.05). No
se demostré la reduccion del tiempo para su elaboracion con el uso de cepas certificadas. Con
este trabajo se pretende contribuir al aprovechamiento de subproductos agroindustriales, al

cuidado ambiental y al cambio a practicas agricolas mas sustentables.

Palabras clave: Alfalfa, aprovechamiento subproductos agroindustriales, maiz,

microorganismos lacticos.



DEVELOPMENT OF A LACTOFERMENT (LF-MB) WITH MULTIFUNCTIONAL
AGRICULTURAL PROPERTIES IN CHIPILO, PUEBLA

José Alfonso Benitez de la Torre
Colegio de Postgraduados, 2018

Cheese whey, a by-product generated during the production of cheese, is one of the most
polluting residues in the agro-food industry. Its inadequate management causes an
economic, social and environmental problem, despite being a resource with high
biotechnological potential considering its nutrient content. The objective of this work was to
develop a bio-fertilizer for agricultural use based on cheese whey and lactic acid strains as
a strategy for its use. A diagnosis was made to evaluate the problem of whey contamination
in the study region; lacto-ferments of 5 and 30 maturation days obtained in aerobic,
anaerobic fermentations with and without agitation were characterized evaluating the
effectiveness of certified and commercial lactic strains, alone and in consortium to use
cheese whey. The adhesion and colonization capacity, the production of organic acids and
the inhibition of fungal pests were studied, and finally greenhouse tests were carried out to
evaluate their effect on the promotion of growth in corn and alfalfa. The main results indicate
that 70% of cheese whey that is poured into irrigation ditches and drainages has a phyto-
toxicity of 37% and sub-lethal effects at 12% in corn and alfalfa. A simple and safe
technology was developed to produce a lacto-ferment (LF-MB) and its properties were
evaluated in the promotion of the germination and development of corn and alfalfa,
phosphorus solubilization, and fungal pest inhibition in comparison to un-inoculated cheese
whey. The characteristics of lacto-ferments of 5 and 30 days of maturation showed
significant differences in content of organic acids and viable microorganisms (p<05).
Differences were observed in germination and promotion of growth with the use of
commercial strains (p<0.05). The reduction of the time for its elaboration with the use of
certified strains was not demonstrated. This work is intended to contribute to the use of agro-
industrial by-products, environmental care and change to more sustainable agricultural

practices.

Keywords: Alfalfa, utilization of agro-industrial by-products, lactic acid bacteria,

maize.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

En México como en el resto del mundo, el lactosuero, que es el subproducto que se
genera durante la produccién de queso, ocasiona un grave impacto cuando se vierte sin
control al ambiente, ademas de que se desaprovecha una rica fuente de nutrientes
considerando su contenido en azucares, proteinas, vitaminas y minerales, los cuales son
poco valorados en la actualidad (Londoio et al., 2010; Palmieri et al., 2017; Canellada et
al., 2018). La mayoria de las veces y en la mayoria de las regiones suburbanas, al no
haber una opcion técnica econdmica para su aprovechamiento, el lactosuero se tira sin
ningun tratamiento ocasionando un problema econémico, social y ambiental a pesar de
ser un recurso con alto potencial (Miranda et al., 2007; Palmieri et al., 2017). El lactosuero
contiene lactosa, proteinas de alto valor bioldgico comparadas a las del huevo, minerales
como potasio, calcio, fésforo, sodio y magnesio, vitaminas del grupo B como tiamina,
acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico y cobalamina. Se estima que,
en términos de su composicion y de aporte energético, los solidos del lactosuero son
comparables a la harina de trigo (357 Kcal/100 g) (Inda, 2000). Investigaciones recientes
han demostrado la diversidad de su uso, concluyéndose que seria mas redituable
utilizarlo que tirarlo (Wayne, 1994; Singh-Yaday et al., 2015; Brandelli et al., 2015; De
Giorgi et al., 2018).

El lactosuero es uno de los materiales organicos mas contaminantes que existen en la
industria alimenticia. Cada afio entre 110 y 115 millones de toneladas métricas de suero
de leche y 6 millones de toneladas de lactosa se generan en todo el mundo (Londofio,
2006). El porcentaje restante es tratado y transformado en varios productos alimenticios,
de los cuales cerca del 45% es usado directamente en forma liquida, 30% en polvo, 15%
como lactosa y el resto como concentrados de proteina de lactosuero (Panesar et al.,
2010). Ademas, otros usos se estan proponiendo para explotar este recurso y evitar
contaminacion (Brandelli et al., 2015; Singh-Yadal et al., 2015; Prazeres et al., 2016; De
Giorgi et al., 2018).

Desde hace mas de 50 afios la mitad del lactosuero generado se tira directamente a los

habitats acuosos, lo que ha ocasionado un deterioro ambiental severo, por lo que es



necesario investigar opciones técnica social y ambientalmente viables para su manejo y

tratamiento.

A Chipilo se le considera como una regién préspera y de caracteristicas particulares. Es
una comunidad quesera de inmigrantes italianos con predominio de mano de obra
familiar. Esta actividad, que se realiza desde hace mas de 50 afos, abastece
principalmente al mercado de las ciudades de Puebla, Oaxaca y México, ha sufrido un
retroceso constante que se ha agudizado de manera alarmante en los ultimos afos
ocasionando una marcada tasa anual de cierre de unidades de produccién (Cervantes
et al., 2007). Esta crisis comenzd entre 1994 y 1997, cuando el 78% de los productores
de leche optaron por dedicarse a la fabricacidn de muebles rusticos, industria que tuvo
éxito a nivel mundial pero que tuvo un subito colapso econdmico cuando la principal

empresa que comercializaba y exportaba la produccién se declaré en quiebra.

Por otra parte la crisis econdmica de 1994-1995 afecto fuertemente en la disminucion del
poder adquisitivo familiar e impactd negativamente a la actividad agricola lechera debido
al incremento de los costos de produccién y la disminucion de la demanda de productos
lacteos (Cervantes et al., 2007). Esta situacion prevalece en la actualidad con un lento
retorno a la actividad lechera. No obstante, durante la ultima década se ha modificado la
configuracion espacial de la actividad lechera, lo que ha generado un avance de la
especializacion regional atribuible al avance del modelo tecnoldgico Holstein (Camacho-
Vera et al., 2017).

La actividad productiva en Chipilo esta organizada en una cadena que comprende desde
la produccion de forraje, la cria de ganado lechero estabulado hasta la produccion
artesanal de derivados lacteos. La venta diaria de estos productos les permite tener un
ingreso constante aunque muy fluctuante, caracterizado por un desequilibrio de las
ganancias que pone en ventaja a quienes se dedican a la comercializacion con respecto

a quienes se dedican a la produccion.

En Chipilo prevalece un mercado informal, tradicional y marginal poco tecnificado y sin
regulaciones sanitarias, fiscales o administrativas, donde la l6gica operativa productiva

de los pastizales, establos y queserias son diferentes a la logica industrial (Camacho-



Vera, 2017). La mayoria de los productores no entregan su produccion a las plantas
industrializadoras por diferentes causas, y son conocidos como el “sector informal de
lacteos” caracterizados por el manejo y comercializacion de leche en “bote” y por el
establecimiento de industrias familiares con tecnologia y equipo basico. La calidad de la
materia prima, sanidad de proceso y nivel tecnoldgico, determina el tipo de productos
que se comercializan, los cuales varian desde productos de muy baja calidad hasta

aquellos de tipo “gourmet”.

Como parte de la cadena forrajes-derivados lacteos, ademas de los productores de
pastos y leche, estan involucrados los vendedores de materias primas, las
descremadoras, las fabricas de hielo asi como centros de distribucion (abastecedores,
supermercados, tiendas de queso, camionetas de reparto) con cobertura local y urbana,
muchas veces organizados en empresas familiares. Los productores tienen la opcion de
vender su leche a empresas de lacticinios, pero en general se destina a pequefias
queserias artesanales, las cuales son menos estrictas en cuanto a parametros de calidad

pero cuyo precio de compra no es tan estable como en el caso de las industrias formales.

En la region de Chipilo-Acatepec Puebla, las practicas agricolas intensivas,
principalmente el sobre abuso de agroquimicos (fertilizantes y pesticidas) ocasionan un
considerable dafio ambiental (contaminacion de suelos y agua), riesgo de intoxicacion a
los trabajadores del campo, disminucién de la productividad y empobrecimiento de la
fertilidad de la tierra. Hay una fuerte disminucion de los rendimientos productivos y de la
calidad de los forrajes, escasez y contaminacién del agua utilizada para riego y el

crecimiento de la mancha urbana e industrial (Reyes et al., 2010).

La baja calidad de los forrajes propicia una baja calidad en la leche (Kennedy et al., 2015;
Wang et al.,, 2016), y en consecuencia ocasiona pérdidas economicas para los
agricultores y productores de quesos. No es costeable hacer un tratamiento de los
residuos generados (principalmente lactosuero), por lo que se disponen de manera
inadecuada aumentando el problema de la contaminacién de suelos y agua (Singh-
Yaday et al., 2015). El nivel de aprovechamiento es bajo, y el problema de las cantidades
que se genera se agrava por el uso de sales y aditivos quimicos. No existen estudios

sobre la cantidad, tipos y efectos de los lactosueros que se generan en la region, mucho
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menos sobre quiénes lo generan y si lo aprovechan. No existen estudios particulares
sobre la problematica y mucho menos sobre tecnologias apropiadas para su uso en el
contexto del nivel socioeconémico de la regién, por lo que el objetivo de este trabajo fue
desarrollar un lactofermento con diferentes funciones agricolas, con menor tiempo de
fermentacidén para aprovechar en mayor cantidad el lactosuero, demostrar su efecto
promotor de crecimiento en maiz (Zea mays L.) y alfalfa (Medicago sativa L.) en

condiciones controladas de laboratorio-invernadero.

1.1 Planteamiento del problema

La produccion lechera y las actividades relacionadas como la elaboracion de queso son
actividades de importancia econémica y social, debido al gran numero de personas que
participan, al tipo de producto y subproductos que se generan y consumen, y por su
aporte a la economia regional en cuanto a ingresos, valor agregado y mano de obra. La
produccion artesanal de queso representa el sustento para muchos productores de
comunidades rurales del mundo y un bien cultural alimentario de importancia econémica
que puede contribuir al desarrollo regional y a mejorar la seguridad alimentaria y
nutricional (Gerrini y Prost, 2003; Agudelo y Cesin, 2013).

El problema de la contaminacion ocasionado por la disposicion de lactosuero en paises
desarrollados ha sido atacado mediante su aprovechamiento utilizando diferentes
tecnologias y desarrollando productos con diferentes aplicaciones, lo que no sucede en
México.

El problema del manejo y aprovechamiento de suero en México inicia con el
desconocimiento de la cantidad que se genera, la forma como se aprovecha y/o desecha,
su toxicidad y dano ambiental, y quién y dénde lo genera. Se estima que en el pais
existen alrededor de 10,921 unidades econdmicas de produccion de derivados lacteos
(INEGI, 2014). Tan soélo en Chipilo, Puebla, hay mas de 30 queserias de diferente
capacidad productiva, y cada una genera en promedio 1,000 L de suero al dia. Las
unidades de produccidn (talleres), generalmente de caracteristicas artesanales y poco
tecnificadas, se ubican en las afueras de la zona urbana pero también dispersas en
lugares apartados, aislados y de dificil acceso, lo que dificulta el manejo adecuado de

los residuos e impacta negativamente en la calidad del ambiente y de la salud de quienes



viven cerca (Valencia y Ramirez, 2009). Se aprovecha una proporcion muy baja del suero
que se genera, principalmente para alimentacion animal y elaboracion de requeson. El
resto se tira ocasionando un efecto adverso en los cuerpos de agua donde se dispone,
y en los campos de cultivo regados con sus aguas, por lo que es necesario desarrollar
una tecnologia apropiada a productores de subsistencia, que no les represente un
esfuerzo extra ni un gasto econdémico significativo, y que tenga un beneficio ambiental y
economico.

El aprovechamiento de lactosuero en el medio rural dependera en gran medida del
desarrollo y validacion cientifica de tecnologias sencillas y de bajo costo, asi como del
desarrollo de productos enfocados a resolver necesidades puntuales.

Considerando los problemas ambientales derivados de la disposicion inadecuada de
lactosuero, sumado al sobre uso de fertilizantes en los campos agricolas, es necesario
estudiar el uso potencial del suero tratado por procesos biotecnoldgicos con el objetivo
de darle un aprovechamiento integral a sus componentes: agua, lactosa, proteina, sales,
vitaminas, microbiota y los metabolitos que se producen durante su fermentacion.

En este trabajo consideramos que el problema no es la alta cantidad de lactosuero que
se genera, sino su bajo aprovechamiento, por lo que planteamos la posibilidad de
elaborar un biofertilizante vivo, con cepas microbianas seguras, eficientes en la
degradacion de lactosa, y que se elabore de manera sencilla con materias primas locales
disponibles aprovechando un residuo agroindustrial.

La importancia econdmica, ambiental y social de la propuesta de este trabajo reside en
la posibilidad de utilizar un residuo agroindustrial altamente contaminante pero con

potencial biotecnoldgico.

1.2 Objetivos

General

Desarrollar un lactofermento con diferentes funciones agricolas, con menor tiempo de
fermentacion para aprovechar en mayor cantidad el lactosuero, demostrar su efecto
promotor de crecimiento en maiz (Zea mays L.) y alfalfa (Medicago sativa L.) en

condiciones controladas de laboratorio-invernadero.



Particulares

Estimar la cantidad, fuentes puntuales mas importantes, tipos y toxicidad de los

lactosueros que se generan en la regidon de Chipilo, Puebla.

Evaluar la factibilidad de iniciar un proyecto de aprovechamiento de lactosuero como
parte de una estrategia de desarrollo local considerando la actitud ambiental, apoyo y

recursos de los actores involucrados.

Elaborar un lactofermento (LF-MB) a partir de lactosuero, sacarosa y cepas de
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus y Kluyveromyces marxianus, y

hacer su caracterizacion fisicoquimica, microbioldgica y toxicolégica.

Evaluar la efectividad de L. acidophilus, S. thermophilus y K. marxianus de manera
individual y en consorcio para fermentar lactosuero asi como para adherirse y colonizar

maiz (Z. maiz L) y alfalfa (M. sativa L).

Evaluar diferentes tiempos de fermentacién para encontrar aquel con menor tiempo y

mayor efectividad.

Evaluar la capacidad del LF-MB como inoculante y como biofertilizante en la promocion

de crecimiento de maiz (Z. maiz L) y alfalfa (M. sativa L).

1.3 Hipétesis

General

Es factible aprovechar el lactosuero que se genera en las queserias artesanales de
Chipilo para elaborar un lactofermento funcional para aplicaciones agricolas, con
recursos locales y reduciendo el tiempo efectivo de elaboracion a partir de cepas lacticas

eficientes.

Especificas
No existen opciones técnicas para aprovechar la cantidad y tipo de lactosueros que se

generan en Chipilo, Puebla, por lo que se tira de manera inadecuada



Las autoridades, productores de queso y agricultores locales no estan suficientemente
concientes (sensibilizados, e informados) sobre el manejo de lactosuero y no cuentan
con apoyo institucional ni los recursos econdmicos necesarios para implementar una

estrategia de desarrollo local con el componente de aprovechamiento de lactosuero.

Es factible elaborar un lactofermento de manera sencilla y segura, disminuyendo el
tiempo de elaboracion a 5 dias, con cepas lacticas eficientes en la degradacién de lactosa
y produccion de acidos organicos.

El lactofermento (LF-MB) es efectivo como promotor de crecimiento en maiz y alfalfa.
Los microorganismos que contiene interactian de manera benéfica y suministran
compuestos bioactivos como acidos organicos que nutren a la planta coadyuvando en la

asimilacion de fésforo y en el control de plagas.

1.4 Revision de literatura
1.4.1 El aprovechamiento de residuos agroindustriales en el contexto agricola

La agricultura es la fuente no puntual mas grande de contaminacioén del agua, como lo
demuestra la presencia de pesticidas y agroquimicos en el agua subterranea y alimentos,
la eutrofizacion de los lagos y las mareas rojas en las costas, la salinizaciéon y la erosién
del suelo. Por otra parte, el aumento de la resistencia de las plagas y malezas ocasionado
por el uso extensivo e indiscriminado de fertilizantes y pesticidas quimicos sintéticos ha

contribuido a agravar los problemas ambientales y de salud (Pazos-Rojas et al., 2016).

Para contribuir a revertir esta situacion, se ha impulsado el desarrollo de sistemas
agropecuarios sostenibles, los cuales son modelos definidos a nivel territorial con
identidad cultural que procuran utilizar los recursos de forma eficiente en todas las etapas
de produccion. Su objetivo es obtener la mayor cantidad y calidad posible de productos
agropecuarios, principalmente alimentos, aprovechando cada gota de agua, parcela de
tierra, particula de fertilizante y minuto de trabajo con el fin ahorrar recursos, detonar el
desarrollo de la region y hacer sostenibles los sistemas productivos a largo plazo. Estos
sistemas precisan, ademas del aprovechamiento de los recursos naturales y de las
ventajas competitivas de cada region, la utilizacion de los residuos organicos disponibles

tanto subproductos, mermas, estiércol y los desperdicios del consumo alimentario para



reintegrarlos al suelo y utilizarlos como fertilizantes, o bien, para producir bioenergia.
También requieren de la adopcion generalizada de practicas que conserven la calidad
del suelo y agua, por lo que se da prioridad a labores de cultivo sustentables y practicas
de control biolégico que reduzcan los riesgos de plagas y enfermedades sin contaminar
0 exponer a los espacios, trabajadores o a los bienes agroalimentarios producidos
(Garibaldi et al., 2017). En este sentido, el aprovechamiento de subproductos es

preponderante en la implementacion de dicha estrategia (CRAF, 1989).

La contaminacion es el resultado de la ineficiencia de los procesos desarrollados por el
hombre durante la extraccién de materias primas, la fabricacion de productos, el uso de
la energia necesaria para la fabricacion, y hasta el producto mismo cuando ya no es util
y se desecha sin control (Wagner, 1996). Son muchas las industrias que generan
residuos organicos altamente contaminantes que pueden tener un uso biotecnolégico
potencial, entre ellas se encuentran los beneficios de café, destiladoras, rastros,
productoras de harinas de hueso, la tecnologia agricola y la industria lactea, entre otras
(Chaudhari and Dhoble, 2010; ChangRong et al., 2014; Obruca et al., 2014).

En la década de los 70 una parte importante de los biotecndlogos del mundo enfocaron
sus investigaciones hacia la utilizacion y aprovechamiento de los residuos
agroindustriales para la produccion de compuestos utiles como insumos de otros
procesos industriales. Inicialmente la prioridad se centré en la generacion de productos
con valor agregado. Actualmente se sumd la prioridad de aprovechar los residuos para

reducir el impacto ambiental que ocasionaba su inadecuada disposicion (Bota, 2003).

Costa et al. (1991) definen residuo como la materia que se genera en las actividades de
produccion y consumo que no han alcanzado, en el contexto en que se producen, ningun
valor econémico por la falta de tecnologia adecuada para su aprovechamiento o por falta
de mercado para los productos que se pudieran obtener de él después de su tratamiento.
Su manejo, habitualmente poco adecuado, puede ocasionar serios problemas de
contaminacién ambiental, por lo que para resolver este problema es necesario

estudiarlos y aprovecharlos.



Los residuos o subproductos agro industriales (RAI) son sdélidos o liquidos que se
generan durante el procesado y/o consumo de productos agropecuarios, susceptibles de
ser aprovechados o transformados para generar otro producto de valor econémico, social
o ambiental (Mejias-Brizuela et al., 2016). En general los RAI son poco valorados, “no
existe una clara conciencia ambiental de su manejo”, tecnologias ni recursos para
aprovecharlos o en su caso darles una adecuada disposicion. Tampoco hay leyes
adecuadas o incentivos fiscales para gestionar un adecuado manejo y aprovechamiento
desde el momento en que se generan hasta que finalmente se desechan (de la cuna a
la tumba), situacion que prevalece desde la revolucion industrial hasta nuestros dias en
todo el mundo (Saval, 2012).

Si los RAI se desechan en la intemperie sin ningun tratamiento, su descomposicion los
puede convertir en residuos peligrosos en funcidn de sus caracteristicas fisicas, quimicas
y biolégicas (corrosividad, toxicidad y presencia de agentes bioldgico infecciosos)

causando dafo potencial a humanos, animales y recursos naturales.

Saval (2012) establece algunos criterios de seleccion de RAI para ser aprovechados en
procesos biotecnoldgicos:

-Que el principal constituyente del RAI puede utilizarse como sustrato para la produccion
fermentativa de insumos de procesos industriales o que pueda someterse a extracciones
para recuperar algunos de sus componentes.

-Que el producto obtenido del proceso tenga un mercado demandante.

-Que el RAIl esté disponible localmente en cantidad suficiente para asegurar la
fabricacion de un producto de interés.

-Que no tenga otras aplicaciones o usos que compitan con el proceso que se promueve.
-Que no requiera pre tratamiento, o en su caso, que éste sea sencillo y econémico.

-Que no se descomponga facilmente bajo las condiciones ambientales donde se genera.

En este contexto, los procesos biotecnolégicos son claves en el aprovechamiento de los

residuos agroindustriales.



1.4.2 La otra biotecnologia

El desarrollo de la biotecnologia ha revolucionado la forma de producir alimentos,
medicamentos, textiles y muchos bienes de consumo causando un impacto significativo
en el desarrollo econémico a nivel mundial. La ingenieria genética se puede definir como
“el conjunto de técnicas de manipulacién de organismos vivos o de sus constituyentes
con el objetivo de producir nuevos productos de utilidad econémica y social” (Perera et
al., 2002), lo que ofrece esperanzas en la disminucion de problemas como el hambre, la
contaminacion y la enfermedad (Bota, 2003). No obstante, existen muchos autores que
dudan de su contribucion al desarrollo y algunos afirman que profundizara dependencia
tecnoldgica y econdmica hacia los paises desarrollados y las empresas monopdlicas. El
debate actual se centra en las dudas sobre su impacto y particularmente en los efectos

de los productos transgénicos en la salud y el equilibrio ecoldgico.

Existen otras opciones biotecnologicas que pueden ayudar a mejorar la actual crisis de
la actividad agropecuaria, ademas de contribuir a la conservacion del medio ambiente y
al desarrollo socioecondmico, como la seleccidon de especies mejoradas, la produccién
de biopesticidas, controles biolégicos de plagas, la rehabilitacion de la microfauna de la
tierra el uso de biofertilizantes, la nanotecnologia y la reincorporacion o aprovechamiento
de residuos agroindustriales (Wezel et al., 2014; Moueden et al., 2017; Prazad et al.,
2017; Embadi et al., 2017).

1.4.3 Lactosuero: residuo con potencial biotecnolégico

El lactosuero o suero de leche es el liquido residual de la transformacién de la leche en
queso, caseina y derivados caseinicos. Es un liquido translucido obtenido por separacion
del coagulo de caseina durante la elaboracion de queso (Jelen, 2002). Segun el método
utilizado para elaborar queso, de 100 L de leche procesada se obtienen entre 85y 90 L
de suero, de los cuales 5 Kg son de lactosa, 0.9 de proteina no coagulable de alto valor
biolégico y 0.3 de grasa de leche equivalentes a los requerimientos proteicos diarios de
13 personas, y a los requerimientos caldricos diarios de 10 personas (Inda, 2000).
Ademas contiene sales minerales como potasio, calcio, fésforo, sodio y magnesio, acidos

organicos, tiamina, acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico,
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cobalamina, acido ascoérbico (Londofio et al., 2010), urea y sus derivados (Meyrath y
Bayer, 1979). Las proteinas del lactosuero tienen excelentes propiedades funcionales y
un valor nutritivo muy alto debido a su contenido en lisina, triptéfano y aminoacidos
azufrados (Singh-Yaday et al., 2015). El lactosuero contiene el 55% de los nutrientes de

la leche, como se puede apreciar en el cuadro 1.

Cuadro 1. Comparacion de la composicion proximal de la leche y del

lactosuero.
Leche Lactosuero
Agua 87.99¢ 93.12¢
Proteinas (N x 6.38) 3.29¢ 0.85g
Grasa 3.34¢ 0.36 ¢
Carbohidratos 46649 5144
Cenizas 0.72¢ 053¢
Calcio 119 mg 47 mg
Hierro 0.05 mg 0.06 mg
Magnesio 13 mg 8 mg
Fosforo 93 mg 46 mg
Potasio 152 mg 161 mg
Sodio 49 mg 54 mg
Zinc 0.38 mg 0.13mg
Acido ascorbico 0.94 mg 0.10 mg
Tiamina 0.038 mg 0.036 mg
Riboflavina 0.162 mg 0.158 mg
Niacina 0.084 mg 0.074 mg
Ac. Pantoténico 0.314 mg 0.383 mg
Vitamina B6 0.042 mg 0.031 mg
Folacina 5 microg 1 micro g
Vitamina B12 0.357 microg 0.277micro g
Vitamina A 126 Ul 16 Ul
Colesterol 14 mg 2mg

Adaptada de: “Composition of foods, dairys & egg products” Agricultural Research Service, 1976

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo del tipo de queso que se elabore y de la
forma como se precipite la caseina. El primero, denominado dulce, se obtiene por
coagulacion con renina a pH 6.5. El segundo llamado acido, resulta del proceso de
fermentacion (inducida o natural) o adicién de acidos organicos o acidos minerales para

coagular la caseina (Jelen, 2002).
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1.4.4 Contaminacion por lactosuero

A nivel mundial se generan al afio entre 110-115 millones de toneladas métricas de
lactosuero durante la elaboracién de queso (Londofio, 2010; Guerrero et al., 2012), del
cual, aproximadamente el 50% es procesado y transformado en varios productos
alimenticios, farmacéuticos y agropecuarios: el 45% es usado directamente en forma
liquida, 30% en polvo, 15% como lactosa. El resto se procesa para obtener concentrados
de proteina de lactosuero (Panesar et al., 2010), y una pequefia fraccion se emplea para
alimentar cerdos o terneros (Ramirez, 2011). El otro 50% se desecha en rios, lagos y

acopios de aguas residuales, o en el suelo (Kacprzak et al., 2010).

Carvalho et al. (2013) definen al lactosuero o aguas residuales de queseria como “un
efluente organico-salino cuya caracterizacién y tratamiento no se ha estudiado
suficientemente”. Para Rajeshwari et al. (2000), el lactosuero es el residuo mas
contaminante generado en la produccién de queso, y considerado por Sanchez et al.
(2004) como uno de los contaminantes mas severos que existen a nivel ambiental. Para
Callejas et al. (2012) el lactosuero se ha considerado por aflos como un desecho que se
prefiere verter sin tratamiento provocando la contaminacién de mantos freaticos y suelos.
Tanto la composicién y volumen de generacion de lactosuero, que anualmente se
incrementa en un 3%, sumado a la incapacidad de las pequefias y medianas empresas
lacteas para aprovecharlo de una manera rentable, ocasionan que gran parte de su
produccion sea desechada como efluente sin ningun tratamiento, lo que ubica a esta

practica como una amenaza considerable para el medio ambiente (Berruga et al., 1997).

Segun Krzystek y Ledakowicz (2000) el lactosuero genera cerca de 35 gL' de demanda
biolégica de oxigeno (DBO) y cerca de 68 de demanda quimica (DQO), valor que
concuerda con el reportado por Mufii et al. (2005) y el de Ramirez (2011) para la DBO
que varia entre 20 y 50 gL' . Por su parte Guerrero et al. (2012) reportan de 40 a 60 gL-
" de DBO y entre 50 y 80 gL' de DQO. Avila et al. (2000) reportan una DBO entre 30 y
50 gL' y una DQO entre 60 y 80 gL™". Prazeres et al. (2012) reportan un DBO y DQO en
el rango de 0.1a100 gL' con un indice de biodegradabilidad (DBOs/COD) en el intervalo
de 0.4 a 0.8.
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Una industria quesera media que produce diariamente 40 mil L de suero sin depurar
genera una contaminacion diaria similar a una poblacion de mil habitantes (Perea et al.,
1993). Jelen (2002) equipara la fuerza contaminante de un litro de lactosuero a la de las
aguas negras producidas en un dia por 0.45 personas mientras que Ramirez (2011)

estima el mismo parametro de 2.5 a 3 L de suero sin depurar.

Diversos autores concuerdan en que la lactosa es el principal componente de sdlidos
que contribuye a la carga organica de los efluentes de queseria (Ghaly y Kamal, 2004;
Koutinas et al., 2009; Almeida et al., 2009), pero el contenido de proteinas como la
caseina, grasas como la butirica, solidos suspendidos y nutrientes como N y P también

contribuyen a los niveles de contaminacion (Prazeres et al., 2012).

No obstante que el lactosuero es 99% biodegradable (Erguder et al., 2001), la lactosa
posee un tipo de enlace entre sus azucares que hace que muchos microorganismos no
sean capaces de utilizarla (Berruga et al., 1997). La composicién de los efluentes de
queso en términos de la relacion carbono fésforo y nitrégeno C:P:N es de 200:3.5:1 que

en aplicaciones agricolas se considera como no balanceada.

Ademas de su alto contenido organico, los efluentes de queso representan un residuo
con impacto ambiental significativo debido a su alto contenido en sales minerales,
consecuencia de la adicion de NaCl como parte del proceso tradicional en la elaboracion
de queso (entre 0.46 y 10%) principalmente NaCl y KCl y sales de calcio (principalmente
cloruros y fosfatos) (Venetsaneas et al., 2009). Los residuos de queseria también varian
en cuanto a su contenido en sdlidos suspendidos totales (entre 0.1 y 22 kg m®) y pH
(entre 3.3y 9.0).

La enorme variabilidad de la composicién y poder contaminante de los efluentes de
queseria determina la complejidad tecnoldgica para su aprovechamiento. Al respecto,
Parra (2009) reporta que dicha variabilidad depende del tipo de leche, tipo de queso
elaborado y el proceso de tecnologia empleado. Carvalho et al. (2013) la atribuyen a la
calidad de la materia prima utilizada y la cantidad de agua de limpieza utilizada. Para
Ramirez (2011) la variabilidad esta determinada por el tipo de queso que se elabora (para

el quesos frescos se utiliza cloruro de sodio y de calcio, para quesos madurados se
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utilizan adicionalmente fosfatos y nitratos), el tratamiento térmico de la cuajada que
determina el porcentaje de proteina del suero resultante, la forma de coagulacién (acida
o enzimatica) y por el tipo de cuajo empleado (microbiano, quimosina o mezclas
quimosina/pepsina). La variabilidad también puede deberse a la calidad de la leche
utilizada (cabra, vaca, oveja y bufala), raza, alimentacion, la salud y la etapa de lactancia
(De Wit, 2001). Sumado a los factores mencionados, la composicién del suero depende
del manejo veterinario de los animales, practicas de los fabricantes de queso, y de la

mezcla con otros efluentes.

Los residuos de queseria pueden ocasionar dafio al ambiente si se descargan en
sistemas acuaticos o terrestres; sin embargo es poco lo que se conoce con respecto a
su efecto a la atmdsfera en el caso de que los residuos se sequen por efecto solar y sean
arrastrados por el viento, pero se deduce que, cuando su carga en coliformes es alta, es
similar a la del fecalismo al aire libre. Con respecto a la contaminacion de sistemas
acuosos, Prazeres et al. (2012) afirman que la descarga de los efluentes de queso
plantean un riesgo considerable de eutrofizacién atribuible principalmente a los
contenidos de materia organica y fésforo que reducen la vida acuatica al agotar el
oxigeno disuelto debido a la accion microbiana que transforma la materia organica en
compuestos que disminuyen el pH del agua, la produccion de malos olores y la muerte

de los organismos acuaticos que alli se encuentren (Londofio et al., 2010).

No obstante que la mayoria de los talleres de queso eliminan sus efluentes por descarga
directa a aguas receptoras o al campo sin ningun tratamiento previo, existe la opcion de
utilizar tanques o lagunas de almacenamiento, descargarlos al sistema municipal de
alcantarillado donde se diluye y mezcla con aguas residuales menos contaminadas como
las domésticas (Minhalma et al., 2007), o incluso utilizarlos en alimentacién animal
(Carvalho et al., 2013), siendo el uso de efluentes lacteos en practicas agricolas poco

significativo (Malaspina et al., 1996).

1.4.5 Aprovechamiento de lactosuero

El problema del aprovechamiento de lactosuero reside en su alto contenido de agua (93-

95%) que aumenta los costos de transporte y los procesos de secado o concentracion.
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Para Cury et al. (2014) y Parra, (2009), la problematica del manejo de lactosuero reside
en los altos volumenes producidos y su vertimiento sin haber sido sometido a tratamiento.
Cury et al. (2014) alertan sobre el riesgo de utilizar el suero que proviene de la
acidificacion espontanea de la leche, como el que se hace en algunos talleres para la
produccion de quesillo, en donde la materia prima se fermenta de manera natural por la
accién de microorganismos que provienen de la leche cruda o del ambiente. Esta
reaccion es favorecida por los sustratos que contiene el lactosuero y la temperatura
ambiental, pero estas fermentaciones se producen de manera no controlada de modo
que en algunos casos podrian representar un riesgo para la salud humana y el ambiente
considerando que es un medio propicio para el desarrollo de enteropatégenos, por lo que
es conveniente realizar fermentaciones controladas empleando microorganismos y

condiciones adecuadas antes de ser vertido.

Araujo et al. (2013) destacan su potencial para ser utilizado como fuentes de energia en
procesos biotecnoldgicos con microorganismos seleccionados, con lo que ademas se
contribuiria a solucionar un problema ambiental. Recientemente se ha tomado conciencia
de su importancia por su elevado valor nutricional, tanto para el hombre como para el
ganado (Abaigar, 2009). Callejas et al. (2012) concluyen que el lactosuero se ha
considerado por afos como un desecho debido a que no se ha valorizado
adecuadamente, por lo que el lactosuero deberia considerarse no como un subproducto
de desecho sino como una alternativa de desarrollo alimentario. Parra (2009) y Ramirez
(2011) proponen el cambio de clasificacion del lactosuero de “desecho” a “co-producto”,
y generar un portafolio de aplicaciones industriales para contribuir a evitar la
contaminacion medio ambiental y recuperar el valor monetario de este producto. Si al
lactosuero se le diera un mejor aprovechamiento generaria ingresos adicionales a las
empresas y se lograria disminuir su impacto contaminante de manera mas eficaz,
contribuyendo al desarrollo de nuevos procesos productivos generando asi mayores

beneficios para la empresa y el ambiente (Araujo et al., 2013).

La contaminacién ambiental producida por la disposicion del lactosuero motiva a la
continua busqueda de tecnologias efectivas que permitan el aprovechamiento de este

subproducto (Sanchez et al., 2004). El lactosuero es una excelente materia prima para

15



obtener diferentes productos a nivel tecnolégico o como medio de formulacién en
procesos fermentativos (Parra, 2009). Segun Allen et al. (1995), la elaboracion de
productos a base de efluentes de queseria representa un area en crecimiento dentro de
la industria lactea. Baro et al. (2001) concluyen que el lactosuero representa una rica y
variada mezcla de proteinas que poseen un amplio rango de propiedades quimicas,
fisicas y funcionales con potencial para producir determinados efectos biolégicos y

fisiolégicos in vivo.

El mercado de los productos a base de lactosuero ha tenido un incremento del 12%
desde 1995, sin embargo su demanda es baja. A nivel mundial, el lactosuero es tratado
y/o transformado en productos de aplicacién en la industria alimenticia, farmacéutica,
quimica y agropecuaria, principalmente por procesos industriales y por meétodos
biotecnoldégicos. Segun Posada et al. (2011), entre los principales productos que se

obtienen a partir de lactosuero destacan algunos obtenidos de procesos diferentes:

1.4.5.1 En procesos artesanales

Requesoén: Aunque es un producto de alta calidad nutrimental, es poco valorado y
utilizado en nuestro pais, ademas de que tiene la desventaja de que se genera un
segundo suero, mas contaminante que el primero por su pH y contenido en sales

neutralizantes como el bicarbonato d sodio.

1.4.5.2 En procesos industriales

Suero en polvo. Tiene la ventaja de que la contaminacién se reduce al 100%, sin
embargo se requiere equipo que eleva los costos de produccidon y el producto no ha
tenido la aplicacidon ni aceptabilidad necesaria, por lo que su venta apenas cubre los
costos de procesamiento y transporte. Entre los usos reportados destacan su utilizacion
como fertilizante, alimento para becerros, cabras y cerdos, asi como en la elaboracion

de bebidas refrescantes, panaderia y quesos tipo “mysot” (Inda, 2000).

Los concentrados proteicos de suero de leche (WPC por sus siglas en inglés) (Gazi and
Huppertz, 2015) se obtienen por sistemas de ultrafiltracion. Estos productos obtenidos

pueden ser utilizados en elaboracién de alimentos especiales para deportistas y para
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aumentar el valor nutrimental de productos de panaderia, pastas, embutidos, formulas
infantiles y otros, sin embargo, la fortificacion no es una practica comun en nuestro pais
dado el costo que representa. Por otra parte, la inversion en el equipo requerido es muy
alta como para ser aplicada a las necesidades y situacion del pais, ademas de que la
competencia con WPC's importados disminuye la posibilidad de inversidén en este tipo
de industria. Es importante hacer mencién que la obtencién de WPC’s no resuelve el
problema de la contaminacion al mantenerse la cantidad de lactosa que permanece en

el permeato (Gonzalez, 1996).

1.4.5.3 En procesos biotecnoldgicos

Considerando que la lactosa es el mayor componente de los sélidos del suero (40-50
g/L), en los ultimos afos se han estudiado diversos procesos biotecnolégicos para su
aprovechamiento (Rayan and Walsh, 2016), incluyendo la posibilidad de utilizarlo como
sustrato en la produccion de proteina unicelular, principalmente levaduras y microalgas
(Moulin y Galzy, 1984), bebidas alcohdlicas (Delaney, 1981), produccion de acido lactico
(Oliveira et al., 1996), polihidroxibutirato (Nath et al., 2008) y polihidroxialcanoato (Bosco
y Chiampo, 2010) los cuales se utilizan en la producciéon de plastico biodegradable y
elastdmeros; la produccion de alimentos para rumiantes, asi como alimento para peces
(Smithers, 2008).

Idealmente se deberia hacer un uso integral del lactosuero con la combinacion de
procesos: aprovecharlo en procesos artesanales para obtener las lactoalbuminas
(requeson), posteriormente aprovecharlo via biotecnoldgica y de ser posible hacer un
proceso industrial para obtener metabolitos de mayor valor econémico. En el Cuadro 2
se resumen las principales formas de aprovechamiento de lactosuero, asi como su
ponderaciéon econdmica, aplicacion y contribucidn a la solucion del problema de

contaminacion.
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Cuadro 2. Principales formas de aprovechamiento de lactosuero: ponderacion
econOmica, aplicabilidad v contribucién ala solucién del problema.

POSIBILIDADES APROVECHAMIENTO
LACTOSUERO

{ LECHE_ } | QUESO

\ LACTOSUERO ‘\> Requesén

Costo Aplicable i Contribuye
. ala
T SO S i solucion
Proceso industrial | :
Suero polvo N | ++ R
Concentrado proteico A § +++ .
Lactoferrina s § ++ L+
Procesos biotecnoldgico , , §
Proteina unicelular L+ § ++ e
Bioenergia(metano—etanol) L+ L P
,,,,,,,,,,,,,, Biofertilizante b kL e 4
Proceso mixto | :
Enzimas (lactosidasas) L+t § +Ht B A
Vitaminas . § +Ht L
Acidos, Aminoécidos I L L

Donde +: poco; ++: medio; +++: alto.

Segun Prazeres et al. (2012) se pueden considerar dos opciones o estrategias diferentes
para el aprovechamiento de efluentes de queseria. La primera se basa en la aplicacion
de procesos industriales para recuperar directamente del lactosuero sus proteinas y
lactosa, considerando su valor economico, nutricional y funcional (Dominguez et al.,
1999) en diferente grado de pureza: cruda, comestible o grado farmacéutico segun sea
su aplicacién (Bund y Pandit, 2007). En este sentido, se estan desarrollando nuevos
tratamientos fisicoquimicos como la ultrafiltracion, coagulacion, floculacion, ozonacion,
precipitacion térmica e isoeléctrica, precipitacion termocalcica, precipitacion acida-
alcalina y oxidacion electroquimica que permiten obtener productos de mejor calidad
generando un subproducto menos contaminante, tecnologias que por ahora no se han

aplicado totalmente a nivel industrial debido a su costo.
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La segunda opcidn utiliza procesos biotecnolégicos considerando su contenido en macro
y micronutrientes, y elementos traza que los microorganismos necesitan para
desarrollarse adecuadamente. Los estudios mas relevantes sobre el aprovechamiento
del lactosuero corresponden a procesos fermentativos, los cuales permiten comprobar
que las transformaciones biotecnoldgicas son las mas recomendadas para alcanzar el
mayor potencial de esta materia prima (Castillo et al., 1996; Gonzalez, 1996; Valencia,
2008; Panesar et al., 2010, Ramirez, 2011). Entre las principales aplicaciones destacan

la produccién de proteina unicelular, biogas y biofertilizantes.

La tercera opcion se basa en la combinacion de proceso biotecnologicos e industriales
para obtener metabolitos de alto valor econdmico de manera purificada como la
produccion de glucosa, galactosa, péptidos y aminoacidos; derivados de la lactosa como
la lactulosa; enzimas como la galactosidasa; antibiéticos como las bacteriocinas;
vitaminas como la tiamina. También se puede obtener acido lactico y sus derivados, asi
como acido butirico, butanol, acido acético, glicerol, acetona, etanol e hidrégeno. Una
nueva vertiente ha surgido en torno a la produccion de proteinas monocelulares a través
de procesos fermentativos controlados y posteriormente en procesos industriales para

su purificacién (Gonzalez, 1996).

Alternativamente, se pueden obtener productos a base de lactosuero con procesos mas
sencillos y econémicos que han tenido amplia aplicacion en la industria alimenticia. Entre
los productos de exitosa aceptacion debido a sus bajos costos de produccion, grado de
calidad alimenticia y aceptable sabor, se encuentran las bebidas refrescantes (Londofo
et al., 2010, Miranda, 2007), bebidas fermentadas, y alcohdlicas, proteina unicelular,
biopeliculas (Almeida et al.,, 2009), levadura de panaderia, probiéticos, galletas,
bizcochos, endulzantes, espesantes para sopas, espesantes para salsas y aderezos,
(Castillo et al., 1996; Gonzalez, 1996; Kosikowski, 1979), lista que seguramente se
incrementara con los avances en manipulacion genética enfocada a aumentar la

capacidad de producciéon microbiana.

Jelen (2002) afirma que es necesario adaptar los procesos para convertir la lactosa

proveniente del lactosuero en un sustrato util con el fin de optimizar la fermentacion
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microbiana. En este sentido, Yang y Silva (1995) realizaron varios trabajos con el objetivo
de acondicionar el lactosuero para optimizar procesos fermentativos, entre los que
destacan la hidrélisis de sus proteinas y disacaridos, logrando obtener una fuente de
nitrogeno adecuado para promover el crecimiento, y eliminar o reducir la necesidad de

suplementar, desmineralizar o hidrolizar la lactosa.

El uso de microorganismos especificos correctamente suplementados permite
incrementar el rendimiento de la produccidon de productos de fermentacion (Ramirez,
2011) por lo que estudios mas recientes se han enfocado al uso de cepas microbianas
con capacidad de aprovechar la lactosa. Al respecto, Siso (1996) considera que el
numero de microorganismos comercialmente disponibles capaces de metabolizar la
glucosa y la galactosa es significativamente mayor que el numero de microorganismos
capaces de utilizar directamente la lactosa. Por su parte Berruga et al. (1997) describen
la hidrélisis de lactosa como un pre tratamiento necesario para el aprovechamiento del
suero de queso. La hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo por medio de la enzima lactasa
(que se encuentra en animales, plantas, bacterias, hongos y levaduras) que convierte el
disacarido de lactosa en sus componentes monosacaridos, glucosa y galactosa. Las
principales cepas utilizadas en este proceso son Aspergillus sp. y Kluyveromyces sp.
(Siso, 1996). Pero otros microorganismos como las bacterias tienen la capacidad de
hidrolizar lactosa, como Bacillus strain B-2 (Kamran et al., 2016), Paenibacillus

barengoltzii (Liu et al., 2017) y Pediococcus acidilactici (Chanalia et al., 2018).

Sin embargo, y no obstante de que en la actualidad existe una amplia gama de
tecnologias para el aprovechamiento del lactosuero, es necesario buscar opciones mas
sencillas y econdmicas que puedan ser aplicadas y adaptadas considerando las
condiciones que prevalecen en el medio rural, como la produccién de biofertlizantes o la

produccion de biogas.

1.4.6 Aprovechamiento agricola del lactosuero

¢ Es posible utilizar el lactosuero directamente en aplicaciones agricolas? Diversos

estudios muestran dos posturas radicalmente opuestas:
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El primer grupo presenta en sus trabajos evidencias negativas. Cuando se vierte en
tierra, el lactosuero afecta fisica y quimicamente la estructura del suelo (Saddoud et al.,
2007; Dragone et al., 2009), ya que los sélidos suspendidos y sales que contiene quedan
atrapados al actuar el suelo como un filtro, lo que concuerda con las investigaciones
realizadas por Carvalho et al. (2013), sumados a los problemas de impermeabilizacion e
intercambio de gases que resultan en una disminucién en el rendimiento de cultivos
agricolas como ha sido reportado por Aider et al. (2009), Parra (2009) y Araujo et al.
(2013). El contenido de sales disminuye la disponibilidad de agua para las plantas,
afectando su crecimiento y productividad. Por otra parte, algunos estudios reportan
dafios en los cultivos debido al rapido consumo de oxigeno en el suelo y la rapida caida
del potencial redox (350 mV) (Sharratt et al., 1959).

Una de las razones de mayor peso para no utilizar directamente el suero de queserias
en aplicaciones agricolas es el riesgo de introducir vectores ecolégicos y sanitarios
nocivos, ya que los gérmenes patdgenos encontrados en el suero de leche se pueden
propagar y difundir en la cadena agroalimentaria. Dentro de los gérmenes patdégenos
detectados en leche que provienen de ambientes insalubres, utensilios, estiércol, piel y
pelos del animal destacan: Microbacterium lactium, Micrococo luteos, M. varians,
Clostridium sp., levaduras como Torulopsis holmii, T. sphaerica, T. globosa, aerobios
como Pseudomonas putrefaciens, P. fluorecens, Estreptococos liquefaciens.
Achromobacter lipoliticum; levaduras como Candida lipolitica que producen rancidez.
Bacillus cianogenes, Cianoflavium prodigiosum, Serratia marcenes, Sacarina roseae,
Bacterium lacticus niger y Torula nigra. Bacillus lactis, B. amori, Micrococus lactis y M.
amori producen alergias (hinchazén). Micrococus fragariore, M. fragi, Flaurecens
liquefaciens, Escherichia sp., Salmonella sp., Shigella sp., Citrobacter sp., Enterobacter
sp. y Yersinia sp. (FAO-OMS, 2009).

Por otra parte, los investigadores que estan a favor del uso de lactosuero afirman que
como la mayoria de los solidos presentes en el lactosuero son azucares y proteinas
susceptibles de biodegradacién, los efluentes de queseria contribuyen a mejorar la
agregacion del suelo (Kelling y Peterson, 1981) y su fertilidad (Jones et al., 1993; Robbins
y Lehrsch, 1992; Sharratt et al., 1962; Watson et al., 1977), fundamentando esta practica
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en el contenido de materia organica, vitaminas, hormonas y nutrientes tales como
fésforo, calcio, sodio, potasio, magnesio y cloruro. Robbins y Lehrsch (1998) reportan la
aplicaciéon exitosa de los efluentes de queseria en la recuperacién de suelos sodicos
(cuando el porcentaje de sodio supera el 15%) disminuyendo el pH, y modificando la
relacion de adsorcion de sodio, la capacidad de intercambio catidnico (Jones et al., 1993)
y el aumento de su capacidad de floculacién. Las propiedades fertilizantes de los
efluentes de queseria se han demostrado en suelos acidos en areas de precipitacion alta
a moderada y también en suelos calcareos con propiedades alcalinas neutras (pH entre
7.6 y 8.8) bajo riego en un clima arido (Robbins y Lehrsch, 1998). Lehrsch et al. (2008)
obtuvieron una mayor estabilidad de la agregacion entre 14 y 25% y una reduccion del
75% de las pérdidas de sedimentos del suelo calcareo degradado en los surcos de riego
en pruebas con lactosuero. Estos autores afirman que los residuos de queseria pueden
mejorar la estructura de los suelos erosionados 0 no sodicos y concluyen que la materia
organica presente en el lactosuero se biodegrada a CO2, acidos organicos y nitratos y
que los polisacaridos pueden ayudar a estabilizar los agregados formados (Allison,
1968).

Diversos autores recomiendan el uso de lactosuero para aplicaciones agricolas en
condiciones especificas y s6lo de manera controlada. Robbins y Lehrsch (1998)
recomiendan el uso de efluentes de queseria siempre y cuando se diluyan a una
proporcion igual o mayor a 1:20 con agua limpia para obtener una calidad de agua de
riego aceptable (de 40 a 60 kg ha' de sal total). Otros alertan que una aplicacion excesiva

puede conducir a una disminucion del rendimiento (Sharratt et al., 1962).

1.4.6.1 Biofertilizantes con lactosuero: los lactofermentos

Los lactofermentos son biofermentos elaborados a partir de lactosuero, melaza y
microorganismos eficientes también conocidos como microorganismos de montana
(Pacheco, 2003). Como otros productos similares, constituyen una herramienta agricola
que puede sustituir a los abonos quimicos de alta solubilidad, pero con la caracteristica
de que no se elaboran con excrementos animales, es decir, estan libres de coliformes,
ademas de que contribuyen al aprovechamiento de un subproducto agroindustrial

altamente contaminante. Los lactofermentos son el resultado de un proceso fermentativo
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de la actividad de microorganismos saprofagos, donde la lactosa del suero de leche es
transformada principalmente en acidos organicos y vitaminas. Estos abonos liquidos,
ademas de nutrir a las plantas al aumentar la biodisponibilidad de minerales, funcionan
como indéculos microbianos que coadyuvan a restaurar el equilibrio microbiano de los
agrosistemas. Por otra parte, los microorganismos presentes en los lactofermentos, al
colonizar la superficie de las plantas, presentan relaciones antagdnicas y de competencia
con diferentes microorganismos fitopatégenos, como en el caso de Fusarium sp. que se
inhibe en presencia de acido lactico (Chavez y Mac Donald, 2005) contribuyendo a la

prevencion y combate de enfermedades agricolas.

1.4.6.2 Inoculantes con lactosuero: microorganismos promotores de crecimiento
vegetal

Los lactofermentos, ademas de contener microorganismos de montafa, se adicionan con
bacterias acido lacticas (BAL) las cuales tienen en el suero de leche las condiciones
optimas para su desarrollo y contribuyen a solubilizar el fésforo y otros nutrientes en el
suelo (Pacheco, 2003). Por otra parte es poco lo que se ha reportado respecto al uso de
lactosuero como medio nutritivo en la propagacion de microorganismos reconocidos
como promotores del crecimiento vegetal, o la produccion industrial de metabolitos de
interés agricola en fermentaciones contraladas, como la produccion de fitohormonas

(acido glucénico o acido indol acético entre otros).

La actividad promotora del crecimiento esta relacionada con mecanismos tales como la
fijacion bioldgica del nitrégeno y la capacidad de sintetizar fitohormonas o promover la
nutricibn mediante la solubilizacion de fosfatos, pero también pueden estimular el
crecimiento indirectamente, protegiendo las plantas contra hongos y bacterias patégenas

del suelo.

1.4.6.3 Solubilizacion de fosfatos con acidos orgénicos de lactofermentos

Se pueden obtener diferentes acidos organicos a través de la fermentacion de
lactosuero, como el butirico, propionico y acético (Alam et al., 1988). Gonzalez (1996)
reporta, ademas de los anteriores, al citrico, glucénico, itacénico y lactobiénico. El acido

lactico se utiliza en las industrias alimenticia, farmacéutica, textil y curtiente debido a sus
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propiedades como conservante y como acidulante (Pauli y Fitzpatrick, 2002; Roukas y
Kotzekidou, 1998; Tango y Ghaly, 1999). Se han utilizado efluentes de suero de queso
en procesos de fermentacion para producir acido lactico (Mostafa, 1996; Pescuma et al.,
2008; Plessas et al., 2008; Roukas y Kotzekidou, 1998; Silva y Yang, 1995; Tango y
Ghaly, 1999), pero no existen reportes de su aplicacion en agricultura. Los
microorganismos principalmente utilizados para la produccion de acido lactico son
Lactobacillus casei (Mostafa, 1996; Pauli y Fitzpatrick, 2002; Roukas y Kotzekidou,
1998), Lactobacillus helveticus (Gonzalez et al., 2007; Kulozik y Wilde, 1999; Plessas et
al., 2008; Silva y Yang, 1995;Tango y Ghaly, 1999); Lactobacillus delbrueckii (Pescuma
et al., 2008; Plessas et al., 2008); Lactococcus lactis (Roukas y Kotzekidou, 1998);
Lactobacillus salivarius, Leuconostoc sp., Pediococcus sp. (Panesar et al., 2010).
Lactobacillus acidophilus y Streptococcus thermophilus (Pescuma et al., 2008); K.
marxianus (Plessas et al., 2008) y algunos trabajos se han enfocado a la produccion de
acidos organicos con consorcios (Plessas et al., 2008; Roukas y Kotzekidou, 1998)

reportandose efectos sinérgicos.

Se han adjudicado a los acidos organicos muchas funciones en el suelo: adquisicion de
nutrientes por la raiz, solubilizacibn de minerales, quimiotaxis microbiana y la
detoxificacion de metales pero aun se desconocen diversos procesos por la falta de
evidencias experimentales que expliquen las reacciones de los acidos organicos en el

suelo (Jones et al., 1993).

Los acidos organicos son constituyentes normales de la mayoria de los suelos agricolas,
y aunque su funcién no ha sido bien definida, existen evidencias que indican su efecto
fisiologico en el crecimiento de las plantas (llimer y Shinner, 1995; Igual et al., 2001). Los
acidos organicos de bajo peso molecular incrementan la biodisponibilidad de formas
insolubles de varios nutrimentos de las plantas como P y Ca (Goldstein, 1986), no
obstante de que la concentracién de acidos organicos en el suelo normalmente es baja
(de 1 a 50 uM) (Strobel, 2001).

Los acidos organicos de bajo peso molecular poseen uno o dos grupos carboxilo lo que
determina sus propiedades de disociacion y la capacidad de formar complejos con

cationes metalicos en solucion y el desplazamiento de aniones de la solucion del suelo
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(Stevenson, 1967). La accion de los acidos organicos en la solubilizacién de minerales
se debe a su pH y a su capacidad para formar complejos estables con Calcio, Magnesio,
Hierro y Aluminio, reacciones similares ocurren al prevenir la fijacién de fosfatos afnadidos
al suelo como fertilizantes reduciendo su precipitacion (llimer et al., 1995). Struthers y
Sieling (1959) observaron que la efectividad de los acidos organicos para prevenir la
precipitacion de fosfatos por Hierro y Aluminio se incrementa progresivamente con el

numero de grupos hidroxilos debido a la formacion de complejos mas estables.

Durante los ultimos 10 afios el conocimiento de los microorganismos solubilizadores de
fosfatos ha aumentado significativamente. Se consideran PGPRs a aquellos organismos
que pueden vivir en el suelo de manera asociada, y son capaces de adaptarse, colonizar
y persistir en la rizosfera de la planta para favoreces su crecimiento y desarrollo (Bashan,
1998; Lugtemberg and Kamilova, 2009; Glick, 2014; Molina-Romero et al., 2015; Ahmad
et al., 2018).

La produccion de acidos organicos de bajo peso molecular por microorganismos es uno
de los mecanismos mas ampliamente conocidos de la solubilizacion de fésforo que lo
hace mas disponible para la nutricion de las plantas. Se han reportado varios tipos de
bacterias capaces de solubilizar fosfatos: Pseudomonas sp., Bacillus sp., Rhizobium sp.,
Burkholderia sp., Achromobacter sp., Agrobacterium sp., Micrococcus sp., Aerobacter
sp., Flavobacterium sp., Mesorhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirilum sp., Erwinia
sp., Paenibacillus sp. y Bacillus subtilis entre otros (Goldstein, 1986; Ahmad et al., 2018)
y al acido glucénico y 2 ceto glucdnicos como los principales agentes solubilizadores
(Mukhopadhyaya et al., 2005).

A pesar de la diversidad de tecnologias propuestas para el aprovechamiento de
lactosuero, no se ha desarrollado un proceso rentable a nivel rural para el
aprovechamiento de los grandes volumenes de suero producidos cada afo. La
variabilidad en las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de los efluentes de
queseria, asi como su poder contaminante en suelos agricolas y cuerpos de agua

dificulta la posibilidad técnica para su aprovechamiento.
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1.4.7 Preguntas de investigacion

¢ Cuanto lactosuero se genera y como se dispone en Chipilo, Puebla? ;Qué actores
sociales podrian contribuir al aprovechamiento de lactosuero? ; Cémo es su actitud ante
el problema del manejo de lactosuero? ;Es factible aprovechar el lactosuero que se
genera en las queserias artesanales de Chipilo para elaborar de manera sencilla y
segura un lactofermento que pudiese tener aplicaciones agricolas utilizando recursos
locales? El lactofermento (LF-MB) propuesto ¢Produce un efecto benéfico en el
desarrollo de maiz y alfalfa? ; Se puede mejorar la formulacion de los lactofermentos con

cepas certificadas? ¢ Se puede reducir su tiempo de elaboracion?
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CAPITULO II. ESTUDIO DE DIAGNOSTICO: SITUACION ACTUAL DE LAS
PRINCIPALES ACTIVIDADES ECONOMICAS Y PROBLEMAS AMBIENTALES
OCASIONADOS POR LA ACTIVIDAD QUESERA

2.1 Resumen

La actividad agropecuaria es una de las mayores fuentes de contaminacion, por lo que
es necesario dedicarle mayor atencion para lograr cambios a practicas productivas mas
eficientes y sustentables, lo que contribuira a mejorar el entorno, la produccién agricola
y la salud de la poblacion. En este trabajo se hizo un diagndstico para conocer la situacion
ambiental y determinar cuales son las principales fuentes de contaminacion en la regién
de Chipilo-Acatepec, Puebla. Se hicieron 10 recorridos de campo y se aplicaron 62
entrevistas y encuestas: 11 a autoridades locales y funcionarios de instituciones
agropecuarias y autoridades locales (funcionarios de gobierno del sector agropecuario
de la SDR, SAGARPA, INIFAP y FIRCO), 32 a productores agropecuarios y 19 a
productores de queso (Anexo C y D). Se hizo un analisis cualitativo para describir la
problematica que prevalece en la region y se proponen estrategias de solucién. Se
estimo la cantidad y tipos de residuos que se generan en las queserias y se evaluo la
conciencia ambiental de los actores involucrados con un instrumento tipo ecobarometro
(Berenguer et al., 2003) modificado a la problematica de contaminacién regional.
Finalmente se identificaron las fuentes puntuales de contaminacién aplicando
correlaciones de Spearman y Goodman-Kruskal para estimar el nivel de contaminacién
por tipo de taller. Se constaté que las principales actividades econdmicas de la region
son la producciéon y procesado de lacteos asociada a la agricultura de temporal para la
produccion de forrajes, actividades que tienen un impacto ambiental significativo por la
falta de practicas adecuadas en la disposicion y aprovechamiento de residuos. Se estimo
que se generan 35,000 L de lactosuero dulce y acido. Los talleres tecnificados son los
que mas contaminan debido al uso de productos quimicos (0=0.74) asi como de los altos
volumenes de agua que utilizan para procesos de limpieza (0=0.79). Se propone como
estrategia de solucién el aprovechamiento del lactosuero en usos agricolas, sin embargo,
sera necesario mejorar la actitud de los actores sociales involucrados, principalmente los

agricultores de la region.



2.2 Introducciodn

El aprovechamiento de los recursos locales es un aspecto basico al considerar la
sustentabilidad de la actividad agropecuaria y determinante en la solucién de los
problemas de contaminacion, disponibilidad de agua, pérdida de biodiversidad y
desertificacion entre otros, y motivo para impulsar trabajos tendientes a lograr un
desarrollo diferente, sin afectar al medio ambiente, mejorando la calidad de vida de

quienes los cuidan y se benefician de ellos (Bernal-Mendoza et al., 2010).

La produccion lechera, asi como la industria de productos lacteos, son actividades de
importancia socioecondmica debido al gran numero de personas que participan, al tipo
de producto y subproductos que se generan y consumen, y por ultimo por su aporte a la

economia regional en cuanto a ingresos, valor agregado y mano de obra.

La produccidon artesanal de queso fresco representa el sustento para muchos
productores de comunidades del mundo y un bien cultural alimentario de importancia
econdmica que puede contribuir al desarrollo regional (Gerrini y Prost, 2003).
Oficialmente en México existen alrededor de 1,500 queserias que dan empleo a mas de
20 mil personas (INEGI, 2009). Segun informacién del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2016) la produccion de queso en México alcanzo las
150,000 toneladas, principalmente de queso fresco, cifra que segun Castro et al. (2001)

puede ser similar a la producida informalmente.

El lactosuero es el subproducto que se genera durante la producciéon de queso. Su
manejo ocasiona un problema econdémico, social y ambiental no obstante de ser un
recurso con alto potencial. Cuando se vierte sin control al ambiente impacta
negativamente, ademas de que se desaprovecha una rica fuente de nutrientes dado su
contenido en azucares, proteinas, vitaminas y minerales, los cuales son poco valorados
y aprovechados en la actualidad (Londofio et al., 2010). La mayoria de las veces y en la
mayoria de las regiones suburbanas, al no haber una opcion técnica y econémica para
su aprovechamiento se tira afectando la calidad del suelo y cuando se desecha en los

cuerpos de agua, ocasiona un crecimiento excesivo de algas (Aider et al., 2009) que
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acelera su envejecimiento y muerte, proceso conocido como eutrofizacion (Wagner,
1996; Chislock et al., 2013).

En Chipilo Puebla, el mercado de quesos frescos elaborados con leche no pasteurizada
se ha mantenido debido a la demanda de este tipo de productos, por lo que es necesario
revalorizar esta actividad considerando la cantidad de personas que trabajan y viven de

ella, y apuntarla como un vector de desarrollo regional.

Existe poca informacion sobre la cantidad de leche que se procesa, los tipos de sueros
que se generan, la forma como se disponen y/o aprovechan y si la produccion regional
de queso representa un riesgo para el ambiente, por lo que el objetivo de este trabajo
fue hacer un diagndstico para conocer las principales actividades econdémicas de la
region y el deterioro ambiental que causan, establecer lineas estratégicas de solucion

identificando aliados, estimar la cantidad y tipos de lactosueros que se generan.

2.3 Metodologia
2.3.1 Area de estudio

El trabajo se hizo en la localidad de Francisco Javier Mina, también conocida como
Chipilo, la cual se ubica en el Municipio de San Gregorio Atzompa del distrito de Cholula
de Rivadavia entre los paralelos 19° 03’ y 19° 20’ de latitud Norte; los meridianos 98° 19’
y 98° 22’ de longitud Oeste a una altitud entre 2,100 y 2,300 metros. (INEGI, 2009)
Colinda con las localidades de Santa Maria Tonanzintla, San Pedro y San Francisco
Acatepec, Santa Isabel Cholula, San Pablo Ahuatempa, Chalchihuapan, San Bernabé
Temoxtitla y San Gregorio Atzompa, a 12 km de la ciudad de Puebla sobre la Carretera
Panamericana a Oaxaca (Carretera Federal a Atlixco) y a 130 km de la ciudad de México
(Figura 1). Cuenta con un area total de 600 hectareas con un clima predominantemente
templado semiseco. Aunque se ubica en la porcion sur de la cuenca alta del rio Atoyac,
una de las cuencas mas importantes del Estado, no es cruzado por ninguna corriente
permanente importante, pero si por arroyos intermitentes que se han utilizado como
drenajes municipales que atraviesan y circundan la zona urbana (INAFED, s/f). Tiene un

grado de marginacion bajo a nivel municipal pero alto a nivel localidad (SEDESOL, 2010).
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Figura 1. Localizacion del area de estudio: Chipilo de Francisco Javier Mina en el Estado de Puebla.
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2.3.2 Etapas de la investigacion

Analisis de las principales actividades productivas y contaminacion ambiental. Se
hicieron 10 recorridos de campo en el periodo enero a diciembre del 2014 para conocer
tanto la zona urbana como las periferias de la localidad, hablar con sus habitantes, ver
las areas de siembra, establos ganaderos, talleres queseros, canales de desague y
drenajes. Se hicieron 10 recorridos de campo y se aplicaron 62 entrevistas y encuestas:
11 a autoridades locales y funcionarios de instituciones agropecuarias y autoridades
locales (funcionarios de gobierno del sector agropecuario de la SDR, SAGARPA, INIFAP
y FIRCO), 32 a productores agropecuarios y 19 a productores de queso (Anexo C y D)..
La informacion obtenida se esquematizé y se analizé cualitativamente mediante arboles
de problema-soluciéon y una matriz de Fortalezas, Oportunidades, Debilidades vy
Amenazas (FODA), para identificar las principales actividades econdmicas, evaluar nivel

de contaminacion y proponer lineas estratégicas de solucion.

Evaluacién de la conciencia ambiental de actores relacionados. Se hizo por la necesidad
de conocer el grado de involucramiento y afectacion que autoridades-funcionarios,
responsables de talleres queseros y agricultores de la localidad tiene ante el problema
de contaminacion en Chipilo, asi como para estimar la actitud y recursos que disponen
para solucionarlo, para lo cual se diseAd un instrumento basado en el Ecobarémetro
propuesto por Berenguer et al. (2003) cuya finalidad es evaluar actitudes ambientales a
través de tres grupos de variables: los conocimientos (informacion), las preocupaciones,
creencias o0 sentimientos morales (valores) y las condiciones externas que facilitan o
inhiben la accién o el comportamiento para mejorar cierta situacion. En su trabajo, los
autores hacen alusién a 10 temas representativos de la crisis ambiental actual: escasez
de agua, basura, pérdida de biodiversidad, uso de transporte privado, contaminacion
atmosférica, uso irracional de energia, degradacion de espacios naturales, uso de
productos quimicos, falta de reciclaje y exceso de ruido. El instrumento, que cuenta con
50 preguntas estructuradas en una escala de respuestas tipo Likert de 4 puntos, pretende
reflejar el nivel de informacion que tiene una persona sobre el medio ambiente (si esta
enterada o no de los problemas ambientales), la estimacion personal (positiva o negativa)

y percepcion sobre la gravedad de la situacion del medio ambiente asi como si poseen
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informacion suficiente sobre estrategias para actuar. Para el caso particular de la
evaluacion realizada en este trabajo, el tema central del instrumento fue la contaminacién
ambiental (suelo y agua) ocasionada por la actividad agropecuaria y de la industria
quesera. Las variables a medir fueron el nivel de conocimiento e informacién sobre el
problema de la contaminacion local (qué sabe) asi como los recursos y actitud que tiene
para actuar (qué haria). A diferencia del instrumento propuesto Berenguer et al. (2003)
quienes reconocen que es necesario incorporar variables que reflejen la sensibilidad de
las personas a temas ambientales especificos, en este trabajo se incorporé la variable:
nivel de sensibilizacion ante el problema (Qué opina de...) y se valor6 de manera
cualitativa por parte de los entrevistadores su nivel de preocupacion. Al final de cada
entrevista se asignoé una calificacion para cada variable y se analizaron estadisticamente
para determinar diferencias entre grupos conforme se describe en el apartado de manejo

estadistico de datos.

Estimacion de la cantidad y tipos de lactosuero generado e identificacion de fuentes
puntuales de contaminacion. Con la informacién obtenida de las encuestas a productores
de queso se estimo la cantidad de leche que se procesa y tipos de queso que se
elaboran, y de esta manera se estimé la cantidad y tipo de sueros que se generan. Para
identificar los talleres que mayoritariamente contribuyen a la contaminacion ambiental,
se tipificaron y se estimo su nivel de contaminacion. La tipificacion se hizo conforme a la
metodologia propuesta por Cervantes et al. (2007), tomando como referencia la
caracterizacion de unidades de produccion lechera (establos) propuesta por Villegas
(2004) con base en el volumen de leche que procesan diariamente, pero revalorando la
cantidad de leche como criterio de clasificacién tomando en cuenta valores establecidos
por los mismos entrevistados y los volumenes maximos procesados en la region. A
diferencia de la metodologia propuesta por Cervantes et al. (2007), y con la finalidad de
mejorar la tipificacion, se incorporaron las siguientes variables: numero de empleados,
equipamiento del taller, tipo y cantidad de pruebas de control de calidad de la materia
prima y manejo o conservacion de la leche antes de su procesado, lo que permitié hacer
un analisis multicriterio de la informacion (Grajales-Quintero et al., 2013) asignando un

puntaje a cada rango establecido como se describe en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Criterios de puntuacion utilizados para tipificar los talleres de queso
en Chipilo, Puebla.

Variable Rango  Puntos Rango Puntos Rango Puntos
Leche procesada (L/dia) <1000 0 1000 a 4000 1 >4000 2
NUmero empleados <2 0 3ad 1 >6 2
Equipamiento? <3 0 4ab 1 >6 2
Control calidad leche? nohace 0 1 andlisis 1 2 0 + andlisis 2
Manejo leche? nohace 0 1 técnica 1 2 0 + técnicas 2

'La escala de equipamiento varia de 1 a 7 puntos considerando el equipo que utiliza para procesar y conservar la
produccion: equipo de acero inoxidable, marmita, caldera, tanque de enfriamiento, refrigerador, y empacadora al
vacio entre otros.

2Anélisis de laboratorio para controlar la calidad de la leche: acidez, densidad, microbiolégicos o escaneo.
3Enfriamiento, uso de quimicos o pasteurizacion.

La informacién obtenida se analizé mediante una escala aditiva de tal manera que si el
taller quesero acumulé entre 0 y 4 puntos, se tipifico como artesanal, de 5 a 9 puntos en

transicion y mas de 10 puntos como tecnificado.

Para estimar el nivel de contaminacién que ocasionan los talleres queseros visitados se
hizo un analisis multicriterio (Grajales-Quintero et al., 2013) considerando la informacién
disponible proporcionada de manera voluntaria por los productores relacionada al tipo de
productos quimicos utilizados (leche en polvo, manteca vegetal, sales neutralizantes,
sales fundentes, acidificantes y nitratos), la cantidad de suero generado no aprovechado
(estimada en base a la cantidad de leche procesada y destino del lactosuero) y la
cantidad de agua utilizada, para lo cual se asigné un puntaje a cada rango establecido

conforme se describe el Cuadro 4.

Cuadro 4. Criterios de puntuacion utilizados para estimar la contaminacién
ambiental por la actividad quesera en Chipilo, Puebla.

Variable Rango Puntos Rango Puntos Rango Puntos
Usa productos quimicos No utiliza 0 Pocos 1 Muchos 2
Cantidad de suero (L/dia) <1000 0 1000 a 4000 1 >4000 2
Aprovecha suero Alto 0 Medio 1 Nulo 2
Cantidad de agua (L/dia) <1000 0 100024000 1 >4000 2

Se considero poco uso de productos quimicos si utilizaba leche en polvo y/o grasa vegetal, y muchos cuando utilizaba,
ademas, sales de curacion, sales fundentes, neutralizantes y acidulantes.
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La informacion obtenida se analiz6 mediante una escala aditiva y se determiné como
grado de contaminacién ambiental bajo, cuando el taller quesero acumulé entre 0 y 4
puntos, contaminacion media cuando sumo entre 5 a 9 puntos y alta cuando sumé mas

de 10 puntos.

Con la informacion obtenida se analiz6 el grado de correlacion que existe entre el tipo de
taller (artesanal, transicion o tecnificado) y la contaminacion que ocasiona (baja, media

o alta) y de esta manera se identificaron las principales fuentes de contaminacién.

2.3.3 Muestreo

Las encuestas a productores agricolas y ganaderos se aplicaron bajo un muestreo no
probabilistico con la técnica de “bola de nieve” (Merriam, 2009). Las encuestas a
productores de queso se realizaron con un muestreo probabilistico (Gomez, 1979)
tomando como marco de muestreo un listado simple de 23 queserias registradas en la
Presidencia Auxiliar, para esto se hizo un muestreo aleatorio simple y se generd un
listado del 80% de ellas, es decir, de 19. Sélo se entrevistaron a las empresas que
aceptaron por voluntad propia participar, y las que no, fueron reemplazadas
aleatoriamente. Las entrevistas a autoridades y funcionaros se hicieron con un muestreo
no probabilistico por conveniencia segun la accesibilidad de los entrevistados (Bello,
2014)

2.3.4 Andlisis estadistico de resultados

Las diferencias entre los niveles de conciencia de los tres grupos de actores relacionados
con el problema de contaminacion se evaluaron a través de la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney a un nivel de significancia del 95% utilizando Excel y el paquete
estadistico SPSS version 11.5 para Windows.

Para identificar las principales fuentes de contaminacién en la localidad se hizo una
correlacion no paramétrica entre la contaminacién ambiental ocasionado segun el tipo
de taller (nivel de tecnificacién) utilizando la prueba no paramétrica de Spearman y
Goodman-Kruskal a un nivel de significancia del 95% utilizando Excel y el paquete

estadistico SPSS version 11.5 para Windows.
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2.4 Resultados y discusiones
2.4.1 Precision de la problemética

En los recorridos realizados se pudo constatar que la principal actividad de la localidad
es la produccion y procesado de leche, asi como la agricultura relacionada para la
produccion de alimento en verde para ganado, lo que ha caracterizado a Chipilo desde
hace mas de 50 anos (Cervantes et al.,, 2007) y que concuerda con la informacion
reportada por INEGI (2009). No obstante que hace 10 afios hubo un auge por la
fabricacion de muebles rusticos, empresa que no prospero, actualmente se observa una
lenta reconversidn a la actividad agropecuaria: establos que se adecuaron como

carpinterias y que nuevamente empiezan a utilizarse para estabular ganado.

Igualmente se observdo que tanto las practicas agricolas como pecuarias y
agroindustriales adolecen de capitalizacion y adopcién tecnoldgica principalmente en
cuanto a la aplicacion de agroquimicos, disposicidon de residuos y aprovechamiento de
subproductos. Esto ha ocasionado la contaminacion y deterioro de los campos agricolas
asi como la contaminacién de los arroyos que atraviesan la localidad, y por lo tanto en la
calidad de la produccion agropecuaria, principalmente forrajes y leche que se obtiene en
la region, situacion semejante a la que prevalece en la region vecina de Atlixco reportada
por Silva, et al. (2002).

La agricultura que se realiza en la region basicamente es de temporal, y practicamente
no se utiliza agua de pozo, aunque algunas parcelas aprovechan las aguas grises de las

acequias sin tratamiento, lo que representa un riesgo sanitario-ambiental.

2.4.2 Identificacion del problemay propuesta de solucion

Se detectan dos problemas principales derivados de la actividad productiva de la region:
por un lado practicas inadecuadas en la actividad agricola debido al sobre uso de
agroquimicos y poco uso de técnicas sustentables como el aprovechamiento de
subproductos pecuarios y agroindustriales para reintegrarlos al ciclo productivo. Por otra
parte se identifican practicas inadecuadas en la preparacion de queso, como el uso de
aditivos quimicos y la inadecuada disposicion del lactosuero. Ambos problemas estan

relacionados a diversas causas Yy tienen un efecto directo en la calidad del ambiente, la
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calidad de vida y la seguridad alimentaria de la region. Esquematicamente la relacion del
problema identificado con sus causas y consecuencias se presenta de manera

simplificada en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema de la problematica socio ambiental en la regién de Chipilo-Acatepec, Puebla.

Como alternativa de solucion se plantea el aprovechamiento de lactosuero y su
procesado por via biotecnolédgica para obtener biofertilizantes como estrategia enfocada
a reducir los niveles de contaminacion ocasionada por el mismo residuo, y por la
sustitucion de fertilizantes quimicos en los sistemas de produccion agricola.

El reto, ademas de demostrar con argumentos cientificos las ventajas del uso de
biofertilizantes, es el convencer tanto a las autoridades en materia agropecuaria
responsables del disefio de politicas agricolas, como de los mismos productores que
podrian en un momento dado optar por su uso, por lo que se plantean de manera general
algunas propuestas que ligadas al diagnostico sobre las problematicas que prevalecen
en la region, podrian contribuir a que la propuesta técnica que se expone en este trabajo,

se pudiera implementar en la regién como parte de un plan integral de desarrollo agricola
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sustentable que contribuya a la reduccién de los costos de produccion, obtencion de
alimentos mas sanos y seguros y al cuidado de del suelo y el agua.

Durante las visitas de campo y con informacién obtenida en las entrevistas se precisaron
algunas fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas relacionadas con las
problematicas descritas en el arbol de problemas, las cuales se muestran en el Cuadro
5.

Con el cuadro 5, se realizd un analisis cruzado entre fortalezas y debilidades contra
oportunidades y amenazas, se generaron las lineas de accion estratégica presentadas

en el Cuadro 6.

Cuadro 5. Analisis de Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y Amenazas (FODA)

de la actividad quesera artesanal en la Regién de Chipilo-Acatepec, Puebla.

Fortalezas: Debilidades:
-Cuenca lechera con recursos: clima, agua. -Falta de interés en la actividad por los jovenes.
-Empresas familiares con prestigio y tradicion que se | No hay disposicion para adoptar buenas practicas
han sostenido exitosamente en el tiempo. de manejo.
-Fama y prestigio. -Baja utilidad.
-Trabajo esclavizante.
-Precio insumos a la alta. Precio de queso a la
baja.

-Mala calidad materia prima.
-Préacticas desleales (adulterado).
-Poco interés por la certificacion organica

Oportunidades: Amenazas:

-Susceptible a marca colectiva o denominacion de | -Poca disposicion a organizarse.

origen. -Pérdida del “saber hacer”.

-Aprovechamiento de subproductos para dar valor | -Imposicion pasteurizacion.

agregado. -Acopiadoras que compiten por materia prima.
-Revalorizacién derivados lacteos naturales. -Poco interés de agentes de soporte (centros de

investigacion, gobierno, etc.).

Del presente analisis (Cuadro 6) se desprende la importancia de implementar una
estrategia ambiental donde uno de los componentes basicos seria disminuir la
disposicion inadecuada de lactosuero aprovechandolo para hacer biofertilizantes y
probidticos para uso agropecuario. Esta accion tendria un efecto directo en la calidad de

los forrajes que se producen en la regidn al emplearse productos organicos y por
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consiguiente, disminuir el uso de productos quimicos, lo que mejoraria la calidad de la
leche que actualmente se produce. Sin embargo, un aspecto basico para implementar la
presente propuesta es lograr el apoyo de los sectores sociales involucrados, por lo que
una parte de la presente investigacion se enfocé a evluar la actitud ambiental de

productores de queso, agricultores y autoridades.

Cuadro 6. Propuestas de lineas de accion estratégica derivadas del analisis FODA

de la actividad quesera artesanal en la Regién de Chipilo-Acatepec, Puebla.

Fortalezas Debilidades
Oportunidades F2, 03 D1,02
Mantener y mejorar el ingreso de | Mejorar calidad de pastos, forrajes
los productores—  promocion |y leche aprovechando

(revalorizacién) de la produccion. | subproductos agropecuarios —
biofertilizantes y probi6ticos
Amenazas F1,A5y6 D1, A3

Mejorar la calidad de la | Lograr el apoyo de actores sociales
produccion — ganar la confianza | para mejorar la calidad de materias
del consumidor y recuperar | primas y del ambiente

prestigio

2.4.3 Andlisis de las alternativas de solucién

La certificacidn organica es una oportunidad para dar valor agregado a los productos
organicos, y el uso de biofertilizantes libres de coliformes representa un area de
oportunidad y una alternativa de solucién ante la problematica derivada del sobre uso de
fertilizantes quimicos. El lactosuero es un material que se puede utilizar como medio de
cultivo de cepas de interés agropecuario. Existen varias rutas cientificas tendientes a
este fin: la primera es utilizar el lactosuero para la produccién de microorganismos
benéficos reconocidos en la literatura cientifica como promotores de crecimiento vegetal,
como es el caso de rhizobia (Ben Rebah et al., 2007). Una opciéon mas directa es el uso
de los microorganismos presentes de manera natural en las fermentaciones lacticas,
principalmente aquellos inoculados de manera intencionada como parte de los procesos
industriales para la produccién de yogurt y quesos madurados (Bacterias acido lacticas
y levaduras como Saccharomyces sp. y Kluyveromyces sp). La segunda opcion es

técnicamente mas viable si se piensa implementar con productores locales considerando
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que son cepas que ellos ya manejan y conocen, ademas de que plantea la posibilidad
de ser utilizados en el area ganadera como probidticos veterinarios, por lo que es

necesario demostrar la inocuidad y beneficio que tendria el uso de dichas cepas.

2.4.4 Objetivo para la produccion de lactofermentos

El objetivo central de este trabajo es el desarrollo tecnoldgico para el aprovechamiento
de lactosuero y la produccion de un biofertilizante aprovechando la flora microbiana que
crece de manera facultativa en la lactosa. Se busca que los lactofermentos se utilicen en
la produccién de forrajes para ganado con el incentivo de reducir el consumo de
fertilizantes quimicos y gestionar una certificacion organica. El uso de biofertilizantes
elaborados localmente garantizaria la reduccién de costos de produccion mejorando la
productividad agricola. Derivado del objetivo central, se pretende fomentar el desarrollo
de una agricultura sostenible y mejorar la calidad ambiental del suelo y agua de la region,
transferir una tecnologia apropiada, segura y rentable considerando la agricultura de

temporal y productores de subsistencia que prevalecen en la regién de estudio.

2.4.5 Resultados esperados

e Obtener un biofertilizante de calidad, de bajo costo y eficiencia comprobada,
reducir los costos y mejorar los rendimientos de produccion.

e Facilitar el conocimiento y habilidades para la elaboracion y aplicacion de
biofertilizantes a productores de subsistencia.

e Lograr la aceptacion del paquete tecnologico propuesto en la region.

2.4.6 Conciencia ambiental de los actores relacionados con la actividad quesera.

Al evaluar el grado de sensibilizacion, conocimiento y actitud al cambio entre los actores
entrevistados, relacionados con el problema de contaminacién, se observo que los
agricultores de la region son los menos sensibilizados e informados al presentar 2.3 y
1.4 puntos menos en la calificacion promedio sobre la situacién y las repercusiones de
la contaminacion por el abuso de agroquimicos y la disposicion inadecuada del
lactosuero en comparacion con autoridades y queseros que presentaron promedios

similares. (Mann-Whitney p<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Componentes de la evaluacion de conciencia ambiental de los actores relacionados con la contaminacién
ambiental en Chipilo, Puebla.
La calificacion va de 5 a 10, donde 5 es muy baja y 10 deseable.

Dentro de las posibles explicaciones se puede atribuir, aunado al desconocimiento sobre
las causas y efectos de la contaminacion con respecto a otros actores sociales, que un
alto porcentaje de agricultores no es duefio de la tierra que trabaja (83%) y al no ser
suya, no tiene ninguna preocupacion por su afectacion en el futuro, lo que representa
una desventaja si se quiere implementar un programa de aprovechamiento y aplicacion
de biofertilizantes.

Las autoridades locales y funcionarios fueron los mas sensibilizados ante la problematica
(9.8 contra 8.7 y 7.2 de queseros y agricultores) (Mann-Whitney p<0.05) y demostraron
suficientes conocimientos (9.3), al igual que los productores de queso (9.0), sobre la
problematica, pero con la actitud media para actuar (7.6) (Figura 3.3 y Anexo E). Los
productores de queso, aunque no mostraron una alta sensibilizacion al problema (8.7),
demostraron suficiente conocimiento y la mayor actitud al cambio (9.0 contra 7.6 de las
autoridades) (Mann-Whitney p<0.05) (Figura 3.3).

Al hacer un analisis global, promediando los criterios se sensibilizacion, conocimiento y
actitud, se observé que mientras las autoridades y productores queseros tienen un nivel

de conciencia ante la problematica medio a alto (8.9), los agricultores lo tienen bajo (7.3)
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(Figura 4), por lo que un proyecto de elaboracién y aplicacion de biofertilizantes tendria

que iniciar por genera conciencia y motivacién en ellos.
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Figura 4. Evaluacion de la conciencia ambiental de los actores relacionados con la contaminacién ambiental de Chipilo
Pue.
La calificacion va de de 5 a 10, donde 5 es muy baja y 10 deseable.

2.4.7 Contaminacion por lactosuero

En Puebla, al igual que en las principales regiones queseras del pais como Chihuahua,
Jalisco, Tlaxcala, Chiapas o Zacatecas, los registros oficiales sobre la produccion
quesera es limitado (Agudelo y Cesin, 2013). No hay informacién sobre el numero, tipo
de talleres que procesan leche, destino de la produccion, cantidad de residuos que se
generan, la forma como se desechan o su dafo potencial, por lo que es dificil estimar el
beneficio econdmico y social contra el impacto ambiental de esta actividad (Poméon y
Cervantes, 2010).

Los resultados obtenidos muestran que se procesan 57,000 L de leche al dia y que se
generan cerca de 35,000 de lactosuero, de los cuales sélo se aprovecha alrededor del
30% para la alimentacion de becerras, vacas y cerdos (23%) y para la elaboracion de
requeson (7%), proceso que produce un segundo subproducto aun mas contaminante
por su contenido en sales (Cordova y Gonaldi, 2017). Si se considera que a nivel mundial
se aprovecha el 55% del suero que se produce (Parra, 2009), entonces podemos

considerar que el nivel de aprovechamiento en la region es bajo.
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Por cada litro de suero generado se utilizan en promedio 4 de agua para el proceso de
limpieza de equipo y utensilios, valor semejante al reportado por Valencia y Ramirez
(2009) para el procesado de queso en Espana y superior al reportado por Cérdova y
Gonaldi (2017) para los productores artesanales de queso de la region del Tandil en
Argentina. Ademas de la generacién de aguas jabonosas, se produce suero con sales
neutralizantes y cloruro de sodio, lo que agrava el problema de contaminacién.

De los talleres visitados, ninguno cuenta con sistema de tratamiento de aguas residuales,
y se observo que ademas se desperdician pequefos trozos de queso que no alcanzan a
ser moldeados, crema disuelta en suero, leche diluida en agua del lavado de los tambos
de leche, bolsas de plastico con crema, cajas de carton y agua jabonosa.

Dependiendo del tipo de queso que se fabrica se generan diferentes tipos de lactosueros
(LS). En Chipilo, el 96% de los productores elabora queso fresco como el panela y
botanero (que produce suero dulce), quesillo ranchero y requeson (que produce suero
acido). El resto de los productores se dedica exclusivamente a la produccién de yogurt o
postres a base de leche, por lo que no generan contaminacion por lactosuero. El suero
acido salado, ha ocasionado deterioro a los drenajes y caferias por su efecto corrosivo
(Barroeta, 2014 comunicacion personal), lo que muy probablemente permita su filtracion
en el subsuelo y mantos freaticos. Finalmente el lactosuero llega hasta los arroyos y
campos abiertos contribuyendo a su deterioro.

El 7% de los talleres queseros utiliza el lactosuero para elaborar requeson y queso
ranchero, lo que genera un segundo suero de leche (SSL), el cual contiene una alta
cantidad de cloruro de sodio y sales neutralizantes que resultan ambientalmente
perjudiciales. Si estos sueros se mezclan con el agua de lavado, entonces se generan
aguas residuales de suero de leche (ARSL) (Carvalho et al., 2013).

Si en Chipilo se generan 35,000 L de lactosuero al dia, y se utilizan 4 L de agua en
procesos de limpieza, entonces los efluentes reales que genera la industria quesera son
del orden de 140,000 L, los cuales actualmente se descargan sin ningun tratamiento. Si
1,000 L de lactosuero equivalen a la contaminacion de las descargas municipales
producidas en un dia por 650 personas (Sienkiewicz y Riedel, 1990), entonces la
cantidad de suero que se genera en Chipilo al dia rebasa en 3.6 veces la contaminacion

de aguas negras generada por su poblacién (INEGI, 2009).
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2.4.8 Tipos de unidades de produccion (talleres de queso) y contaminacion
ambiental

La tipificacion de los talleres de produccién de queso indica que el 42% de las queserias
de Chipilo son artesanales: procesan menos de 1,000 L de leche al dia, cuentan con
menos de tres empleados, tienen un nivel de equipamiento bajo y no aplican técnicas de
conservacion ni control de calidad de materia prima. El 21% son empresas en transicion:
procesan entre 1,000 y 4,000 L de leche al dia, emplean de 3 a 5 personas, el nivel de
equipamiento es medio, aplican por lo menos una técnica de conservacion y dos de
control de calidad de materia prima. Finalmente, el 37% de los talleres se tipifico como
tecnificados: procesan mas de 4,000 L de leche al dia, emplean mas de 6 personas, el
nivel de equipamiento es bueno (generalmente de acero inoxidable), aplican técnicas de

conservacion y control de calidad de materia prima (Cuadro 7).

Cuadro 7. Puntuacion resultante en la tipificacion de talleres queseros de Chipilo.

Productor Cantidad NUmero Nivel Control Manejo  Total Tipo
leche procesa empleados equipamiento  calidad leche  leche  puntos Taller

1 1 2 2 2 2 9 Tecnificado
2 0 0 0 1 0 1 Artesanal

3 0 0 0 0 0 0 Artesanal

4 2 2 2 2 0 8 Tecnificado
5 0 0 1 1 1 3 Artesanal

6 0 0 0 0 0 0 Artesanal

7 0 0 0 2 0 2 Artesanal

8 1 0 2 2 1 6 Tecnificado
9 0 0 1 2 2 5 Transicion
10 1 1 1 0 1 4 Transicion
11 1 0 1 2 1 5 Transicion
12 1 0 1 2 1 5 Tecnificado
13 0 0 0 0 0 0 Artesanal
14 2 2 2 2 1 9 Tecnificado
15 1 1 2 2 1 7 Tecnificado
16 1 1 1 2 1 6 Tecnificado
17 0 0 0 1 1 2 Artesanal
18 0 1 0 0 0 1 Artesanal
19 1 0 0 1 1 3 Transicion

El analisis de la contaminaciéon ambiental ocasionada por los talleres indica que mas de
la mitad genera un nivel medio y alto: utilizan aditivos alimentarios como leche en polvo,

manteca vegetal, sales neutralizantes, sales fundentes, conservadores y saborizantes,
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por lo que se puede afirmar que la produccién local esta perdiendo el caracter artesanal.
Sdlo el 26% de los talleres visitados mantiene un proceso rustico que genera un suero

dulce neutro poco contaminante, pero que no es aprovechado (Cuadro 8).

Cuadro 8. Puntuacién resultante en la estimacion de contaminacion ambiental
ocasionada por las queserias de Chipilo.
Productor Uso productos Cantidad Aprovecha Cantidad Total Contaminacion

quimicos Suero suero  agua utiliza puntos Ambiental

2 8 Alta
Baja
Media
Alta
Baja
Baja
Baja
Media
Baja
Media
Media
Alta
Baja
Alta
Alta
Media
Baja
Baja
Alta
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Al correlacionar ambas variables se observé que el nivel de tecnificacion tiene una
correlacion positiva con el nivel de contaminacion (r=0.74), siendo los talleres
tecnificados los que presentan un nivel mas alto de contaminacién (Figura 5) debido al
uso de productos quimicos (0=0.74) asi como de altos volumenes de agua para procesos
de limpieza (0=0.79). La cantidad de suero generado y el aprovechamiento de suero

resultaron poco significativas 0=0.53 y 0.42 respectivamente.
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Figura 5. Correlacion entre el grado de tecnificacion y el nivel de contaminacion de los talleres queseros.

2.5 Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo indican que la produccién de queso ocasiona
un nivel de contaminacién ambiental importante, por lo que es necesario fomentar el
desarrollo de este sector y en la medida de lo posible adaptar modelos exitosos y
estrategias integrales que contemplen, ademas de la valorizacion y aprovechamiento de
los subproductos de queserias, el fortalecimiento institucional, la calidad, el desarrollo

comercial, y la certificacion de origen (Cérdova y Gonaldi, 2017).

La industria quesera de Chipilo, como en muchas regiones rurales del pais, atraviesa por
una situacién desfavorable debido a la contaminacién ambiental que ocasiona, por lo que
se requiere estimular la produccién organica-artesanal sin uso de aditivos aprovechando

el lactosuero, el cual es una fuente subvalorada con potencial biotecnoldgico.

Considerando la cantidad y tipo de lactosuero que se genera y vierte, se puede concluir
que la industria quesera, al dejar su caracteristica artesanal, ocasiona un dafio ambiental
considerable, por lo que es necesario atender el problema apoyando la actividad quesera
como un centro potencial de desarrollo regional pero ofreciendo alternativas técnicas

para el aprovechamiento de los subproductos que genera.
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Las fuentes puntuales de contaminacién se localizan en los talleres tecnificados, por lo
que es donde prioritariamente se debe atender el problema llamando la atencion de las
autoridades locales y duefos de los talleres ofreciéndoles informacion, asesoria,

capacitacion y opciones técnicas.
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CAPITULO lIl. FITOTOXICIDAD DE LACTOSUEROS GENERADOS POR LA
INDUSTRIA QUESERA DE LA LOCALIDAD DE CHIPILO, PUEBLA

3.1 Resumen

El propdsito de este trabajo fue evaluar la fitotoxicidad de los principales lactosueros que
se generan en las queserias de la localidad de Chipilo, Puebla. Se midi6 la concentracion
letal (CLso) por inhibicion de la germinacion, y el efecto subletal (ESL) por disminucién
del desarrollo midiendo longitud y biomasa de plantulas de alfalfa. El experimento se
repitid en sistemas hidropoénicos utilizando vermiculita estéril como sustrato evaluando la
concentracion a la que se inhibe la emergencia de la planta (CLso), y el efecto subletal
(ESL) por disminucion del desarrollo midiendo longitud y biomasa de plantulas de maiz
de 20 dias y alfalfa de 60 dias. Se estudio el efecto de la concentracion de lactosuero al
20, 40, 60 y 80% contra un control de agua potable. Los resultados indican que el
lactosuero acido salado es mas téxico que el dulce presentando una CLso de 37 y 55%
respectivamente y un ESL significativo al 12% (p<0.05) en semillas de alfalfa. El suero
dulce resulté fitotdxico a una concentracion del 40% para plantulas de maiz, pero no para
alfalfa, observandose un efecto promotor de crecimiento a concentraciones entre el 4 y
6% en la longitud de plantulas de alfalfa y maiz (p<0.05), lo que indica que es posible

utilizar el lactosuero en aplicaciones agricolas.

3.2 Introduccidn

La contaminacién ambiental es el resultado negativo, tanto en la salud humana como en
el equilibrio ecoldgico, de la actividad productiva debida al consumo y transformacién de
la materia prima. El desarrollo econdmico y el modelo de consumo de la sociedad
humana ha llegado a niveles insostenibles, por lo que es necesario evaluar el dafio que
ciertas actividades econdmicas causan, actuar y en lo posible revertirlas (Navarro et al.,
2006).

Los bioensayos son pruebas disefiadas para complementar la informaciéon que ofrecen
las pruebas quimicas tradicionales como la demanda quimica de oxigeno (DQO) y
demanda bioldgica de oxigeno (DBO) en los estudio de toxicidad, cuyo objetivo es

estimar el impacto bioldgico potencial (toxicidad) que tiene la exposicidn de los efluentes



industriales, sean sélidos, liquidos o gaseosos, en la funcién fisiolégica de organismos
vivos (Schultz et al., 2002).

Para este fin, se han desarrollado metodologias que utilizan organismos acuaticos
(bacterias, copépodos, algas y peces), invertebrados (lombrices) y plantas. Las pruebas
de toxicidad con plantas superiores permiten estimar de manera rapida, sencilla y
econdmica, el riesgo potencial de los residuos industriales. Las variables mas
comunmente reportadas en este tipo de estudios incluyen el porcentaje de germinacion,
mediciones biométricas como la disminucion de la elongacién de la raiz y pruebas

quimicas como alteraciones en el contenido de celulosa y almidén (Tiquia y Tam, 2000).

Los bioensayos de toxicidad con semillas son pruebas estaticas de toxicidad aguda que
se realiza en 5 dias (Sobrero y Ronco, 2004). Son evidencias utiles para evaluar los
efectos del dano ambiental que ocasionan los efluentes cuando son vertidos
directamente a los campos de cultivo o en comunidades vegetales cercanas. En estas
pruebas se determina la concentracién que inhibe la germinacién del 50% de las semillas
expuestas lo que se considera como la concentracion letal (CLso) asi como la
concentracion a la que se produce un efecto significativo en el retraso del crecimiento de
la plantula (ESL).

Ademas de las pruebas realizadas in vitro, Teaca y Bodirlau (2005) proponen bioensayos
de fitotoxicidad en sistemas hidroponicos con sustrato con el objetivo de evaluar
efluentes que posiblemente tienen un efecto negativo en la aeracion de la raiz, ampliando
de esta manera la posibilidad de conocer el potencial fitotoxico de diversos efluentes y

su efecto en especies vegetales de interés comercial.

El objetivo del presente trabajo fue estimar la toxicidad y dafo potencial de los
lactosueros que se generan de manera predominante en la region de Chipilo, Puebla
durante la produccion de queso, como base para proponer estrategias para su

aprovechamiento.
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3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Condiciones experimentales

El presente trabajo se hizo en condiciones de laboratorio controlando temperatura (28
°C) y fotoperiodo (12-12) y se hizo en el periodo julio a diciembre 2015 en las
instalaciones facilitadas por el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro
de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas (CICM) Instituo de Ciencas de la
Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla (ICUAP-BUAP).

Preparacion de sueros: Se evaluaron sueros acidos salados, de la elaboracion de
quesillo, y suero dulce, de la elaboracidon de queso panela, que son los que predominan
en la region de Chipilo, Puebla. Se recolectaron justo antes de hacer la descarga al
drenaje en el taller “Lacteos Galeazi”. Se almacenaron en frascos Schott de 1 L y se
conservaron a 4 °C en un tiempo no mayor a 24 horas. Los sueros se calentaron a 20
°C, y para caracterizarlos se determin6é su pH y acidez (AOAC, 1995) por triplicado,
utilizando un potenciometro Hanna 2010. Posteriormente, se diluyeron al 20, 40, 60, 80

y 100% con agua destilada estéril y se almacenaron en tubos Falcon de 50 mL.

Preparacion de material biolégico: Por su nivel y homogeneidad de respuesta, en los
estudios de fitotoxicidad se utiliza como especie bioldgica a la lechuga (Lactuca sativa)
(Sobrero y Ronco, 2004). Sin embargo, en este trabajo se utilizaron semillas de alfalfa
(Medicago sativa L.) y maiz (Zea mays L.) considerando que son las principales especies
que se utilizan en la produccion de forrajes para alimentacion de ganado lechero en la
region de estudio. Las semillas se compraron con abastecedores locales, se
seleccionaron por su forma y tamafo y se almacenaron en ambiente seco, obscuridad y
temperatura ambiente utilizando frascos herméticos. Para este experimento se utilizaron
semillas sin esterilizar, y se evaludé la germinacion en comparaciéon a un control de
semillas regadas con agua.

Primera etapa: Determinacion de la concentracion letal de lactosuero acido y dulce en
semillas de alfalfa. Los tratamientos a evaluar para determinar la concentracion letal

fueron diluciones de lactosuero dulce y acido en el rango 20-80% (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Tratamientos evaluados para determinar la concentraciéon de lactosuero
acido y dulce en semillas de alfalfa.

Tratamiento Abreviatura  Descripcion cajas semillas/caja
1K Control 0% Control agua potable 3 10
T2 D 20% Lactosuero dulce al 20% 3 10
T3 D 40% Lactosuero dulce al 40% 3 10
T4 D 60% Lactosuero dulce al 60% 3 10
T5 D 80% Lactosuero dulce al 80% 3 10
T6 A 20% Lactosuero acido salado al 20% 3 10
T7 A 40% Lactosuero acido salado al 40% 3 10
T8 A 60% Lactosuero acido salado al 60% 3 10
T9 A 80% Lactosuero acido salado al 80% 3 10

Una vez preparadas las diluciones de los lactosueros a evaluar y el control con agua
potable estéril, se colocd en cada caja Petri un disco de papel filtro Whatman No.3 y se
saturé con 5 mL de cada dilucidn. Con una pinza esterilizada se colocaron 10 semillas
de alfalfa por caja y por dilucion (3 cajas por dilucion), separandolas para permitir su
desarrollo. Las cajas se envolvieron en plastico negro y se incubaron a 20£2 °C durante
120 horas (Wang, 1987; Navarro et al., 2006). Para cada caja se contabilizé el numero
de semillas germinadas y se grafico el porcentaje de éstas contra la concentracion de
cada suero, y se interpol6 el valor que produce la inhibicidn de la germinacion en el 50%
de la poblacion. El experimento se hizo 2 veces, con sueros de diferente lote y en fechas
diferentes.

Segunda etapa: Determinacion de la concentracion subletal de lactosuero dulce en
semillas de alfalfa. El experimento se hizo modificando la concentracion de lactosuero
en diluciones menores al 20% por comparacion de la disminucion de biomasa, expresada
en peso seco, longitud total y longitud de la radicula con respecto al control de agua
potable para determinar la concentracion a la cual se produce un efecto subletal
significativo conforme al método descrito por Tiquia y Tam (2000). Se considerd que
habia un efecto subletal significativo cuando la comparacién de medias entre cada
tratamiento contra el control resultdé estadisticamente significativa segun la prueba t-
Student (p<0.05).

Tercera etapa: Determinacion de la concentracion letal de lactosuero dulce en plantulas

de maiz y alfalfa. Se determiné la concentracion a la cual hay una inhibicion del 50% en
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la emergencia de plantulas de alfafa (60 dias) y maiz (20 dias). Los tratamientos

evaluados se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Tratamientos evaluados para determinar la concentracion letal de
lactosueros dulce en plantulas de alfalfay maiz.

Tratamiento Descripcion Plantulas
T Control agua potable en alfalfa 50
T2 Lactosuero al 20% en alfalfa 50
T3 Lactosuero al 40% en alfalfa 50
T4 Lactosuero al 60% en alfalfa 50
T5 Lactosuero al 80% en alfalfa 50
T6 Control agua potable en maiz 10
T7 Lactosuero al 20% en maiz 10
T8 Lactosuero al 40% en maiz 10
T9 Lactosuero al 60% en maiz 10
T10 Lactosuero al 80% en maiz 10

Una vez preparadas las diluciones de los lactosueros a evaluar y el control con agua
potable estéril, se prepard un germinador de unicel con vermiculita estéril como sustrato
en el cual se sembraron 10 semillas de alfalfa por pozo asignando 5 pozos para cada
tratamiento. Paralelamente se prepararon tubos Falcon de 50 mL con 30 mL de
vermiculita estéril y se sembrd una semilla de maiz por tubo con 10 repeticiones por
tratamiento. El material se puso en condiciones de invernadero (20+4 °C con fotoperiodo
12-12) y se regd con 5 mL de cada uno de los tratamientos por unidad experimental
durante 20 dias para el caso de maiz, y 60 para la alfalfa. Se contabilizé el numero de
plantulas emergidas, se graficé el porcentaje de éstas contra la concentracion de cada
suero, y se interpol6 el valor que produce la inhibicion de la emergencia en el 50% de la
poblacion.

Cuarta etapa: Determinacion de la concentracion subletal de lactosuero dulce en
plantulas de alfalfa y maiz. El experimento se hizo modificando la concentracion de
lactosuero en diluciones menores al 20% por comparacion de la disminucién de biomasa,
expresada en peso seco, longitud total y longitud de la raiz con respecto al control de
agua potable para determinar la concentracién a la cual se produce un efecto subletal
significativo conforme al método descrito por Tiquia y Tam (2000). Se considerd que

habia un efecto subletal significativo cuando la comparacién de medias entre cada
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tratamiento contra el control resultdé estadisticamente significativa segun la prueba t-
Student (p<0.05).

3.3.2 Disefio experimental

En los cuatro experimentos realizados se utilizé6 un disefio experimental completamente
al azar (DECA) evaluando en la primera etapa el LCso en semillas de alfalfa del lactosuero
dulce y acido en diluciones entre el 0 y 100%. Cada dilucién (tratamiento) se evalud por
triplicado resultando un total de 36 cajas o unidades experimentales de medicion. En la
segunda etapa se determin¢ el efecto subletal del lactosuero dulce en semillas de alfalfa
en diluciones entre el 0 y 20%. Cada tratamiento se evalud por triplicado (18 unidades
de medicion). En la tercera etapa se determiné el LCso en plantulas de maiz y alfalfa del
lactosuero dulce en diluciones entre el 0 y 100% (10 plantulas de maiz y 30 de alfalfa por
dilucion), y en la cuarta etapa el efecto subletal de lactosuero dulce en plantulas de alfalfa
y maiz en diluciones entre el 0 y 10% (10 plantulas de maiz y 30 de alfalfa por dilucion).
Las unidades técnicas de medicion fueron las semillas germinadas (porcentaje), y el

crecimiento (peso seco, longitud total y longitud de radicula).

3.3.3 Andlisis estadistico de resultados

Los resultados de germinacion y emergencia para determinar la concentracion letal se
analizaron graficamente obteniendo la concentracion a la cual el 50% de la poblacion no
germind o no emergio. Se considerd que habia efecto subletal cuando la diferencia de
biomasa (peso seco o longitud) fue estadisticamente menor que el control aplicando la
prueba de comparacion de medias de t-Student a un nivel de significancia del 95%
(p<0.05). Para lograr que el coeficiente de variacion se mantuviera por debajo del 30%
se elimind, cuando fue necesario un par de datos (maximo y minimo). Se emplearon los

paquetes estadisticos de Excel y SAS (2004).

3.4 Resultados y discusién

Caracterizacion de lactosueros. El analisis quimico realizado a los sueros utilizados en
el experimento resultdé similar a los reportados por Guerrero et al. (2012) para el

lactosuero acido, y por Panesar et al. (2010) para el dulce. El primero presenta una mayor
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acidez por la fermentacion que ocurre antes de ser procesado. Este suero acido con
sales, cuyo pH fue de 5.41 £0.3 y acidez de 38+0.6 °Dornic, proviene de la elaboracién
de quesillo, requesoén y queso ranchero. Contiene cloruro de sodio y calcio dependiendo
del tipo de producto que se elabora y que se afade para mejorar la consistencia del
cuajado, como saborizante y como conservador. También contiene acidos producidos
por actividad microbiana natural, sales alcalinas neutralizantes y acido acético utilizado
para precipitar las lactoalbuminas. El segundo suero, que se genera como subproducto
de la elaboracién de queso fresco (aro y panela) el cual se le conoce como dulce por no
tener sales anadidas y bajas concentraciones de cloruro de calcio, tuvo un pH cercano
al neutro (6.8 +£0.3) y baja acidez (19+0.5 °Dornic).

Primera etapa: Determinacién de la concentracion letal de lactosuero acido y dulce. La
germinacion de las semillas en el T1 fue de 83.5%, por lo que se restd 16.5% a cada uno
de los valores obtenidos para los demas tratamientos. El suero acido salado present6 un
efecto letal significativo (muerte de mas del 50% de las semillas) en la dilucion del 37%

que indica una toxicidad alta si se compara con el valor del suero dulce sin sal, que fue
del 55% (Figura 6).
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Figura 6. Toxicidad de lactosueros dulce y acido en la germinacion de semillas de alfalfa.
Valores corregidos considerando que el control presenté 83.5 % de germinacion. (n>30).

La toxicidad del suero acido salado puede explicarse, ademas del bajo pH, por la

presencia de cloruro de sodio. Dantas et al. (2005) demostraron un efecto fisiolégico
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adverso en semillas de alfalfa expuestas a estrés salino. Los resultados obtenidos en
este trabajo coinciden con los reportados por Laynez-Garsaball, et al. (2008), quienes
observaron una disminucion de la germinacion por efecto del aumento del potencial
osmotico ejercido por el NaCl y la inhibicion total de la germinacion en altas
concentraciones de sal (Porta et al., 1999). Dantas et al. (2005) estudiaron el efecto del
cloruro en la absorcion y germinacion de semillas, encontrando que ademas de la
acumulacion de cloruro, hay una disminucién de la absorcién de agua, afectando la tasa
de emergencia. Los autores concluyeron que la concentracion de sal reduce el numero
de semillas germinadas y retarda el proceso fisiolégico de la germinacion, lo que

concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.

No se encontraron trabajos similares sobre la evaluacién de efluentes de queseria, sin
embargo, en trabajos realizados por Laynez-Garsaball et al. (2008) con diversos tipos de
sales en alfafa y maiz, encontraron que hay un efecto fitotéxico, por lo que se deduce
que la toxicidad del lactosuero es debida principalmente al contenido de sales, lo que
explica la diferencia observada entre la fitotoxicidad del suero dulce y acido salado. En
un trabajo publicado por Laynez-Garsaball et al. (2008) se demuestra el efecto fitotoxico
de diversas sales en el desarrollo de plantas de alfalfa y maiz. Por otra parte se puede
asumir que la lactosa y el acido lactico, al reaccionar con el sodio y potasio presentes en
el suero ocasionan un efecto similar al producido por diversos iones como NaCl, KClI,
Na2S04 0 K2SO4 evaluados por Llanes et al. (2005), por lo tanto se puede asumir que la
toxicidad se debe a la alteracion de las membranas plasmaticas al permitir la entrada de
iones externos y la salida de los solutos internos de las células de las plantas (Allen et
al., 1995). Los iones presentes en el suero de leche también pueden causar
endurecimiento de las paredes celulares, afectando el crecimiento de la plantula
(Mahdavi y Modarres, 2007).

Segunda etapa: Determinacion de la concentracion subletal de lactosuero dulce en
semillas de alfalfa. Ademas de presentar toxicidad a una concentracion del 55%, el suero
dulce presentd un efecto subletal a concentraciones del 12 %, diferencias significativas

(p<0.05) entre la longitud total de los germinado y de los hipocétilos de 10 dias tratados

65



con lactosuero a esta concentracién en comparacion al control (Figura 7a'y 7b), aunque
no se observaron efectos en la biomasa total.
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Figura 7: Efecto subletal de lactosuero dulce en la longitud total (a) y longitud del hipocétilo (b) de germinados de
alfalfa de 10 dias (n=30).
Letras diferentes en paréntesis indican diferencia significativa entre control (0) y tratamientos (t-Student p<0.05).
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Figura 8. Efecto subletal de lactosuero dulce en la biomasa total de germinados de alfalfa de 10 dias (n=30).
Letras diferentes en paréntesis indican diferencia significativa entre control (0) y tratamientos (t-Student p<0.05).

Navarro et al. (2006) reportan la inhibicidn en el crecimiento de hipocétilos de semillas
de achicoria, lechuga y escarola expuestas a efluentes neutralizados de industrias
citricolas y vitivinicolas diluidos al 103. Si comparamos este valor con el obtenido en la
etapa 2 del presente experimento, en el cual se observd inhibicion del desarrollo del
hipocotilo a una concentracion del 12% (10"), entonces podemos afirmar que el

lactosuero dulce tiene una toxicidad baja.

66



Tercera etapa: Determinacién de la concentracién letal de lactosuero dulce en plantulas
de maiz y alfalfa (Figura 9). La concentracién letal para maiz se obtuvo a una
concentracion del 40% y no se obtuvo letalidad en alfafa (Figura 8), lo que indica que
esta especie es mas tolerante al lactosuero dulce que el maiz, por lo que se deduce que
el uso de lactosuero dulce puede ser utilizado con seguridad para el riego de alfalfa. Al
respecto, diversos autores como Wang (1987) y Navarro et al. (2006) reportan
diferencias de tolerancia a la toxicidad de diferentes substancias, siendo la lechuga una
de las especies mas utilizadas en este tipo de estudio por su alta sensibilidad. La
tolerancia de la alfalfa se puede explicar por ser una semilla mas resistente a pH bajo,
como ha sido reportado por Marini et al. (2011) quienes encontraron que la alfalfa puede
crecer de manera optima entre pH 5 y 6, pero que puede tolerar valores de pH aun mas
bajos, mientras que el pH Optimo de crecimiento de maiz es de 6 a 7.2 y presenta

inhibicion de crecimiento en valores de pH menores a 5 (Aldrich y Long 1994).
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Figura 9. Toxicidad de lactosuero dulce en la emergencia de plantulas de maiz (n=10) y alfalfa (n=30).

Cuarta etapa: Determinacién de la concentracién subletal de lactosuero dulce en
plantulas de alfalfa y maiz. El suero dulce no present6 efecto subletal a una
concentracion menor al 10%, ni en plantulas de maiz ni en alfalfa, como se muestra en
las Figuras 3.9 y 3.10 y se observd un efecto benéfico a una concentracién del 4 y 6%

para maiz (Figura 10a), y entre el 2 y 8% para alfalfa (Figura 11a) observandose un
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incremento significativo de la longitud del vastago (parte aérea) de la plantula con

respecto al control (p<0.05).
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Figura 10. Efecto subletal de lactosuero dulce en la longitud (a) y biomasa (b) de plantulas de maiz de 45 dias (n=10).

Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (t-Student p<0.05).
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Figura 11. Efecto subletal de lactosuero dulce en la longitud (a) y biomasa (b) de plantulas de alfalfa de 60 dias
(n=30).
Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (t-Student p<0.05).

Las diferencias observadas entre los experimentos in vitro e hidropénicos, demuestran
que es menor la fitotoxicidad para la alfalfa que para el maiz, y que en ambas especies
el lactosuero es mas toxico en las etapas tempranas del desarrollo, por lo que no seria

recomendable aplicar lactosuero en esa etapa de desarrollo.
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3.5 Conclusiones

De acuerdo a la caracterizacién quimica realizada, se encontré que los principales sueros
que se generan en Chipilo Puebla son dulce y acido-salado. El primero es el que mayor
potencial de uso biotecnoldgico presenta, ya que tiene una toxicidad baja (CLso de 55%)
aunque se determino que a una concentracion del 12% presenta un efecto negativo en
el crecimiento de germinados de alfalfa de 10 dias, por lo que sélo se podria recomendar
su uso diluido al 10% o menos, a esa concentracion no se observaron efectos de
inhibicion de crecimiento, por lo que es seguro utilizarlo en aplicaciones agricolas,
aunque no se recomienda utilizarlo en etapas tempranas de desarrollo ni en maiz ni

alfalfa.

Por su parte, el suero acido salado presenté una fitotoxicidad alta (37%) lo que lo hace
menos apto para aprovecharlo via biotecnoldgica y no recomendable para utilizarlo en

aplicaciones agricolas.
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CAPITULO IV. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA, MICROBIOLOGICA Y
FITOTOXICA DE LACTOFERMENTOS ELABORADOS EN FERMENTACIONES
AEROBICAS, ANAEROBICAS, CON AGITACION Y SIN AGITACION.

4.1 Resumen

Con la finalidad de aprovechar subproductos agroindustriales en la elaboracién de
biopreparados e inoculantes para uso agricola, en este trabajo se probd la eficiencia de
bacterias acido lacticas (BAL) comerciales liofilizadas y la levadura Kluyveromyces
marxianus, de manera individual y en consorcio, para fermentar lactosuero. Se evaluaron
procesos fermentativos en condiciones aerdbicas, anaerdbicas, con y sin agitacion,
evaluando la disminucion de pH, acidez titulable, capacidad amortiguadora y contenido
de microorganismos viables a las 12, 24 y 36 horas de fermentacién. Se aplico un disefio
experimental completamente aleatorizado (DECA) con tres repeticiones por tratamiento.
Posteriormente, se evalu6 el efecto de cada lactofermento en la germinaciéon de 30
semillas axénicas de alfalfa (Medicago sativa). Los mejores resultados se obtuvieron con
el lactofermento elaborado con el consorcio BAL-K. marxianus en fermentacién estatica
anaerobica con una disminucién de pH de 6.80 a 5.32, produccion de acidos organicos
de 4.15 gL', aumento en la capacidad amortiguadora de 0.6 a 0.83 meq NaOH vy
contenido de microorganismos viables de 6.93 Logio UFC mL" a las 36 horas de
fermentacion. La germinacion de la semilla de alfalfa inoculada con el lactofermento BAL-
K. marxianus fue de 81.4%, presentdé un incremento del 29% en peso seco y 41% de
longitud con respecto al control de suero sin inocular (p<0.05). Estos resultados son de
interés en el diseno de biofertilizantes e inoculantes de bajo costo aprovechando
subproductos agroindustriales y para establecer las mejores condiciones fermentativas

para su produccion.

4.2 Introduccion

En México, como en el resto del mundo, el lactosuero, subproducto que se genera
durante la produccion de queso, ocasiona un considerable impacto cuando se vierte sin
control al ambiente, ademas de que se desaprovecha una rica fuente de nutrientes dado
su contenido en azucares, proteinas, vitaminas y minerales (Londofio et al., 2010). El

lactosuero requiere de una alta cantidad de oxigeno para ser degradado por lo que se le



considera como un residuo no peligroso pero de riesgo ambiental (Miranda et al., 2007;

Araujo et al., 2013), por lo que es necesario buscar opciones para su aprovechamiento.

Diversos autores proponen su fermentacion con microorganismos eficientes y su uso
como biofertilizante. Se les conoce como lactofermentos y se han reportado beneficios
en nutricion vegetal y control biolégico (Obregdn, 2000; Pacheco, 2003). Con estos
lactofermentos, se aprovecha, ademas de los nutrientes del lactosuero, los metabolitos
que se producen durante su fermentacion, principalmente acidos organicos y vitaminas
que contribuyen a la promocién del desarrollo de las plantas. La técnica descrita propone
el uso de bacterias acido lacticas con o sin levaduras de panificacién, sin embargo no se
considera el uso de cepas especializadas en la degradacion de lactosa, como es el caso
de K. marxianus (Llerena y Diaz, 2017).

Estudios previos demuestran la efectividad del uso de consorcios de bacterias acido
lacticas (BAL) y levaduras de la leche en comparacion con cepas individuales para la
fermentacién de lactosuero (Plessas et al., 2008) pero no hay estudios sobre el
aprovechamiento de dicha sinergia en aplicaciones agricolas, por lo que el objetivo de
este trabajo fue seleccionar lactofermentos y procesos fermentativos con base en
caracterizacion fisicoquimica- microbioldgica y fitotoxicidad. Por otra parte se evaluaron
diferentes tipos de fermentacién asi como la eficiencia de bacterias lacticas de manera
individual o en consorcio con levaduras, para aprovechar el lactosuero en la elaboracion

de biopreparados e inoculantes y su efecto en la germinacion de alfalfa (M. sativa L.).

4.3 Materiales y métodos
4.3.1 Condiciones experimentales

El presente trabajo se hizo en condiciones de laboratorio controlando la composicion del
lactosuero asi como la ausencia de antibidticos. Se hizo en el periodo enero a marzo
2015 en las instalaciones facilitadas por el Laboratorio de Ecologia Molecurlar Microbiana
del CICM, ICUAP.

Suero: Se obtuvieron 2 L de suero a partir de la elaboraciéon de queso fresco con leche

en polvo Dairy Gold® al 13 % en agua destilada con Cuajo Cuamex®.y se ajustd la
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concentracion de lactosa al 4% con un analizador automatico Lactoscan SLP 60. Al suero

se le adiciond 2% de sacarosa (p/v) como fuente adicional de carbono.

Cepas microbianas: Se utilizaron cepas comerciales liofilizadas de bacterias acido
lacticas (Choozit®) y la levadura Kluyveromyces marxianus (CDBB-L-836) suministrada
por la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV.
Las BAL y K. marxianus se activaron en 50 ml de medio MRS (de Man Rogosa Sharpe)
Difco® y LB (Luria Bertani), respectivamente a 37 °C durante 24 horas en matraz
Erlenmeyer de 250 mL en condiciones estériles. Los medios fueron inoculados con ayuda
de un asa de siembra, a partir de colonias frescas crecidas de cultivos gelificados
(Panesar et al., 2010). Las células microbianas crecidas hasta fase estacionaria en el
medio liquido fueron centrifugadas a 3,500 rpm durante 10 minutos y su densidad 6ptica
se ajustd con agua destilada estéril, usando un espectrofotometro, a 0.5+0.2 y a una
longitud de onda de 600 nm. Las cepas se refrigeraron a 4 °C y antes de ser inoculadas
se activaron en 50 mL de lactosuero contenidos en un matraz de 125 mL en agitacion

orbital durante 4 horas.

Fermentaciones. El lactosuero se dividid en cuatro lotes, el primero se inocul6 al 5% (v/v)
con las BAL, el segundo con K. marxianus al 5% (v/v), el tercero con la mezcla de ambos
en partes iguales al 5% (v/v) y el cuarto se utilizé como control sin inocular. Cada lote se
subdividié para realizar fermentaciones en condiciones aerobicas y anaerdbicas con y

sin agitacién, conforme se describe en el Cuadro 11.

Todas las fermentaciones se incubaron a 30 °C. Las fermentaciones agitadas se
colocaron en un agitador orbital Shaker Thermo Scientific MAX Q 4000 a 200 rpm. Las
fermentaciones aerdbicas estaticas se realizaron en tubos Falcon de 15 mL con tapén
de algodon y 13 mL de lactosuero. Las fermentaciones aerdbicas con agitacion, se
realizaron en tubos Falcon de 50 mL con tapon de algoddn y 13 mL de lactosuero y las
fermentaciones anaerdbicas, estaticas y agitadas, en tubos Falcon de 15 mL con tapon
rosca con 13 mL de lactosuero. A todos los tratamientos se les realizaron mediciones al
inicio, 12, 24 y 36 horas de pH y acidez por titulacion potenciométrica expresada como
acido lactico (AOAC, 1995), intercambio catidnico expresada como capacidad

amortiguadora (CA) en mEq de NaOH mL-" a partir de las curvas de titulacion (Levic et
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al., 2005), para lo cual se utilizé un potencidmetro PH120 Conductronic. Se analiz6 el
contenido de microorganismos viables, expresado en Logio UFC mL™" por el método de
sellado masivo en placa por diluciones seriadas (Corral-Lugo et al., 2012). Se utiliz6 el

medio nutritivo LB y se incub6 a 20 °C por 24 horas.

Cuadro 11. Tratamientos realizados para evaluar efectividad de cepas y
condiciones en la fermentacidén de lactosuero.

Tratamiento  Abreviatura Descripcion

™ Contr-An-Ag Sin inoculo anaerobio agitado

T2 Contr-An Est Sin indculo anaerobio estatico

T3 Contr-Aer-Est Sin indculo aerobio estatico

T4 Contr-Aer-Ag Sin indculo aerobio agitado

T5 Bal-Kluy-An-Ag BAL-K. marxianus anaerobio agitado
T6 Bal-Kluy-An Est BAL-K. marxianus anaerobio estatico
T7 Bal-Kluy-Aer-Est BAL-K. marxianus aerobio estatico
T8 Bal-Kluy-Aer-Ag BAL-K. marxianus aerobio agitado
T9 Kluy-An-Ag K. marxianus anaerobio agitado

T10 Kluy-An Est K. marxianus anaerobio estatico

LK Kluy-Aer-Est K. marxianus aerobio estatico

T12 Kluy-Aer-Ag K. marxianus aerobio agitado

T13 Bal-An-Ag BAL anaerobio agitado

T14 Bal-An Est BAL anaerobio estatico

T15 Bal-Aer-Est BAL aerobio estatico

T16 Bal-Aer-Ag BAL aerobio agitado

BAL: Bacterias acido lacticas

En una segunda etapa del experimento se evalud la fitotoxicidad de los lactofermentos
obtenidos conforme al método descrito por Tiquia y Tam (2000) en semillas de alfalfa
expuestas una hora a cada tratamiento diluido en agua destilada estéril en proporcién
1:4, en comparacién con un control de lactosuero sin fermentar. Por duplicado se
colocaron 10 semillas por caja Petri en disco de papel filtro Watman 30 humedecido. Las
cajas se sellaron con papel parafim para mantener una humedad constante y se
incubaron a 30 °C durante 5 dias para evaluar porcentaje de germinacion, longitud del

germinado y peso seco por tratamiento.
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4.3.2 Disefio experimental

Tanto para la caracterizacion fisicoquimica de los lactofermentos como para las pruebas
de fitotoxicidad se aplicé un disefio experimental completamente al azar (DECA). En la
caracterizacion se consideré como tratamiento a cada una de las combinaciones de tipo
de fermentacion (aerobio o anaerobio), (agitado o estatico) y la combinacién de cepas
(individuales y en consorcio), resultando un total de 16 tratamientos, Como unidad
experimental se considerd cada tubo con lactosuero con y sin indculo. Las pruebas se
hicieron por triplicado en 4 tiempos resultando un total de 192 unidades experimentales.
Las variables de respuesta fueron el pH, acidez, capacidad de amortiguamiento y
contenido de microorganismos viables. La evaluacion de fitotoxicidad de los
lactofermentos se hizo sdélo con los tratamientos que destacaron por sus propiedades
fisicoquimicas. Se utilizaron 2 cajas Petri por tratamiento y un control de agua potable
con 10 semillas de alfalfa. La unidad experimental de medicion fue cada caja Petri, y se
seleccionaron solo los tratamientos que presentaron un efecto superior al control (suero

sin inocular).

4.3.3 Anédlisis estadistico de resultados

Se hicieron comparaciones de medias con la prueba de t-Student a un nivel de
significancia del 95% (p<0.05) después de comprobar que por lo menos uno de los
tratamientos resultd diferente en la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) para
determinar las mejores condiciones fermentativas asi como los tratamientos que no

resultaron fitotoxicos. Se utilizé Excel y el paquete estadistico SAS (2004).

4.4 Resultados y discusion

Analisis fisicoquimicos del lactosuero. Una vez ajustada la concentracion de lactosa del
suero a 4% con el Lactoscan, los valores de sélidos no grasos, grasa y proteina final
fueron 0.32%, 0y 2.63% respectivamente. Ademas se obtuvo un pH de 6.76+0.01, acidez
de 0.354+0.07 y una capacidad de amortiguamiento de 1.401+£0.12 que corresponden a

un suero dulce bajo en acidez (Miranda et al., 2009).
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En este trabajo se consideré como eficiencia fermentativa a la disminucién de pH en el
menor tiempo asociada a la maxima produccién de acidos organicos y aumento en la

capacidad de amortiguamiento.

Se observé que la inoculacién de lactosuero con BAL y BAL -K. marxianus produce un
efecto benéfico en las primeras 12 horas de fermentacion en comparacién con el
lactosuero sin inocular (p<0.05) reduciendo el pH hasta en 0.8 unidades, es decir, de
6.37 en suero sin inocular, hasta 5.55 en suero inoculado en condiciones anaerdbicas

estaticas (Cuadro 12).

Cuadro 12. Acidificacion (pH) de lactofermentos inoculados con cepas
individuales y en consorcio en 36 horas en fermentacidon anaerdbica estética.

Unidades de pH
Inoculante\Tiempo(h) 0 12 24 36
Suero sin inocular 6.83+£0.06 6.37+£0.06c 5.74+0.20° 5.15+0.102
BAL 6.83£0.06 5.65+0.032 5.66+0.102 5.21+0.172
BAL-K. marxianus 6.83+£0.06 5.55+0.052 5.40+0.0022 5.32+0.032
K. marxianus 6.83+£0.06 6.02+0.03> 5.59+0.092> 5.06+0.072

Letras distintas en misma columna indican diferencia significativa n=3 (t-Student p<0.05).
BAL: Bacterias acido lacticas.

La disminucion del pH es una respuesta deseada en la fermentacion de lactosuero (Cury
et al., 2014). En este trabajo se obtuvo una disminucion significativa del pH alas 12y 24
horas, utilizando los consorcios BAL-K. marxianus en comparacién con el suero sin
inocular, suero inoculado con K. marxianus o con BAL (p<0.05), lo que puede contribuir
a la inhibicién de patogenos y solubilizacién de fosfatos. Los valores obtenidos a las 36
horas no fueron mejores al control ni tan bajos como los reportados por Miranda et al.
(2009) de 4.37 o por Londono, et al. (2010) de 3.51 a los 20 dias, lo que puede ser
explicado por el poco tiempo de fermentacién, mientras que la similitud de pH entre el
suero sin inocular y los inoculados a las 36 horas puede ser explicado por la

descomposicion natural del lactosuero (cambios fisicoquimicos y enzimaticos).

A las 12 horas se observo eficiencia en la produccion de acidos organicos con la
inoculacion de BAL en condiciones anaerdbicas estaticas con un incremento superior al

50% con respecto al control (4.44 gL-' de acidos organicos contra 2.56 del suero sin
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inocular) (p<0.05). A las 24 horas se observo eficiencia en la produccion de acidos
organicos cuando K. marxianus trabajé de manera aislada con un incremento del 19%
con respecto al control (4.37 gL' de acidos organicos contra 3.66 del suero sin inocular)
(p<0.05) (Cuadro 13), pero a las 36 horas ya no se observaron diferencias contra el suero

sin inocular.

Cuadro 13. Produccion de acidos organicos en lactofermentos inoculados con
cepas individuales y en consorcio durante 36 horas en fermentacion
anaerdbica estatica.

Acidez (gL' Acido lactico)

Inoculante\Tiempo(hrs) 0 12 24 36

Suero sin inocular 2.164£0.15 2.56+0.27° 3.66+0.16> 4.81+0.1120
BAL 2.164£0.15 4.44+0.242 3.85+0.4720 3.91+0.48¢
BAL-K.marxianus 2.164£0.15 4.05+0.242 4.11£0.002 4.14+0.20bc
K. marxianus 2.164£0.15 2.94+0.06® 4.37+0.17a 5.49+0.272

Letras distintas en misma columna indican diferencia significativa n=3 (t-Student p<0.05).
BAL: Bacterias acido lacticas.

La produccion de acido lactico es de particular interés en este trabajo considerando que
ademas de servir como nutriente vegetal, participa en el aprovechamiento de fosfatos,
ya sea solubilizandolos o atrapando al calcio y aluminio que interfieren con su asimilacién
(Rashid et al., 2004). En este sentido se esperaria que el aumento en la produccién de
compuestos organicos con capacidad amortiguadora a mayor tiempo de fermentacion
genere compuestos utiles en la quelacion de cationes, y por lo tanto en la nutricién de
las plantas. La maxima acidez obtenida en este trabajo (5.45 gL™') es aceptable
considerando el poco tiempo de fermentacién (36 horas) en comparacion con el
reportado por Londoiio et al. (2010) que fue de 7 gL'y por Plessas et al. (2008) de 8.75

gL, para fermentacion de suero en 120 horas.

La maxima produccidon de compuestos amortiguantes se observd en lactosuero
inoculado con K. marxianus a las 12, 24 y 36 horas lograndose incrementos hasta del
25% con respecto al suero sin inocular en condiciones anaerdbicas estaticas (de 1.09

meq en comparacion a 0.93 del suero sin inocular) (p<0.05) (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Produccion de compuestos con capacidad amortiguadora en
lactofermentos inoculados con cepas individuales y en consorcio durante 36 horas
en fermentacion anaerodbica estética.

Capacidad amortiguadora (Meq NaOHmL-)

Inoculante\Tiempo(hrs) 0 12 24 36

Suero sin inocular 0.60+0.03 0.61£0.05¢ 0.82+0.04> 0.93£0.01>
BAL 0.604£0.03 1.07+0.102 0.84+0.142> (0.74+0.07¢
BAL-K.marxianus 0.604£0.03 0.81+0.03> 0.86+0.002> 0.83+0.05bc
K. marxianus 0.60£0.03 0.70+0.00° 1.03+0.022 1.09+0.082

Letras distintas en misma columna indican diferencia significativa n=3 (t-Student p<0.05).
BAL: Bacterias acido lacticas.

La inoculacién de semillas de alfalfa con lactofermentos de 36 horas presentd un efecto
benéfico en el desarrollo de los germinados con incrementos del 40% en biomasa (peso
seco y longitud) en comparacion al suero sin inocular (0.88 g contra 0.60 y 1.98 cm contra
1.13 respectivamente), pero no se observaron mejorias con la adicion de la levadura K.

marxianus en la preparacion del lactofermento (p<0.05) (Figuras 12y 13).
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Figura 12. Efecto de lactofermentos anaerobiso estaticos con cepas lacticas individuales y en consorcio en el
desarrollo de germinados de alfalfa de 10 dias. (a) peso seco y (b) longitud total (n=20).

Inoc: inocular. Letras distintas entre columnas indican diferencia significativa (t-Student p<0.05). BAL: Bacterias acido
lacticas.

Diversos investigadores demuestran en sus trabajos la importancia y ventajas de utilizar
consorcios microbianos para aumentar los rendimientos en la fermentacién de lactosa
asi como para la obtencion de metabolitos que no se podrian obtener con cepas puras

(Botes et al., 2007; Paramithioti et al., 2006; Plessas et al., 2008). Por su parte, Matsui
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(2009) observé que las BAL en consorcio con levaduras como Saccharomyces sp. y
Schizosacharomyces sp. son mas eficientes en condiciones anaerdbicas para la
descomposicidn de residuos organicos ricos en carbohidratos, como es el caso del
lactosuero. En general se observaron mejoras con la inoculacién de microorganismos
benéficos para la fermentacién de lactosuero y la promocién del desarrollo de
germinados de alfalfa, pero no se observaron ventajas de inocular el consorcio BAL-K.
marxianus en comparacion con las BAL solas. Estos resultados difieren con aquellos
reportados por los autores citados, por lo que se sugiere realizar nuevas investigaciones
en fermentacion mas prolongadas.

No obstante que no se observaron diferencias entre lactofermentos elaborados con o sin
K. marxianus, si se observaron mejorias en cuanto al porcentaje de germinacion (la
germinacion se incremento del 67 al 81% con el uso de lactofermentos inoculados Figura
14), asi como una respuesta mas homogénea en la produccion de biomasa,
disminuyéndose de manera deseable el coeficiente de variacion del 22 al 15% (p<0.05)
(Figura 15). Es importante mencionar que todos los tratamientos mostraron un efecto
subletal significativo en peso seco (biomasa) (p<0.001) con respecto al control de agua
potable por lo que sera necesario hacer mas estudios sobre su efecto en planta y las

concentraciones optimas de su aplicacion.
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Figura 13. Efecto de lactofermentos anaerobios estaticos con cepas lacticas individules y en consorcio en la
germinacion (a) y produccion de materia seca (b) de germinados de alfalfa de 10 dias (n=20).
Inoc: inoculados; BAL: Bacterias acido lacticas.
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Al analizar el comportamiento cinético de disminucion de pH, produccion de acidos
organicos y capacidad amortiguadora de las fermentaciones con BAL y BAL-K.
marxianus en condiciones anaerébicas estaticas, se observd una optimizacién del
proceso en las primeras 12 horas en comparacion con lactosuero sin inocular en las

mismas condiciones (p<0.05) (Figuras 4.3 a, by c).
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Figura 14. Cinética de pH (a), acidificacién (b), capacidad amortiguadora (c) y crecimiento microbiano (d) en
lactosuero anaerobico estatico inoculado con cepas lacticas individuales y en consorcio (n=4). BAL: Bacterias
acido lacticas.

El contenido de microorganismos viables reportados por Londofio et al., 2010 y Miranda
et al., 2007, para la elaboracién de productos fermentados a base de lactosuero fue
similar a los obtenidos en este trabajo (del orden de 6 a 7 Log1o UFC mL-"). Con respecto
a las curvas de crecimiento microbiano se pudo observar que cuando la inoculacion del

suero se hizo sélo con BAL hay una tendencia mas clara al crecimiento que cuando se
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utiliza el consorcio BAL-K. marxianus, cinética que presenta fluctuaciones que pueden
ser explicadas por la relacion de inhibiciéon y sinergia que se da entre ambas cepas
(Figura 14d).

La inoculacion de semillas de alfalfa con lactofermentos obtenidos a las 36 horas, bajo
diferentes condiciones (aerobiosis, anaerobiosis, con y sin agitacion), presenté efectos
positivos en el desarrollo de semillas de alfalfa. Sobresalieron de manera significativa
aquellos que se prepararon con BAL, la levadura K. marxianus y la combinacién de
ambas cepas, en comparacion con lactosuero sin inocular en fermentaciones

anaerobias, aerobias con y sin agitacion (p<0.05) (Cuadro 15).

Cuadro 15. Efecto de la aplicacion de diferentes tipos de lactofementos en
el desarrollo de alfalfa.

Pesoseco  Longitud  Germinacion

Tratamiento (9) (cm) (%)
Fermentacion: Anaerdbica agitada

T1 Sin indculo 0.55+0.06 1.44+0.362 78.63
T2 BAL-K.marxianus ~ 0.64+0.13%  1.37£0.292 68.75
T3 K.marxianus 0.64+0.15%  0.90+0.012 10.26
T4 BAL 0.79+£0.11>  1.63+0.412 82.00
Fermentacién: Anaerdbica estatica

T5 Sin indculo 0.63+£0.14%8  1.13+0.27° 76.67
T6 BAL-K.marxianus  0.80+£0.29  1.93+0.54b 81.40
T7 K.marxianus 0.72+0.17%  1.43+0.372 25.00
T8 BAL 0.60+0.46% 1.81+0.43p 73.08
Fermentacion: Aerdbica estatica

T9 Sin indculo 0.90+0.208 1.22+0.232 78.57
T10BALK.marxianus ~ 0.72+0.25%  1.49+0.37° 83.33
T11 K.marxianus 0.78+0.18% 1.48+0.312 81.25
T12 BAL 0.86+£0.33%  1.66+0.47> 83.33
Fermentacion: Aerobica agitada

T13 Sin in6culo 0.64+£0.13%2  1.03+£0.15° 80.00
T14BALK.marxianus  0.66+£0.112  1.89+0.532 81.82
T15 K.marxianus 0.73x0.17%  1.57+0.29? 83.33
T16 BAL 0.66+0.14% 1.11+0.172 71.43

Letras distintas en misma columna y bloque, indican diferencia significativa (t Student p<0.05)
comparando cada tratamiento con su control respectivo. Columna de % de germinacién no se
hizo prueba estadistica. n=30. BAL: Bacterias acido lacticas.

Se observé que el lactosuero obtenido en fermentaciones anaerdbicas estaticas

inoculadas con el consorcio BAL-K.marxianus, (T6) fue significativamente mejor (p<0.05)
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al presentar un incremento de hasta en 27% en peso seco (0.8 contra 0.63 g), 70% en
longitud (1.93 cm contra 1.13), y 6% mas semillas germinadas en comparacién con el

control (T5) probado bajo las mismas condiciones (Figura 14).

M Peso seco (g)
Longitud (cm)

Suero sin indculo Bal-K. marxianus Bal

Figura 15. Efecto de lactofermentos anaerdbicos estaticos inoculados con cepas lacticas individuales y en consorcio
en el desarrollo de germinados de alfalfa de 10 dias (n=30).

Letras diferentes entre columnas del mismo color indican diferencia estadisticamente significativa (M-W p<0.05). BAL:
Bacterias &cido lacticas.

Se selecciond al lactofermento obtenido con la inoculacién de BAL-K. marxianus en
fermentaciones anaerodbicas estaticas (T6) principalmente por su efecto positivo en la
germinacion de alfalfa en el aumento de peso seco (27%), longitud de germinados (41%)
(p<0.05) y aumento en el porcentaje de germinacion de un 6% con respecto al suero sin
inocular. También por su capacidad para disminuir el pH, producir acido lactico y
aumentar la capacidad amortiguadora en las primeras horas de fermentacion (p<0.05).
Con los demas tratamiento se obtuvieron resultados menos sobresalientes como las BAL
donde se obtuvieron buenos parametros fermentativos en las mismas condiciones
fermentativas (T8), sin embargo sélo en el aumento en la longitud del germinado. El
lactosuero inoculado con K. marxianus en fermentacion anaerobia estatica (T7) también
presentd la produccion mas alta de acido lactico, capacidad amortiguadora y biomasa
(p<0.05) pero no presentd mejoras en la germinacion de alfalfa, por lo que se puede
deducir que el efecto benéfico estd mas asociado al tipo de microorganismos presentes

en los lactofermentos que a sus caracteristicas fisicoquimicas.
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4.5 Conclusiones

La inoculaciéon con microorganismos benéficos mejoro la fermentacion de lactosuero en
condiciones anaerdbicas estaticas, y presentd un efecto benéfico en la promocién del
desarrollo de germinados de alfalfa. La adicion de la levadura K. marxianus al inéculo de
BAL no mejora significativamente la capacidad para disminuir el pH, producir acidos
organicos o aumentar la capacidad amortiguadora en las primeras horas de
fermentacion, ni en el desarrollo de germinados de alfalfa, pero presentd una mejoria en
el porcentaje de germinacién y una mayor homogeneidad en la respuesta al incremento
del peso seco, por lo que se concluye que su uso tiene potencial considerando su
capacidad para el aprovechamiento de la lactosa y la produccién de metabolitos con
aplicacion en la preparacion de biofertilizantes a base de lactosuero para uso en

agricultura organica.
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CAPITULO V. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MICROBIOLOGICA DE
LACTOFERMENTOS DE 5 Y 30 DIAS DE MADURACION ELABORADOS CON
CEPAS COMERCIALES Y CERTIFICADAS, INDEPENDIENTES Y EN CONSORCIO

5.1 Resumen

El lactosuero ocasiona un considerable impacto cuando es vertido sin control al
ambiente, ademas de que se desaprovecha una rica fuente de nutrientes dado su
contenido en azucares, proteinas, vitaminas y minerales. Una opcién para su
aprovechamiento es la elaboracion de inoculantes y biofertilizantes, sin embargo una
limitante es el tiempo requerido para su elaboracion, por lo que el objetivo de este trabajo
fue comparar el contenido y tipo de acidos organicos, microorganismos viables y
fitotoxicidad de lactofermentos elaborados con cepas comerciales (individuales y en
consorcio) de lactofermentos elaborados en 5 y 20-30 dias de maduracion. La
fermentacion del lactosuero con BAL y levaduras modificé la composicién de acidos
organicos del lactofermento asi como sus caracteristicas fisicoquimicas a los 5 dias de
maduracién, con pH entre 4 y 4.3, producciéon de acidos organicos hasta 2.85 g L'y
capacidad amortiguadora de hasta 7.83 meq NaOH mL'. Se observé una disminucion
de fitotoxicidad del 18% asociada a la fermentacion del lactosuero. No se observaron
diferencias significativas en el efecto agrobioldgico. EI mejor fermento se obtuvo con
cepas comerciales de bacterias acido lacticas y Saccharomyces cerevisiae tanto a los 5
como a los 30 dias, lo que demuestra que es posible elaborar lactofermentos con cepas
comerciales en fermentaciones de pocos dias. Estos resultados son de interés en el
disefio de biofertilizantes e inoculantes de bajo costo aprovechando subproductos
agroindustriales y para establecer las mejores condiciones fermentativas para su

produccion.

5.2 Introduccién

En el diseno de biopreparados e inoculantes es fundamental la seleccion de aquellos
microorganismos con capacidad y eficiencia para utilizar el sustrato organico a utilizar,
sus propiedades para interactuar y promover el crecimiento de plantas y su aporte para
mejorar la diversidad microbiana del suelo (Matsui, 2009). Las bacterias acido lacticas

(BAL) se utilizan en la elaboracion de biofertilizantes a base o con suero de leche no



obstante que solo tienen capacidad para fermentar el 20% de la lactosa del suero de
leche (Vénica et al., 2011), por lo que es necesario utilizar otros microorganismos, que
en consorcio con las BAL, permitan la maxima transformacion de lactosa en acidos

organicos.

Se ha planteado por diversos investigadores que la elaboracién de biofertilizantes e
inoculantes resulta una opcion viable y factible para el aprovechamiento del lactosuero
generado por la industria quesera, y el uso de consorcios de bacterias acido lacticas
(BAL) con levaduras de la leche (Plessas et al., 2008), pero no hay estudios previos sobre
el aprovechamiento de dicha sinergia con posible aplicacién en la elaboracién de

biopreparados e inoculantes para uso agricola.

Los lactofermentos son el resultado de un proceso fermentativo de la actividad de
microorganismos sapréfagos, donde la lactosa del suero de leche es transformada
principalmente en acidos organicos (Chavez y Mac Donald, 2005), por lo que el analisis
de la transformacion de su contenido durante la elaboracion de lactofermentos, es

fundamental para entender su importancia en aplicaciones agricolas.

Se pueden obtener diferentes acidos organicos a través de la fermentacion de
lactosuero, como el lactico, butirico, propionico y acético (Alam et al., 1988). Gonzalez

(1996) reporta, ademas de los anteriores, al citrico, gluconico, itaconico y lactobidnico.

El efecto fisiolégico de los acidos organicos en el crecimiento de las plantas ha sido
reportado por varios autores (lllmer y Shinner, 1995; Igual et al., 2001). Los acidos
organicos de bajo peso molecular poseen uno o dos grupos carboxilo lo que determina
sus propiedades de disociacién y la capacidad de formar complejos con cationes
metalicos en solucion y el desplazamiento de aniones de la solucion del suelo
(Stevenson, 1967) e incrementan la biodisponibilidad de formas insolubles de varios

nutrimentos de las plantas como P y Ca (Goldstein, 1986).

De manera especifica se puede deducir que la calidad de los lactofermentos depende de
la cantidad y tipo de acidos organicos que contiene, siendo mejor cuando tiene un

contenido considerable de acidos organicos de cadena corta. En este trabajo se utilizaron
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2 métodos para analizarlos: por cromatografia (Alonso et al., 1999) y por titulacién
potenciométrica (AOAC, 1995).

Considerando que el método tradicional para producir lactofermentos especifica que el
suero de leche se debe fermentar por 30 dias (Pacheco, 2003) resulta poco practico en
condiciones de campo considerando la cantidad de suero que se produce diariamente,
por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el contenido y tipo de acidos organicos
comparando el método tradicional para la elaboracion de lactofermentos utilizando cepas
comerciales (de manera individual y en consorcio) en fermentaciones de 30 dias contra
lactofermentos elaborados con cepas certificadas (de manera individual y en consorcio)
de 5 dias de maduracion, evaluando sus caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas
y toxicoldgicas con la hipotesis de que en 5 dias se puede obtener un contenido de acidos
organicos suficiente para producir un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de

maiz y alfalfa, y de que la fermentacién se favorece con el uso de cepas certificadas.

5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Condiciones experimentales

El presente trabajo se hizo en el periodo enero 2015 a junio 2016 en las instalaciones
del Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del CICM ICUAP. Se evalué el tipo de

microorganismo inoculante, el tiempo y tipo de fermentacion.

5.3.1.1 Composicion de acidos organicos de lactofermentos de 5y 20 dias

Por cuestiones de disponibilidad del cromatografo se analizaron lactofermentos de 5y

20 dias de maduracion.

Preparacion de muestras: 10 mL de muestras de lactosuero y lactofermentos se
centrifugaron a 3,500 rpm por 20 minutos para obtener el sobrenadante y se acidificaron
con acido sulfurico hasta pH 2+0.5. Posteriormente se agregaron 2 mL de metanol
alcalinizado en viales de vidrio y se calentaron a 90 °C por una hora con agitacion
ocasional. Se dejaron enfriar y se extrajo la fraccidén polar con Hexano en un embudo de
separacion. El producto se filtré con sulfato de sodio para eliminar restos de agua (Hara

y Radin, 1978). Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Quimica Organica del
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ICBUAP en Cromatografia de Gases de Alta Eficacia (HPGC). El analisis cromatografico
de acidos grasos se hizo con un cromatdgrafo de gases Perkin EImer Clarus 500 con
columna capilar Supelcowax™10 (Supelco) de 30 metros, 0.20 mm de diametro interno
y 0.25 um de espesor. Se utilizd Helio como gas de acarreo. La identificacién de acidos
grasos se hizo en computadora comparando tiempos de retencion de estandares

individuales de acidos grasos con el programa Sigma-Aldrich, St Louis, USA.

5.3.1.2 Analisis fisicoquimico y microbiolégico comparando lactofermentos de 5y
20 dias

Preparacion de muestras: Se utilizaron 2 L de suero natural salado obtenidos de la
queseria “Lacteos Galeazzi” de Chipilo ajustando la concentracion de lactosa al 4% por
dilucion con agua destilada estéril con un equipo Lactoscan SLP60. Ambos sueros se
adicionaron con 2% de sacarosa (p/v) y se refrigeraron a 4 °C hasta su uso. Se trabajé
con tres cepas certificadas: Lactobacillus acidophilus (CDBB-B-1026), Streptococcus
thermophilus (CDBB-B-1931) y Kluyveromyces marxianus (CDBB-L-836), asi como
cepas comerciales de bacterias acido lacticas liofilizadas (Choozit®?) y Levadura de
panificacion Saccharomyces cerevisiae (Tradipan®). Las combinaciones de cepas y
tiempos de fermentacién resultaron en los tratamientos descritos en el Cuadro 16.

Las fermentaciones se hicieron por triplicado en tubos Pyrex con tapén rosca y empaque
de teflén con 45 mL de suero, y 1 mL de inoculante ajustando su concentracién a una

densidad optica de 0.5 a 600 nandmetros.

Experimento: Se evaluo el cambio de pH y acidez titulable expresada como acido lactico
(AOAC, 1995) y capacidad de intercambio catidnico expresada como capacidad
amortiguadora en mEq de NaOH mL™" (Jasaitis et al., 1989). También se evalud el
contenido de microrganismos viables expresado en el valor de la magnitud de la dilucion
con presencia de UFCs restando el valor inicial. Se utilizé el método de goteo en placa
por diluciones seriadas (Morales-Garcia et al., 2012) de cada tubo de fermentacién. Para
evaluar la fitotoxicidad de los lactofermentos se hizo un bioensayo con semillas de alfalfa

conforme al método propuesto por Sobrero y Ronco (2004).
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Cuadro 16. Tratamientos para evaluar fermentaciones de lactosuero en 5y 30 dias

con cepas lacticas individuales y en consorcio.

Tratamiento Abreviatura

Descripcion

T Control 5 Sin in6culo fermentado 5 dias

T2 S. thermophilus 5 S. thermophilus fermentado 5 dias

T2 L. acidophilus 5 L. acidophilus fermentado 5 dias

T2 K. marxianus 5 K. marxianus fermentado 5 dias

T3 Str-Lact 5 S. thermophilus y L. acidophilus fermentado 5 dias

T3 Str-Kluy 5 S. thermophilus y K. marxianus fermentado 5 dias

T3 Lac-Kluy 5 L. acidophilus y K. rmarxianus fermentado 5 dias

T3 Str-Lac-Kluy 5 S. thermophilus L. acidophilus y K. marxianus fermentado 5 dias
T4 BAL 5 Bacterias acido lacticas fermentado 5 dias

T4 S. cerevisiae 5 S. cerevisiae fermentado 5 dias

T5 BAL-Sac 5 Bacterias acido lacticas y S. cerevisiae fermentado 5 dias
T6 Control 30 Sin in6culo fermentado 30 dias

T7 S. thermophilus 30 S. thermophilus fermentado 30 dias

T7 L. acidophilus 30 L. acidophilus fermentado 30 dias

T7 K. marxianus 30 K. marxianus fermentado 30 dias

T8 Str-Lact 30 S. thermophilus y L. acidophilus fermentado 30 dias

T8 Str-Kluy 30 S. thermophilus y K. marxianus fermentado 30 dias

T8 Lac-Kluy 30 L. acidophilus y K. rmarxianus fermentado 30 dias

T8 Str-Lac-Kluy 30 S. thermophilus L. acidophilus y K. marxianus ferm. 30 dias
19 BAL 30 Bacterias acido lacticas fermentado 30 dias

T9 S. cerevisiae 30 S. cerevisiae fermentado 30 dias

T10 BAL-Sac 30 Bacterias acido lacticas y S. cerevisiae fermentado 30 dias

5.3.1.3 Disefio experimental

Para el analisis fisicoquimico y microbioldgico de los lactofermentos de 5 y 30 dias se
hizo un disefio experimental completamente al azar (DECA) con 3 réplicas por
tratamiento, considerando cada tubo Falcon como unidad experimental. Las variables de
respuesta fueron el pH, acidez, capacidad de amortiguamiento y contenido de

microorganismos viables.

5.3.1.4 Anélisis estadistico de resultados

En una primera etapa se analizé la composicion de acidos organicos de lactofermentos
de 5y 20 dias. Los cromatogramas obtenidos de los 3 tratamientos: suero sin fermentar,

suero fermentado (lactofermento) por 5 dias y lactofermento de 20 dias, se analizaron
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considerando el tipo y cantidad de acidos organicos registrados segun su tiempo de

retencion.

En la segunda etapa se hizo un analisis fisicoquimico y microbiolégico comparando
lactofermentos de 5 y 30 dias, con cepas certificadas en comparacion a cepas
certificadas, y cepas individuales en comparacion a consorcios microbianos. Los
resultados fueron evaluados por comparacion de medias utilizando la prueba t-Student
a un nivel de significancia del 95% (p<0.05) después de comprobar que por lo menos
uno de los tratamientos resulté diferente en la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).

Se utilizé Excel y el paquete estadistico SAS (2004).

5.4 Resultados y discusion
5.4.1 Composicion de acidos organicos de lactofermentos de 5y 20 dias

La cromatografia es una técnica analitica que permite separar los compuestos
especificos de una substancia, en este caso los acidos organicos de suero de leche y
lactofermentos a diferentes tiempos de maduracion. Dependiendo de la longitud de su
cadena (tamano), los acidos organicos tienen un determinado tiempo de retencién en la
columna del cromatografo, mientras mas larga la cadena tendra un mayor tiempo de
retencidén. Los cromatogramas obtenidos no permiten una interpretacién directa debido
a que la escala de abundancia relativa no es la misma para el suero que para los
fermentos (Figuras 16 a 18), por lo que se hizo una transformacién de valores para poder

comparar los 3 tratamientos (Figura 19).
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Figura 16. Composicion de acidos organicos en lactosuero separados por cromatografia de gases.
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Figura 17. Composicion de acidos organicos en lactofermento de 5 dias separados por cromatografia de gases.
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Figura 18. Composicion de acidos organicos en lactofermento de 20 dias separados por cromatografia de gases.

Debido al tipo de columna cromatografica utilizada, no fue posible identificar acidos
organicos de cadena corta, (1 a 3 carbonos) los cuales segun Stevenson (1967) y
Goldstein (1986), tienen mayor efecto agricola tanto en la composicion de los suelos

agricolas como en el desarrollo de las plantas.

Aunque no se observé una diferencia considerable en la composicion de acidos
organicos de cadena media (4 a 15 carbonos) entre el suero y los lactofermentos, si es
evidente la forma en que desaparecen los acidos de cadena larga (mayores a 20
carbonos) que puede ser atribuida al proceso fermentativo. Es importante hacer notar
que no hay diferencias en la composicion de acidos organicos (4 a 30 carbonos) entre el
lactofermento de 5 y 20 dias (Figura 19), por lo que se puede interpretar que se obtienen

los mismos resultados fermentando 5 o 20 dias.
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Figura 19. Analisis comparativo de la composicién de &cidos organicos de lactosuero y lactofermentos de 5y 20
dias.

Con el analisis de acidos organicos, por el método de titulacién, se corroboraron las
diferencias observadas por cromatografia entre el lactosuero y los lactofermentos (Figura
20). Ademas fue mas sensible en la cuantificacion de acidos organicos, posiblemente de
cadena corta, diferencia que aumentd con la maduracion del lactofermento (de 0.8 meq

para el LF20 contra 0.6 del LFs).
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Figura 20. Curvas de titulacién de suero y lactofermentos de 5 y 20 dias.

5.4.2 Analisis fisicoquimico y microbiolégico comparando lactofermentos de 5y
30 dias

En general no se observaron mejoras significativas con el uso de cepas certificadas en

las fermentaciones de 5y 30 dias. Solo en las fermentaciones de 5 dias se observo una
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ligera ventaja en la produccion de acidos organicos y capacidad de amortiguamiento con
la inoculacion de S. thermophilus (Cuadro 17) Esto tiene importancia practica en el
sentido de que productores rurales podrian utilizar cepas comerciales y obtenerlos
mismos resultados. Esta observacion se fortalece al observar los diferentes tratamientos
evaluados para las fermentaciones de 30 dias, donde tampoco se observaron
diferencias, lo que indica que independientemente del tipo de cepa utilizado, se llega al

mismo resultado.

Por otra parte, al comparar estadisticamente las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiolégicas de los lactofermentos de 5 (Cuadro 17) y 30 dias (Cuadro 18), se observa
que no hay diferencia para pH (4.2 para ambos), pero los lactofermentos mas maduros
contienen una cantidad mayor de acidos organicos (2.6 g L' a los 30 dias en
comparacion a 1.9 a los 5 dias) y capacidad de amortiguamiento (7.5 meq. a los 30 dias
en comparacion con 5.3 a los 5 dias) (p=0.001 y 0.002 respectivamente), pero un menor
contenido de microorganismos viables (1 x 10* a los 5 dias y 1 x 10? a los 30 dias)
(p<0.001), por lo que se puede deducir que se trata de dos productos con caracteristicas,

y por lo tanto propiedades, diferentes.

Cuadro 17. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de
lactofermentos de 5 dias de maduracion.

Acido Lactico Ca (Meq Log1o

Inoculante pH (g/L) NaOH/mL) UFC/mL)

T1 Suero sin inocular  4.33+0.02 4.51+0.12¢ 2.63£0.06¢ 2
T2 S. thermophilus ~ 4.32+0.01 5.28+0.202b 3.08+0.13ab 5
T3 L. acidophilus 4.31£0.05 4.61£0.19¢ 2.65+0.11¢ 5
T4 K. marxianus 4.31+0.01 4.50£0.13¢ 2.58+0.07¢ 5
T5S.t-L.a 4.32+0.03 4.75£0.17bc 2.75+0.08¢bc 5
T6 S.t-Kim 4.34+0.01 4.59+0.11¢ 2.660.07¢ 4
T7 L.a-Km 4.29+0.00 4.95+0.31bc 2.85+0.19bc 4
T8 S.t-L.a-K.m 4.31+0.03 4.86+0.31bc 2.8110.19pc 4
T9 BAL 4.31£0.01 4.94+0.29bc 2.86+0.19bc 5
T10 S. cerevisiae 4.32+0.02 4.98+0.08bc 2.8910.070c 4
T11BAL-S.cerevisiae  4.31+0.01 4.84+0.13bc 2.8140.08bc 5

S.t=S. thermophilus, L.a = L. acidophilus, K.m= K. marxianus, BAL=Bacterias &cido lacticas. n=3
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (t-Student

p<0.5)
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Cuadro 18. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de lactofermentos
de 30 dias de maduracion.

Acido Ca(Meq  Logio
Inoculante pH Lactico (g/L) NaOH/mL) (UFC/mL)

T12 Suero sin inocular  4.43+0.03 5.21+£0.25 3.17+0.13 3
T13 S. thermophilus 4.59+0.26 5.26+0.17 3.40+0.22 3
T14 L. acidophilus 4.63+0.28 5.29+0.21 3.46+0.22 3
T15 K. marxianus 4.97+0.02 5.17+0.07 3.81+0.10 3
T16 St-L.a 4.64+0.31 5.5740.34 3.70+0.60 3
T17 S.t-K.m 4.78+0.27 4.9240.52 3.39+0.64 2
T18 L.a-K.m 4.46+0.02 5.03+£0.62 3.10+0.37 3
T19 S.t-L.a-K.m 4.46+0.04 4.66+0.33 2.87+0.20 2
T20 BAL 4.41+0.04 5.78+0.64 3.47+0.35 3
T21 S. cerevisiae 4.82+0.32 5.81+£0.52 4.15+0.65 2
T22 BAL-S.cerevisiae  4.80+0.29 5.62+0.72 3.94+0.75 3

S.t= S. thermophilus, L.a= L. acidophilus, K. m= K. marxianus, BAL=Bacterias &cido lacticas. n=3
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (t-Student p>0.5)

Las pruebas en germinados de alfalfa de 10 dias indican que la inoculaciéon con
lactofermentos de 30 dias con cepas lacticas certificadas (T8 y 19) disminuye la
fitotoxicidad con respecto al suero sin inocular al obtenerse germinados de mayor
longitud (9.05 cm contra 8.30 del suero sin inocular) (p<0.05), sin embargo, el uso de
cepas comerciales (T11 y 22) resultdé menos fitotoxico ya que mejor6 de manera
significativa tanto la longitud (9.90cm contra 8.30 del control) como peso seco(0.38 g

contra 0.22) de los germinados (p<0.05) (Cuadro 19).

Cuadro 19. Fitotoxicidad en alfalfa de lactofermentos inoculados con cepas
certificadas y comerciales de 5y 30 dias de maduracion.

peso seco (g) longitud (cm)
Inoculante/tiempo d dias 30 dias 9 dias 30 dias
T1y 12 Suero sininocular  0.24£0.032 0.22+0.03> 9.20+0.92a 8.30+1.77¢
T8y 19 Sit-La-K.m 0.27+0.052 0.26+0.06°> 9.40+0.742 9.05+0.37°

T11y 22 BAL-S. cerevisiae 0.25+0.102 0.384£0.072  9.40+1.262 9.90+0.47a
S.t=S. thermophilus, L.a = L. acidophilus, K.m= K. marxianus, BAL=Bacterias &cido lacticas. n=10
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (t-Student
p<0.5).
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Se observo que la toxicidad del suero sin inocular aumenta ligeramente con el tiempo al
afectarse la longitud (de 9.20 a 8.30 cm) aunque no el peso seco de los germinados (0.24
a 0.22 g), mientras que la fitotoxicidad disminuye con la inoculacién de cepas certificadas
(9.40 cm lactosuero inoculado en comparaciéon a 9.05 con respecto al suero sin inocular)
y de cepas comerciales (9.90 cm contra 9.05 y 0.38 g contra 0.22) a los 30 dias pero no
a los 5 (p<0.05), por lo que se deduce que la maduracion, aunque desfavorable
considerando la cantidad de suero que se puede tratar, es deseable para disminuir la
fitotoxicidad de los lactosueros. Los resultados anteriores concuerdan con los
observados para los analisis fisicoquimicos, indicando que a mayor tiempo de
maduracién, hay mayor produccion de acidos organicos, siendo las cepas comerciales
las que presentaron mayor capacidad para producirlos, de tal manera que es a este tipo
de compuestos a los que se les puede atribuir el efecto de promocidén de crecimiento

vegetal.

5.5 Conclusiones

Se obtuvieron lactofermentos con caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas
diferentes a diferentes tiempos de fermentacion. El lactofermento de 5 dias se caracteriza
por su mayor contenido en microorganismos viables lo que le da caracteristicas de
inoculante, mientras que el de 30 dias contiene mas acidos organicos y capacidad

amortiguadora que le confiere propiedades de biofertilizante.

El uso de cepas certificadas no mejoré las caracteristicas fisicoquimicas de
lactofermentos en comparacién al uso de cepas comerciales ni a los 5 ni a los 30 dias,
por lo que se concluye que el lactosuero generado durante la produccién de queso puede
ser aprovechado utilizando cepas comerciales, de facil acceso a productores locales, en
la elaboracion de biopreparados para uso en agricultura organica. No se pudo demostrar
que los lactofermentos de 5 dias tuvieran menor o por lo menos la misma fitotoxicidad
que los lactofermentos madurados por 30 dias, por lo que se rechaza la hipétsis de que

es posible reducir el tiempo de obtencion de lactofermentos.
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CAPITULO VI. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE ADHESION Y
COLONIZACION DE LOS MICROORGANISMOS BENEFICOS DEL LACTO-
FERMENTO (LF-MB) EN ALFALFA (Medicago sativa L.) Y MAIZ (Zea mays L.).

6.1 Resumen

Este experimento se realizdé con el objetivo de demostrar la capacidad de adherencia y
colonizacion de las cepas lacticas empleadas en la elaboracion del lactofermento (LF-
MB) en semillas de maiz y alfalfa tanto en condiciones de esterilidad como en
condiciones no estériles. Se aplicé un disefio experimental completamente al azar
(DECA) en dos especies (maiz y alfalfa). Se observé una adecuada capacidad de
adherencia del consorcio Bal-K. marxianus en germinados de maiz en comparacion al
observado en las radiculas sin inocular (7.2 contra 5 Log UFC/ g material biolégico del
control) en semillas no axénicas y superiores en semillas axénicas de maiz (8.1 contra
0 Log UFC/ g material bioldgico) y alfalfa (7.9 contra 1.2 UFC/ g material biolégico del
control). Los resultados de colonizacion en alfalfa y maiz, es decir el incremento de la
biomasa inoculada a los 10 dias, no mostraron diferencias significativas con respecto al
control lo que indican que, aunque no hay condiciones favorables para su desarrollo, si
son suficientes para mantenerse en numero suficiente para interactuar con su
hospedero, por lo que se demuestra que el consorcio BAL-K. marxianus tiene potencial

como promotor de crecimiento vegetal en la produccién de biofertilizantes.

6.2 Introduccién

Recientemente se ha generalizado el empleo de microorganismos aislados de la
rizosfera de cultivos comerciales como inoculantes con un efecto positivo en la
germinacion de las semillas, el desarrollo de la raiz, la asimilacion de nutrientes o el
desarrollo del sistema inmune entre otros (Beneduzi et al., 2012). Estos microorganismos
ofrecen una opcion al deterioro ambiental causado por el sobre uso de fertilizantes
quimicos, sin embargo es limitada la informacién con respecto al aprovechamiento y uso

de cepas comerciales para el mismo fin.



Bajo condiciones controladas es posible favorecer el crecimiento de microorganismos
reportados como benéficos, principalmente bacterias acido lacticas de los géneros
Lactobacillus sp. y Estreptococcus sp. y levaduras de los géneros Kluyveromyces sp. y
Saccharomyces sp. Estos microorganismos se utilizan en la elaboraciéon de derivados
lacteos (Romano et al., 2001) y permanecen en los residuos que se generan como
subproductos de dichos procesos. Poco se ha estudiado sobre la manera de aprovechar,
tanto los residuos, como a dichos microorganismos y su posible efecto en la asociaciéon
con cultivos de interés comercial (Wayne, 1994), lo que podria derivar en nuevas
investigaciones para su uso como inoculantes promotores de crecimiento vegetal o como
biofertilizantes (Obregdn 2000; Pacheco, 2003).

Diversos autores coinciden en que el primer requisito para considerar que un
microorganismo es promotor de crecimiento, es que tenga capacidad para adherirse y
colonizar a su hospedero (Beneduzi et al., 2012; Molina-Romero et al.,, 2015). Las
interacciones que se establecen entre planta y microorganismos a través de los
exudados de la raiz, o rizointeraccion, puede tener un efecto positivo para el crecimiento
de las plantas mediante la exudacion de azucares que favorece la colonizacion
microbiana en el suelo (Phillips et al., 2011) y mediante un aumento en la fijacién de
nitrogeno atmosférico, dependiendo de la especie que se trate. Por otra parte, la
exudacién de acidos organicos contribuye a la solubilizacion de fosfatos y a la quelacién
de metales (Strom et al., 2002). Ademas, estos exudados contribuyen al incremento de
la tolerancia al estrés tanto bidtico como abidtico, a la inhibicion de patdégenos, asi como

a la biodegradacion de compuestos alelopaticos auto toxicos (Oliveros-Bastidas, 2009).

Por su parte, las comunidades microbianas aportan a la planta fitohormonas, compuestos
volatiles, compuestos antimicrobianos (produccién de enzimas liticas, sideréforos),
contribuyen en la fijacion biolégica de nitrdgeno asi como en la solubilizacion de fosfato
entre otros. Estos mecanismos dependen en gran medida de la correcta adherencia de
los microorganismos a las raices de las plantas y la colonizacion eficaz de la rizosfera
(Molina-Romero, et al., 2015), por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la

capacidad de adhesion y colonizacion de bacterias y levaduras lacticas utilizadas en la
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elaboracion de lactofermentos, las cuales no han sido estudiadas en aplicaciones

agricolas.

6.3 Materiales y métodos
6.3.1 Condiciones experimentales

El presente trabajo se hizo en condiciones de laboratorio, en una camara de germinacion
con temperatura y humedad controladas. Se llevé a cabo en el periodo enero 2015 a
diciembre 2016 en las instalaciones del Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana
del CICM, ICUAP.

Material vegetal: Se emplearon semillas de alfalfa (Medicago sativa L.) variedad
atlisquense y maiz amarillo criollo (Zea mayz L.), adquiridas en casas comerciales de la
region de Francisco Javier Mina (Chipilo), Puebla, México y esterilizadas conforme al

método descrito por Morales-Garcia et al. (2010).

Cepas microbianas: Se utilizaron las cepas Lactobacillus acidophilus (CDBB-B-1026),
Streptococcus thermophilus (CDBB-B-1931) y Kluyveromyces marxianus (CDBB-L-836)
suministradas y certificadas por la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos
Celulares del Cinvestav. Como control positivo se utilizd el inoculante multiespecies
BUAP ®, que contiene bacterias promotoras de crecimiento reconocidas por su alta
capacidad de adherencia y colonizacion (Mufoz et al., 2015). Las cepas se cultivaron en
cajas Petri con medio solido Luria Bertani (LB). Se aislaron las colonias y se cultivaron
en medio liquido LB, incubado a 30 °C por 24 horas en agitacion. Se obtuvo el paquete
celular por centrifugacién a 3,500 rpom durante 10 minutos y se ajusto la concentracion a
0.51£0.1 a 600 nanémetros en espectrofotometro y se refrigeré a 4 °C hasta la inoculacién

de los germinados.

Inoculacién de germinados axénicos: Conforme a la metodologia descrita por Morales-
Garcia et al. (2010), 80 semillas de maiz y 80 de alfalfa se lavaron con agua corriente.
Posteriormente se lavaron con etanol al 70% en condiciones de esterilidad durante 10

minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril. Luego se embebieron con hipoclorito
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de sodio al 50% por 10 minutos. Finalmente fueron lavadas con agua destilada estéril

hasta la desaparicién del olor.

Experimentos: Se hicieron dos experimentos, en el primero se colocaron las semillas en
cajas Petri con papel absorbente humedecido con agua destilada estéril. En el segundo
experimento se obtuvieron los germinados en cajas Petri con agar y agua, seleccionando
aquellos germinados que no presentaron evidencias de crecimiento microbiano. En
ambos casos las semillas se incubaron a 30 °C en obscuridad hasta su germinacion. Los
germinados de ambos experimentos se expusieron a los tratamientos (inoculantes)

sumergiéndolas por 1 hora conforme al arreglo presentado en el Cuadro 20.

Cuadro 20. Tratamientos utilizados en la evaluacién de adhesion (germinados) y
colonizacion (plantulas) en alfalfay maiz.

Tratamiento Abreviatura Descripcion Aplicado en:
T1 MB-LB Microorganismos lacticos del lactofermento Maiz

T2 Multi Buap Multi inoculante BUAP (control positivo) Maiz

T3 Sin in6culo control agua negativo Maiz

T4 MB-LB Microorganismos lacticos del lactofermento Alfalfa

T5 Multi Buap Multi inoculante BUAP (control positivo) Alfalfa

16 Sin indculo control agua negativo Alfalfa

Evaluacion de capacidad de adherencia y colonizacion. Para evaluar la adherencia en
cada tratamiento, se dejaron crecer en su caja Petri 10 semillas y el germinado obtenido
se inoculé por inmersién directa durante 12 horas. El resto de los germinados se colocé
en tubos Falcon de 50 mL con vermiculita y tapon de algodon estériles y se regaron con
5 mL de agua destilada estéril cada tercer dia durante 20 dias para evaluar la
colonizacion. La adherencia se evalud en los germinados lavandolos en agua destilada
estéril para eliminar los microorganismos no adheridos. Posteriormente se colocaron en
tubos Falcon de 15 mL con 3 mL de agua destilada estéril y se agitdé vigorosamente con
un vortex durante 40 segundos. Se hizo un conteo de UFC del sobrenadante por sellado
masivo en placa (Corral-Lugo et al., 2012). Los germinados se dejaron unos minutos
sobre papel secante y se registré su peso humedo. El material se puso a secar a 70 °C
hasta peso constante para estimar su peso seco y calcular las UFC por gramo de material

biolégico en peso seco. Para evaluar la colonizacién se utilizaron los germinados
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sembrados en tubos Falcon a los 20 dias posteriores a la inoculacion (d.p.i). Se elimino
la vermiculita sumergiendo y agitando la raiz en agua. Se corté una porcion de la raiz y
se coloco en tubos Falcon de 15 mL con 3 mL de agua destilada estéril. Se agitd
vigorosamente en vortex 40 segundos y se determiné el numero de UFC por el método
de sellado masivo en placa (Corral-Lugo et al., 2012). La raiz se dej6é unos minutos sobre
papel secante y se registré su peso humedo. El material se secé a 70 °C hasta peso
constante para estimar su peso seco y calcular las UFC por gramo de material bioldgico

en peso seco.

6.3.2 Disefio experimental

Se aplico un disefio experimental completamente al azar (DECA) en dos especies (maiz
y alfalfa) y tres tratamientos: a) suspensién de microorganismos benéficos lacticos
cultivados en medio LB (MB-LB), b) el inoculante multiespecies-BUAP® como control
positivo y ¢) un control de agua destilada estéril (control negativo, sin in6culo). Cada
tratamiento se subdividi6 para evaluar adherencia y colonizacion por triplicado, y el
experimento se repitid con y sin selecciéon de semillas contaminadas por microflora

interna, resultando un total de 12 tratamientos.

6.3.3 Analisis estadistico de resultados

La efectividad de adherencia y colonizacién del consorcio MB se compard contra los
controles y se contabilizé el contenido de UFC por gramo de material biolégico (peso
seco). Se considerd que habia diferencia significativa en adherencia cuando la resta de
los promedios obtenidos fue mayor a una unidad logaritmica y dos unidades para el caso

de colonizacion.

6.4 Resultados y discusién

Adherencia (experimento 1). En el primer experimento se pudo observar que el contenido
de microorganismos viables adheridos en germinados de maiz, expresados como
logaritmo de unidades formadoras de colonias (Log UFC g material bioldgico™') por gramo
de material vegetal del consorcio lactico (BAL-K. marxianus), es significativamente mayor

que el observado en las radiculas sin inocular (7.2 contra 5), e igual al observado en las
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radiculas de maiz inoculadas con el Multibuap, (7.2 contra 6.4) lo que indica que hay una
adecuada capacidad de adherencia. En el caso de alfalfa la diferencia entre la capacidad
de adherencia del consorcio (BAL-K. marxianus), el inoculante multi especies-BUAP® y

el control no fue significativo (8.8, 7.9 y 7.9 respectivamente) (Figura 21).

Colonizacién (experimento 1). En maiz, el contenido de microorganismos viables a los
20 dias fue similar al del control positivo (7 y 6.3 respectivamente) pero no mayor al de
los germinados sin inocular (6.3 contra 5.2 respectivamente). Para alfalfa la diferencia no
fue significativa entre el consorcio BAL-K. marxianus, el inoculante multi especies-BUAP®
y el control (3.1, 4.2 y 2.8 respectivamente) lo que indica que los microorganismos
lacticos, aunque se mantienen en un numero aceptable, no colonizan efectivamente a la
alfalfa. Al comparar el contenido de microorganismos viables a las 12 horas (adherencia)
y 20 dias (colonizacion) posteriores a la inoculacion en maiz, se pudo observar que se
mantienen en el orden de 108y 107 UFC/g de material bioldgico, lo que indica que hay
una buena interaccién entre la planta y el consorcio lactico. Sin embargo en alfalfa sélo
103 UFC/g de planta estan colonizados, lo cual es un nimero bajo comparado con otros
modelos como el maiz o cafa de azucar (Rodriguez-Andrade et al., 2015; Molina-
Romero et al., 2017), lo que a su vez indica que no hay una buena colonizacioén (Figura
21)
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Figura 21. Adhesidn (12 horas) (a) y colonizacién (10 dias) (b) de microorganismos lacticos (MB-LB) e inoculante
Multiespecies-BUAP (IME) en radiculas de maiz y alfalfa (experimento 1) (n=3).

Letras diferentes en columnas del mismo color indican diferencia significativa (Diferencia de 1 unidad logaritmica
para adherencia y 2 para colonizacién). Material biolégico en peso seco.
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Esto puede explicarse por el tipo y cantidad compuestos presente en los exudados de la
raiz de maiz, los cuales parecen favorecer el desarrollo y crecimiento de las bacterias
acido lacticas y a la levadura K. marxianus, y que probablemente no se encuentran
presentes o en cantidad suficiente en la raiz de la alfalfa. Al respecto Bais (2012) afirma
que los exudados radiculares estan constituidos principalmente por compuestos
organicos de bajo peso molecular que, ademas de participar en varios procesos del
desarrollo de la planta, determinan la composicidon de las comunidades microbianas de

suelos al controlar la mortalidad y niveles poblacionales de las colonias formadas.

La diferencia de la composicién y cantidad de los exudados depende de diversos
factores, principalmente de la especie de la planta, etapa fenologica y presencia de otros
microorganismos (Oliveros-Bastidas, 2009). En maiz, por ejemplo, la cantidad total de
compuestos liberados por gramo de peso seco de raiz disminuye con el desarrollo de la
planta como consecuencia de alteraciones en el balance de carbohidratos, aminoacidos
y aminas (Grensee y Wittmayer, 2000; Oliveros-Bastidas, 2009). Shi et al. (2011)
observaron cambios en la composicion de la microbiota rizosférica debido a
combinaciones de acidos organicos, y Goldfarb et al. (2011) encontraron cambios
determinados por la concentracion de glicina y sacarosa que favorece el desarrollo de

bacterias pero afecta al de los hongos (Hanson et al., 2008).

Otra posible explicacion, en el caso de que los nutrientes exudados por la raiz de alfalfa
no fueran suficientes, es que las BAL y K. marxianus compiten por los recursos limitantes,
eliminandose mutuamente, como lo explican (Oyekanmi et al., 2007). La tercera
explicacion es que los exudados de las raices de las plantas son selectivos (Brown,
2010), es decir, que si la alfalfa no tiene necesidad de asociarse con otros organismos
en esa etapa de su desarrollo, no producira los nutrientes necesarios para atraer a su
rizosfera a los microorganismos, y por lo tanto estos no se podran adherir ni colonizar.
En los exudados de las semillas y de las raices de las leguminosas ha sido reportada la
presencia de flavonoides, acido aldonico y betainas, los cuales pueden inhibir la

germinacion de esporas de ciertos hongos (Dakora, 2003).

Adherencia (segundo experimento). En este caso se seleccionaron semillas que no

presentaban contaminacion enddégena. Se hizo mas evidente la capacidad de adherencia
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del consorcio Bal-K. marxianus al presentar valores similares al control positivo y muy
superiores a los germinados sin inocular tanto en maiz (8.1, 8.7 y 0 respectivamente)
como en alfalfa (7, 9 y 1.2 respectivamente), observandose valores similares de
microorganismos adheridos que en el primer experimento (10”7 UFC/g de material
biolégico). Para el caso de la colonizacién, el contenido de microorganismos
contabilizados resulté similar a los encontrados a las 12 horas (alrededor de 108 UFC/g),
lo que indica una supervivencia adecuada en ese lapso de tiempo (Figura 22).

Colonizacién (segundo experimento). En concordancia con el primer experimento, no se
observaron diferencias significativas entre la poblacion del consorcio y las de las raices
de las plantulas sin inocular (9.3 contra 8.7 para maiz y 9.7 contra 8.6 en alfalfa)
indicando que las poblaciones de microorganismos benéficos se mantienen de manera

adecuado con respecto al tiempo.

a
(@) b) 12
12 a 9 a 2 ab

3 & ‘& 10 b a aI a
[N a A}

o 10 I °

k) b ! 3 I
S -

— 38 .0 I

© —

= ]

(0] I ; E 6

© 6 W Maiz =

: ~

0 Alfalfa T g4

O 4 il

[ -]

) b ¢ =)

S 2 W 2

o S

-

0 0
MB-LB IME Sin indculo MB-LB IME Sin indculo

Figura 22. Adhesion (12 horas) (a) y colonizacion (10 dias) (b) de microorganismos lacticos (MB-LB) e inoculante
Multiespecies-BUAP(IME) en radiculas de maiz y alfalfa (experimento 2) (n=3).

Letras diferentes en columnas del mismo color indican diferencia significativa (t-Student p<0.05). Material biologico en
peso seco.
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La diferencia entre el contenido de microorganismos benéficos del lactofermento en
alfalfa, entre el experimento 1 y 2, puede explicarse por procesos de competencia e
inhibicion por parte de la microflora autéctona propia de la semilla que al momento de
emerger regulan la presencia de otros microorganismos, pero que de alguna manera
indican, de manera mas precisa, los procesos de adherencia y colonizacion bajo
condiciones de campo. También es importante mencionar que la capacidad de
colonizacion en condiciones de laboratorio podria variar con respecto a experimentos de
campo, ya que la produccion de los exudados por la planta se ve directamente
influenciada por su estado nutricional, disponibilidad de agua y oxigeno, estrés, otras
condiciones de crecimiento (Oliveros-Bastidas, 2009), composicion del substrato y la

presencia de otros microorganismos (benéficos y patégenos).

Cano (2011) menciona que la interaccién planta-inoculante es compleja y dificil de
describir debido a que hay factores internos y externos que determinan la colonizacion
efectiva. Es decir, por una parte la planta puede producir exudados que estimulen el
crecimiento de los inoculantes, pero por otro, entre ellos puede haber una inhibicion
competitiva cuando los nutrientes son limitantes. El efecto contrario también se puede
presentar, es decir, que la co-inoculacién de diversas especies favorezca la produccion
de metabolitos que ayuden a su supervivencia no obstante que la planta hospedera no

produzca exudados.

6.5 Conclusiones

Aunque ha sido descrito el potencial de las bacterias acido-lacticas en aplicaciones
agricolas, es poco lo que se conoce sobre su uso como inoculante, y mas aun cuando
se produce en consorcio con levaduras lacticas. En este trabajo se ha demostrado la
capacidad de adherencia y colonizacion del consorcio lactico en maiz como primer paso
para determinar su potencial como promotor de crecimiento vegetal en la produccion de

biofertilizantes.
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CAPITULO VII. EVALUACION DE LA SOLUBILIZACION DE FOSFORO CON EL
LACTOFERMENTO (LF-MB) Y SU EFECTO EN EL DESARROLLO DE MAIZ (Zea
mays |.).

7.1 Resumen

La solubilizacién del fosforo es uno de los principales mecanismos asociados a las
ventajas del uso de biopreparados e inoculantes elaborados con microorganismos
benéficos al reducir el impacto ambiental, econdmico y social asociado al sobre uso de
fertilizantes quimicos (Restrepo-Rivera, 2006). Este trabajo se hizo con la finalidad de
demostrar la capacidad del consorcio BAL-K. marxianus en la solubilizacion, y por lo
tanto asimilacion, de fosforo en sistemas vegetales. Se hicieron experimentos in vitro y
con plantulas para demostrar solubilizacion y promocion de crecimiento, para lo cual se
aplicé un disefio experimental completamente al azar (DECA). Al comparar el efecto que
producen los lactofermentos con acidos organicos en el desarrollo de maiz, se observé
que ambos compuestos promueven el engrosamiento del tallo (34, 34.4 y 27 mm para
acidos, lactofermentos y control respectivamente) asi como el desarrollo de la raiz de
plantas de maiz (0.41, 0.38 y 0.31 g para acidos, lactofermentos y control
respectivamente) de manera significativa (p<0.05). En las pruebas in vitro se observaron
halos de solubilizacion para el consorcio BAL- K. marxianus en roca fosforica y fosfato
de calcio disueltos en lactosuero. Los lactofermentos con roca fosférica a
concentraciones mayores al 2% resultaron estadisticamente superiores al control en
cuanto a peso seco Yy longitud del vastago asi como en el numero de hojas, y el mejor
efecto en desarrollo del vastago con un incremento del 60% con respecto a la longitud
del vastago del control y del 24% para el peso seco del vastago a una concentracion del
2% (p<0.05), por lo que se puede concluir que el lactofermento ayuda a la solubilizacion

y asimilacién de fosforo.

7.2 Introduccidén

El fésforo es uno de los macronutrientes considerados como esenciales para el
crecimiento de las plantas. Para suplir su deficiencia en la agricultura moderna se utilizan
fertilizantes fosfatados, sin embargo durante su aplicacion, una proporcion considerable

se convierte en una forma no asimilable por la planta debido a reacciones quimicas que



varian por la presencia de iones y el pH de los suelos. Ademas, una porcidn considerable
se pierde por lavado dependiendo de las condiciones de textura y pendiente del suelo,
lo que determina que mucho de ese fésforo no sea aprovechado por la planta (Goldstein,
1986) y ocasione un severo dafio ambiental en los cuerpos de agua donde finalmente se
deposita (Wagner, 1996). Diversos estudios han demostrado que los microorganismos
de la rizosfera participan en los proceso de mineralizacién que permiten a las plantas
absorber el fésforo, sin embargo las practicas agricolas actuales, asi como el sobreuso
de agroquimicos tienen un efecto negativo en el desarrollo y supervivencia de la
microbiota (Hilda y Fraga, 1999).

Actualmente se realizan diversos estudios con el objetivo de suministrar fuentes mas
asimilables de fésforo. Los microorganismos solubilizadores han llamado la atencion de
la comunidad cientifica. Se han utilizado como inoculantes demostrando mejor desarrollo
de la raiz, asimilacion de fésforo y por lo tanto aumento en los incrementos de produccidon
de cultivos agricolas de interés comercial (Young, 1994; Fasim et al., 2002). La
solubilizacion del fésforo es uno de los principales mecanismos asociados a las ventajas
del uso de biopreparados e inoculantes elaborados con microorganismos benéficos al
reducir el impacto ambiental, econédmico y social asociado al sobre uso de fertilizantes
quimicos (Restrepo-Rivera, 2006).

Se ha reconocido la importancia de las bacterias acido lacticas (BAL) presentes en
biopreparados organicos por diversos autores (Higa, 1997; Pacheco, 2003) como la
produccion de acidos organicos de bajo peso molecular (lactico, acético y butirico)
(Goldstein, 1986; Kim et al., 1997) y los compuestos quelantes de fosforo para convertirlo
en una forma soluble y asimilable. Por otra parte, las BAL producen metabolitos
secundarios que estimulan el crecimiento y desarrollo de la raiz de la planta, por lo que
ésta absorbe de manera mas eficiente los nutrientes presentes en el suelo. El objetivo
de este trabajo fue demostrar que el consorcio BAL-K. marxianus con el cual se elabora
el lactofermento (LF-MB), produce acidos organicos capaces de solubilizar fésforo, lo
que favorece la promocion y crecimiento tanto en la emergencia como en las primeras
etapas de desarrollo (45 dias posteriores a la emergencia) de plantulas de maiz (Zea
mays L.).
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7.3 Materiales y métodos
7.3.1 Condiciones experimentales

El experimento se llevd al cabo en tres etapas. En la primera se compard el efecto
agrobioldgico en invernadero de los lactofermentos y el acido lactico-acético en la
solubilizacion de roca fosférica para la fertilizacion de maiz. En la segunda se evalud in
vitro la capacidad de las cepas puras de BAL-K. marxianus para solubilizar dos fuentes
de fosforo inorganico. Y en la tercera, en condiciones de invernadero, se determiné la
cantidad minima de roca fosférica que se puede agregar al lactofermento como parte de
su formulacion, para lograr un efecto benéfico en el desarrollo de maiz. Las variables
que se controlaron en el experimento fueron la concentracion de acidos organicos y roca
fosférica (diluciones de 2 a 8%), temperatura (204 °C) y fotoperiodo (12-12) para el
crecimiento de las plantulas de maiz. El experimento se hizo durante julio diciembre 2016
en los laboratorios e invernaderos facilitados por el Laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana, CICM, ICUAP.

Etapa 1. Para demostrar la capacidad de solubilizacidon de roca fosforica por los acidos
organicos presentes en el lactofermento, se hizo una comparacion con acidos organicos
quimicamente puros. 60 semillas de maiz amarillo se lavaron con agua potable y se
dejaron germinar en cajas Petri con papel filtro y 5 mL de agua potable durante 5 dias a
20 °C colocadas en bolsas de plastico negro. Los germinados se pusieron en vaso de
250 mL de unicel perforados en el fondo con 50 g de vermiculita estéril y 3 g de roca
fosforica. (10 germinados por tratamiento) y se distribuyeron por tamafios de manera
equitativa por tratamiento. Cada planta se regd cada tercer dia durante 45 dias con 50

mL de cada uno de los tratamientos descritos en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Tratamientos para evaluar solubilizacion de roca fosférica con

acidos organicos y lactofermentos.

Tratamiento Abreviatura  Contenido Plantas
T1 Control Agua 10
T2 Acidos Mezcla acido acético y lactico 4% 10
T3 LFMB30  Lactofermento madurado 30 dias 10
T4 LF MB 5 Lactofermento madurado 5 dias 10
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Etapa 2. Para evaluar la capacidad de solubilizacién de fésforo del consorcio BAL-K.
marxianus se colocaron 100 mL del consorcio en medio LB en matraz Erlenmeyer de
200 mL con tapén de algodén hasta fase exponencial. Como control positivo se hizo el
mismo procedimiento para desarrollar una cepa de Pseudomonas putida proporcionada
por el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana de la BUAP, la cual esta reconocida
como solubilizadora de fosfatos. Por otra parte se prepararon cajas Petri con medio agar-
Pikovskaya modificado (Nopparat et al., 2009), el cual contiene un indicador de pH. Se
utilizaron roca fosférica y fosfato de calcio (al 1%) como fuentes de fosforo, y lactosuero
y sacarosa (al 4%) como fuentes de carbono. Cada Caja Petri se inoculd por duplicado
con 1 mL del consorcio, y por duplicado con el control positivo. Al centro de la caja se
coloco 1 mL de agua esterilizada como control negativo, de tal manera que los
tratamientos a evaluar fueron los que se describen en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Tratamientos para evaluar solubilizacion de fosfatos con cepas lacticas
in vitro.

Tratamiento Abreviatura Cepa utilizada Fuente de fosforo y carbono
T1 MB-Pi-Lac BAL-S. marxianus Roca fosforica-Lactosuero
T2 Ctrl+Pi-Lac P. putida Roca fosforica-Lactosuero
T3 Ctrl-Pi-Lac Agua estéril Roca fosforica-Lactosuero
T4 MB-Pi-Sac BAL-S. marxianus Roca fosforica-Sacarosa

T5 Ctrl+Pi-Sac P. putida Roca fosforica-Sacarosa

T6 Ctrl-Pi-Sac Agua estéril Roca fosforica-Sacarosa

T7 MB-CaPOs-Lac BAL-S. marxianus Fosfato de calcio-Lactosuero
T8 Ctr+CaPQOs-Lac  P. putida Fosfato de calcio-Lactosuero
T9 Ctrl-CaPOs-Lac ~ Agua estéril Fosfato de calcio-Lactosuero
T10 MB-CaPOs-Sac ~ BAL-S. marxianus Fosfato de calcio-Sacarosa
T Ctrl+CaP0Os-Sac  P. putida Fosfato de calcio-Sacarosa
T12 Ctrl-CaPOs-Sac ~ Agua estéril Fosfato de calcio-Sacarosa

MB: Microorganismos benéficos; Pi: roca fosférica; Ctrl: Control; BAL: Bacterias acido lacticas; Lac: Lactosa; Sac:
sacarosa.

Cada tratamiento se evalu6 por cuadruplicado (2 colonias por caja, 2 cajas por cepa) y
duplicado para el control negativo. Las cajas se inocularon a 30 °C durante 8 dias y se
observo el halo de solubilizacién asi como la variacién de color del agar. Se consideré
como solubilizacion positiva cuando el halo fue mayor a 1 cm, y estuvo presente en todas

las réplicas.
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Etapa 3. Para determinar la concentracion optima de roca fosforica (concentracion
minima que produce un efecto benéfico significativo en el desarrollo de maiz) se procedio
de la siguiente manera:

Lactofermento: Se prepard conforme al método propuesto por Pacheco (2003) utilizando
lactosuero estandar obtenido de la elaboracién de queso fresco a partir de leche en polvo.
Como in6culo de microorganismos benéficos se utilizé una mezcla de las bacterias acido
lacticas (BAL) Lactobacillus acidophilus y Estreptococcus thermophilus y la levadura
Kluyveromyces marxianus en una proporcion 4:1. El lactofermento se obtuvo por
fermentacion anaerdbica estatica a 30 °C en seis botellas plasticas de 600 mL variando
la concentracién de roca fosforica desde 0O hasta 8% (p/v). Las fermentaciones se
realizaron a 20 °C en obscuridad y agitacién ocasional durante 30 dias.

Soluciones de roca fosforica: Se prepararon 4 botellas plasticas de 1 L con soluciones al
2,4, 6y 8% de roca fosférica y se almacenaron en obscuridad hasta su aplicacién.
Efecto agrobiolégico: 150 semillas de maiz amarillo se lavaron con agua potable y se
dejaron hidratar por 12 horas a 20 °C en obscuridad. Se prepararon vasos de 250 mL de
unicel perforados en el fondo con 50 g de vermiculita. Se sembraron 2 semillas por vaso.
Se evalud la emergencia y se desechd una plantula por vaso para que finalmente
quedaran 76 plantas, 6 para cada tratamiento y 9 para control conforme al disefio

presentado en el Cuadro 23.

Cuadro 23. Tratamientos para determinar concentracién efectiva del LF-MB en
la solubilizacion de roca fosférica.

Roca
Tratamiento Abreviatura fosférica Solvente Plantas
T Control 0 Agua 9
T2 Pi 2% 29/100mL  Agua 6
T3 Pi 4% 49/100 mL  Agua 6
T4 Pi 6% 69/100 mL  Agua 6
T5 Pi 8% 89/100 mL  Agua 6
T6 LF-MB 0 Lactofermento 9
T7 LF-2%Pi 29/100 mL  Lactofermento 6
T8 LF-4%Pi 4g/100 mL  Lactofermento 6
T9 LF-6%Pi 6g/100 mL  Lactofermento 6
T10 LF-8%Pi 8g9/100 mL  Lactofermento 6

Pi: Roca fosforica; LF-MB: lactofermento
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Las plantulas se regaron con su tratamiento correspondiente cada 3 o 4 dias (50 mL del
producto diluido al 5% por planta en condiciones de invernadero, con temperaturas de
18 a 23 °C y fotoperiodo 12:12 durante 45 dias a partir de la emergencia, la longitud del
vastago (base del tallo a altura maxima de hoja) utilizando un flexémetro y se conto el
numero de hojas para obtenerse los porcentajes de plantas segun su etapa fenologica
conforme a los criterios descritos por Fassio et al. (1998). A los 45 dias se determinaron
las siguientes variables: Peso seco de raiz y peso seco de vastago expresados en
gramos, para lo cual se secaron las plantulas hasta peso constante en horno de
conveccién a 30 °C y se obtuvieron los pesos en una balanza analitica Ohaus. A partir
de estos datos se evaluod el efecto de los tratamientos considerando mejoras en tiempo
de emergencia, asi como mejoras en desarrollo fenoldgico: numero de hojas/planta

promedio, altura y ganancia de biomasa de vastago y raiz expresada en peso seco.

7.3.2 Disefio experimental

En todos los experimentos se aplicé un disefio experimental completamente al azar
(DECA). Para evaluar el efecto de los acidos organicos y cepas lacticas en la
solubilizacion de fosfatos se utilizaron 10 plantas por tratamiento (3 tratamientos y un
control). Para evaluar la capacidad de las cepas microbianas para solubilizar fosfatos se
utilizaron, por triplicado, cajas Petri con dos fuentes de carbono, y dos fuentes de fosfatos
(6 cajas) probando por duplicado las cepas lacticas y el control positivo. Para la
determinacién de la concentracion 6ptima de roca fosférica se utilizaron 6 plantas de
maiz por tratamiento (5 diluciones entre el 0 y 8% de roca fosforica, 5 de lactofermento

con roca fosférica y 9 para el control negativo).

7.3.3 Anélisis estadistico de resultados

Para el experimento de solubilizaciéon con acidos organicos se hicieron comparaciones
de medias con la prueba de t-Student a un nivel de significancia del 95% (p<0.05) entre
tratamientos después de comprobar que por lo menos uno de ellos era diferente en la
prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA). Las pruebas in vitro se analizaron
cualitativamente por la presencia de halos de solubilizacién y vire de color del medio.

Para la determinacién de la concentracion 6ptima de roca fosférica (etapa 3), los

115



resultados fueron evaluados por comparacién de medias después de comprobar que por
lo menos uno de los tratamientos resultd diferente en la prueba de Analisis de Varianza
(ANOVA). Se calcul6 el coeficiente de variacion a cada uno de los tratamientos y cuando
el valor fue mayor al 30% se elimino el dato maximo y minimo. Debido a que no todos
los resultados cumplieron con el supuesto de normalidad y homogeneidad de Varianza
(Levene), se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney a un nivel de

significancia del 95% (p<0.05). Se utilizé Excel y el paquete estadistico SAS (2004).

7.4 Resultados y discusiones

7.4.1 Comparacion del efecto de acidos organicos y LF-MB en el desarrollo de
maiz (etapa 1)

Al comparar el efecto que producen los lactofermentos con acidos organicos en el
desarrollo de maiz, se observé que ambos compuestos promueven el engrosamiento del
tallo (34, 34.4 y 27 mm para acidos, lactofermentos y control respectivamente) asi como
el desarrollo de la raiz de plantas de maiz (0.41, 0.38 y 0.31 g para acidos, lactofermentos
y control respectivamente) de manera significativa (p<0.05). Se observaron mejores
efectos en la ganancia de altura con el uso de lactofermentos que con los acidos
organicos (44.6 contra 36 centimetros del control) (Cuadro 24), aunque no se observé
ningun efecto en la longitud total, peso seco de tallo ni volumen de raiz (datos no
presentados) por lo que se puede deducir que este tipo de compuestos permite la
solubilizacion de roca fosférica y por lo tanto mayor asimilacion por parte de la planta con

efecto principalmente en el desarrollo de la raiz.

Cuadro 24. Efecto agrobioldgico de la aplicacion de acidos organicos y
lactofermentos en el desarrollo de plantulas de maiz de 45 dias.

Altura Peso seco Peso seco
Didmetrotallo  vastago VolUmen raiz vastago Peso seco raiz total
Tratamiento (mm) (cm) (cm3) (9) (9) (9)

1 Control 271+39b 36.0+42bc 23+0.75ab 058+0.17a 031+0.05bc 090+0.20a
2 Acidos 340+66a 428+64ab 26+099ab 057+013a 041+004a 098+0.12a
3 LFMB30 344+42a 433+54a 28x092a 062+0.15a 039+0.10a 098+0.29a
4 LFMB5 288+6.9ab 446+48a 26+051ab 055+011ab 0.38+0.07ab 095+0.22a
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de

Tukey (p<0.05).
LF MB 5: Lactofermento madurado 5 dias; LF MB 30: Lactofermento madurado 30 dias.
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Los resultados observados concuerdan con los reportados por Vyas y Gulati (2009),
quienes evaluaron el efecto de la inoculacién de varias cepas de Pseudomonas junto con
la fertilizacion NPK en el desarrollo de maiz, encontrando diferencias significativas en
altura, peso seco y longitud de la raiz. Aunque los incrementos obtenidos en este trabajo
no son tan altos como los reportados por estos autores, se puede deducir que el efecto
en la solubilizacion de fésforo por las cepas lacticas evaluadas, es similar al de cepas
reportadas como solubilizadoras. llimer y Schiner (1992) mencionan como principal acido
asociado a la solubilizacion de fosfatos al acido gluconico, el cual no se analizé de
manera especifica en este experimento. Se sugiere en futuros trabajos investigar la
presencia y concentracion de este acido en los lactofermentos, ademas de la induccién
de la ruta metabdlica modificando sustrato y/o utilizando cepas mas eficientes para su

produccion para fines agricolas.

llimer y Schiner (1992) reportaron un incremento en el desarrollo de maiz asociado a la
solubilizacion de fésforo con el uso de inoculantes con Pseudomonas sp. y demostré
experimentalmente que no hay correlacion entre produccién microbiana de acidos
organicos y desarrollo de la planta debido a diversos factores externos asociados a la
solubilizacion de fosforo, como la capacidad para aprovechar los exudados de las raices

y la produccion de fitohormonas.

7.4.2 Solubilizacién de roca fosférica in vitro (etapa 2)

Ademas de la evidencia de la solubilizacién y aprovechamiento de fésforo presentada en
el experimento anterior, las pruebas realizadas in vitro confirman la capacidad de
solubilizacion de fésforo inorganico por el consorcio BAL-K. marxianus ya que se
pudieron observar halos de solubilizacién y cambio de color tanto para el control positivo
(P. putida) como para el consorcio propuesto en todas las réplicas realizadas (Figura 23).
Estos resultados fueron consistentes en el medio de roca fosférica y fosfato de calcio
disueltos en lactosuero, pero no fueron contundentes (no fueron positivas las cuatro
réplicas) cuando el fosforo se disolvio en sacarosa, lo que indica la necesidad del

consorcio por fuentes de carbono especificas.
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Solubilizacién por BAL-K.marxianus
Fuente Pi Fuente Carbono Halo
Ca3(PO4)2 Lactosuero +
Roca Pi Lactosuero +
Cas(PO‘t)2 Sacarosa
Roca Pi Sacarosa -

Figura 23. Solubilizacion de fosfato de calcio (a) y roca fosforica (b) con LF.MB.
Colonias superiores: P. putida. Colonias inferiores: Consorcio BAI-K. marxianus. Al centro: control negativo.
Roca Pi: Roca fosforica. BAL: Bacterias acido lacticas.

Resultados similares se reportan para la solubilizacion de foésforo con el uso de
rizobacterias (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010) entre las que destacan
Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Burkholderia sp., Achromobacter sp., Agrobacterium
sp., Aereobacter sp., Flavobacterium sp., Yarowia sp., Streptosporangium sp. y Erwinia
sp. Sin embargo, es interesante que no se reporte ninguna bacteria acido lactica, que
también se encuentran de manera natural en la rizésfera (Wassie y Wassie, 2016; Husain
et al., 2017).

7.4.3 Determinacion de la concentracion 6ptima de roca fosférica (etapa 3)

Emergencia de plantulas de maiz. El tratamiento que present6 el mejor efecto para
estimular la emergencia fue el lactofermento con 4% de roca fosférica (T8).
Present6100% de emergencia en el segundo dia después de la siembra, un dia menos
con respecto al control. En el tercer dia se logré la emergencia del 100% de plantulas
regadas con agua potable (T1) y las regadas con lactofermento y lactofermento con 6%
de roca fosférica (T9). Los tratamientos con roca fosférica presentaron un retraso de 1y

2 dias con respecto al control (Cuadro 25).
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Cuadro 25. Porcentaje de plantas de maiz que alcanzaron la etapa fenoldgica
sometidas a diferentes tratamientos de roca fosférica con y sin lactofermento (LF-
MB).

Etapa fenoldgica Emergencia v2 v3 v4 v5
Tratamiento/dia 2 3 4 5 6 7 9 11 12 13 15 17 18 19 20 22 30 35 38

1
T1 Control 6 78/100 100 100 92/100 78 89100 O 33 89 8&89/100 100 100 33 56 100
T2Pi 2% 8 67 92100 100 67/100 67 100 100 17 50 67 67 83/100 100 33 67 100
T3 Pi 4% 0 75/100 100 100 83100 67/100 100 17 33 67,100 100 100 100 50 50{100
T4 Pi 6% 8 83 92 92/100 83/100 67 100 100 17 50 83 83 83/100 100 50 100 100
T5Pi 8% 8 92/100 100 100 83/100 83 100 100 67 67,100 100 100 100 100 17 100 100
T6 LF-MB 0 72/100 100 100 92100 56100 100 22 33 56 56 56 67 100 78/100 100
T7 LF-2%Pi 8 92 92 92/100 67/100 33100100 O O 17 17 67 67100 100 100 100
T8 LF-4%Pi 0/100 100 100 100 92 100 50/100 100 33 33 67 67 83/100 100 100 100 100
T9 LF-6%Pi 0 92/100 100 100 92 100 67/100 100 17 33 67 67 67 83100 100 100 100
T10 LF-8%Pi 0 50 83 83100 92100 50/100 100 O 17 17 17 50 50100 100 100 100

Pi= roca fosférica; LF-MB=lactofermento. n=6 y 9. V2: aparicién segunda hoja verdera; V3: tercera hoja verdadera y
V4. cuarta hoja verdadera.

En la etapa v2 y v3 no se observaron diferencias entre los tratamientos con y sin
lactofermento. La etapa v4 fue alcanzada mas rapidamente con los tratamientos de roca
fosfdrica sin lactofermento (T1 a T5), pero la etapa v5 fue favorecida con la aplicacion de
lactofermento (Cuadro 26). A partir de este experimento se puede deducir que los
lactofermentos contribuyeron a acelerar la emergencia ganandose hasta 2 dias con
respecto al tratamiento de roca fosférica sin lactofermento y al control, siendo la
concentracion mas efectiva el 4%, aunque no se observaron mejoras con respecto al

desarrollo vegetativo a ninguna concentracion.

Numero de hojas. Al evaluar el puntaje de aparicion de hojas con respecto al tiempo de
las plantulas de maiz regadas con roca fosférica con y sin lactofermento, no se
observaron diferencias significativas durante los primeros 30 dias (1.5 hojas en promedio
eneldia3,1.6enel6,26enel9, 3.1enel12,3.3enel15,3.7enel18,3.9enel21y
4.1 en el dia 30) pero a partir del dia 35 se observaron mejores resultados para las
plantulas regadas con lactofermento-réca fosférica (T6-T10) en comparacion al control
(T1) (p<0.05).

A los 45 dias se observaron mejoras significativas (p<0.05) de los tratamientos con
lactofermento con roca fosforica al 4-8% (T8-T10) (de 5.94 hojas contra 4.56 del control)
y roca fosférica sin lactofermento al 2-6% (T2-T4) (contra 4.72) (Cuadro 26), lo que

demuestra que hay mejor asimilacién de fosforo en presencia de los lactofermentos.
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Cuadro 26. Numero de hojas en plantulas de maiz tratadas con solucion de roca
fosférica con y sin lactofermento.

Tratamiento/dia

3 6 9 12 15 18 21 30 35 45

T1 Ctrl

T2 Pi 2%
T3 Pi4%
T4 Pi 6%
T5 Pi 8%
T6 LF-MB
T7 LF-2%Pi
T8 LF-4%Pi
T9 LF-6%Pi
T10 LF-8%Pi
EE+

133 156 278 322 333 389 411 411 433c 4569
1.00 133 267 300 333 400 400 417 4.33¢c 467«
147 133 283 367 3.67 400 400 433 450%c 4509
150 1.67 233 267 300 317 367 4.00 4.50%c 5,00bcd
167 167 267 283 333 367 383 400 417¢ 6.008
178 189 244 300 333 344 367 400 4.89abc 533abc
183 183 267 300 333 383 4.00 400 5332 567%®
183 183 283 333 350 383 400 400 517 5832
167 183 250 317 333 367 4.00 400 5332 6.008
117 133 250 3.00 317 317 350 400 533  6.00°
052 026 025 031 027 016 012 0.06 0.27 0.17

Columnas sin letra indican que no hay diferencia estadistica. Letras diferentes dentro de la misma columna indican
diferencia significativa (M-W p<0.05); Pi: roca fosférica; LF-MB lactofermento. n=6-9

Para esta variable, la mejor concentracion minima de fésforo en lactofermento fue al 6%

manifestandose efectos positivos significativos después del dia 35 posteriores a la

siembra, presentando 6 hojas verdaderas en comparacion a 4.56 del control (Figura 24).

()}

Numero de hojas (promedio)

== Ctrl
LF-6%Pi

=== F-MB
=>¢=Pi 2%

a
a
a
a

—

N

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (dias)

Figura 24. Aparicion de hojas con respecto al tiempo en pléntulas de maiz tratadas con solucion de roca fosforica con
y sin lactofermento (n=6-9).

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (M-W p<0.05). Ctrl: Control; LF-6%:
Lactofermento con Roca fosforica al 6%; LF-MB Lactofermento; Pi 2% Roca fosférica al 2%.
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Longitud vastago. Los mejores resultados con respecto al desarrollo del vastago se
obtuvieron cuando se aplico el lactofermento adicionado con roca fosforica en todas las
concentraciones (T6-T10), resultados estadisticamente significativos en comparacion al
control a partir del dia 30 (69 centimetros contra 51.7 del control) (p<0.05) (Cuadro 27),
lo que concuerda con los resultados obtenidos en aparicion de hojas.

Aunque no se observaron diferencias significativas en los primeros 30 dias, a partir del
dia 35 se obtuvieron resultados estadisticamente significativos con el uso de
lactofermento con roca fosférica al 2% (T7) (91.8 cm contra 54.6 del control) (p<0.05)
para favorecer el desarrollo del tallo, determinandose que esa es la concentracion

minima a la que se obtiene una respuesta favorable (Figura 25).

Cuadro 27. Longitud de vastago (cm) de plantulas de maiz tratadas con solucion
de roca fosférica con y sin lactofermento.

Tratamiento\dia 6 9 12 20 30 35 45
T1CTRL 11.00abe 19.78ab 25.442b 43,33 51.67vc 52.30¢ 54 564
T2 Pi 2% 8.33¢ 15.000 21.17° 39.67° 49.87°¢ 51.00¢ 58.33d
T3 Pi4% 10.33abe 18.672b 25.00ab 42.50ab 53.170c 54.78bc 61.00cd
T4 Pi 6% 10.33abc 18.6720 23.33a 39.33p 52.28bc 53.33pc 59.50Qcd
T5 Pi 8% 11.00abe 19.332b 24.83ab 40.83ab 48.26°¢ 54.33¢ 54.674
T6 LF-MB 11.44abc 22112 28.442 46.6720 62.78ab 66.33ab 74.670c
T7 LF 2% 12.332 22172 28.672 51.33a 73.002 74.302 91.832
T8 LF 4% 11.50ab 22.002 29.002 49,33 68.672 73.33 89.002b
T9 LF 6% 11.502b 20.67ab 26.50ab 46.17ab 67.072 75.172 89.172b
T10 LF 8% 9.00be 17.002b 24 .83 45.174b 63.09ab 77172 82.672ab
EE+ 0.52 0.26 0.25 0.31 0.27 0.12 0.27

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (M-W p<0.05); Pi: roca fosférica; LF-MB
lactofermento. (n=6-9)
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Figura 25. Longitud de vastago de plantulas de maiz tratadas con roca fosférica con y sin lactofermento (n=6-9). Letras
diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (M-W p<0.05).
Ctrl: Control; LF-2%: Lactofermento con roca fosférica al 2%; LF-MB Lactofermento; Pi 2% Roca fosférica al 2%.

Variables fenométricas. En general se observd un efecto positivo con la aplicacién de
lactofermento adicionado con roca fosférica (T6-T10) en comparacion a los tratamientos
sin lactofermento (T1-T5) en la ganancia de biomasa (1.45 g con lactofermento y 0.46
sin lactofermento para el peso seco del vastago, 1.73 g con lactofermento y 0.82 sin
lactofermento, 90 cm de la longitud del vastago con lactofermento contra 60 sin
lactofermento y 6 hojas con lactofermento contra 5 sin lactofermento) en plantulas de
maiz a 45 dias de emergencia (Figura 26).

Los lactofermentos con roca fosférica a concentraciones mayores al 2% resultaron
estadisticamente superiores al control en cuanto a peso seco y longitud del vastago asi
como en el numero de hojas, sin embargo, al 2% presenté el mejor efecto en desarrollo
del vastago con un incremento del 60% con respecto a la longitud del vastago del control
y del 24% para el peso seco del vastago. Los lactofermentos con roca fosforica al 4-8%
incrementaron en un 7% la aparicion de hojas, por lo que se puede sugerir 4% como la
concentracion minima a la cual se obtiene una respuesta significativa favorable y con la
cual se puede formular el lactofermento para asegurar una maxima asimilacion de fésforo
(Cuadro 28).
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A los 45 dias posteriores a la emergencia, el maiz tratado con lactofermento con 2% de
roca fosférica en comparacion con la solucion de roca fosférica 2% sin lactofermento, se
puede observar que hay una diferencia significativa tanto en peso seco de raiz (1.69 g
con lactofermento contra 0.81 sin lactofermento), peso seco del vastago (1.50 gramos
con lactofermento contra 0.32 sin lactofermento) y la longitud del vastago (92 cm con
lactofermento contra 58 sin lactofermento) (p<0.05), lo que demuestra el efecto que tiene
la solubilizacién de fésforo por la acidez de los lactofermentos, y por consiguiente su

efecto en el desarrollo del maiz (Figura 26).

Cuadro 28. Respuesta fenoldgica de plantulas de maiz tratadas con roca fosforica
con y sin lactofermento a 45 dias posteriores a lainoculacion.
Peso seco vastago  Peso secoraiz  Longitud vastago

NUmero hojas

Tratamiento (9) (9) (cm) promedio
T1 Ctrl 0.36+0.30f 1.02+0.19¢ 54.56+9.084 4.5640.53¢
T2 Pi2% 0.32+0.05 0.81£0.17¢ 58.33£19.07d 4.67+0.52¢d
T3 Pi4% 0.41£0.07¢f 0.71£0.27¢ 61.00£17.08cd 4.50£0.55¢
T4 Pi6% 0.3940.05 0.75+0.22¢ 59.50+14.46¢ 5.00+0bed
T5 Pi 8% 0.35+0.05f 0.80+0.26¢ 54.67+£14.214 6.00£02
T6 LF-MB 0.68+0.13¢ 1.1540.25% 74.67+2.50¢ 5.33+0.5abc
T7 LF-2%Pi 1.50+0.292 1.69+0.4820 91.83+£19.652 5.67+0.52a0
T8 LF-4%Pi 1.07+0.15b¢ 1.29+0.28a¢  89.00+16.54ab 5.83+0.41a
T9 LF-6%Pi 1.31+0.31a0 1.83+0.432 89.17+19.3820 6.00+02
T10 LF8%Pi 0.97£0.10cd 1.27+0.24abc 82.67+7.312 6.00+02
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Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (n=6-9) (M-W p<0.05); Pi: roca fosférica;
LF-MB lactofermento.
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Figura 26. Variables fenométricas de plantulas de maiz tratadas con lactofermentos y roca fosférica (n=6).
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (M-W p<0.05).
Ctrl: Control; LF-2%: Lactofermento con roca fosférica al 2%; LF-MB Lactofermento; Pi 2% Roca fosférica al 2%.

7.5 Conclusiones

Los acidos organicos de bajo peso molecular producen un efecto positivo en la
promocion del crecimiento de maiz, principalmente en el desarrollo de la raiz. La minima
concentracion de roca fosforica que presenté un efecto estadisticamente significativo fue
el lactofermento con roca fosférica al 4%, por lo que se puede deducir que el

lactofermento ayuda a la solubilizacion de fésforo y lo hace mas asimilable al maiz.
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CAPITULO VIII. INHIBICION IN VITRO DE Fusarium sp., Penicilium sp. Y
Aspergilum sp. POR BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) Y K. marxianus.

8.1 Resumen

En este trabajo se evalud tanto la capacidad del consorcio BAL-K.marxianus como del
lactofermento LF-MB para inhibir Penicilium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp. las cuales
son consideradas como plagas fungosas que afectan el desarrollo de maiz. Se hicieron
experimentos in vitro, en sistemas hidroponicos con plantas y con plantas sembradas en
vermiculita. En caja Petri seobservé inhibicién de Fusarium sp por el consorcio BAL-
K.marxianus. No se observé efecto inhibitorio del consorcio BAL-K. marxianus, pero al
utilizarlo integralmente como lactofermento, se observé inhibicion contra Penicillium sp
al disminuir al 100% la mortalidad aunque no dafo subletal. EI mayor efecto inhibitorio
se observé con el lactofermento LF-MB tanto en la reduccion de mortalidad como en
dafio subletal en Fusarium sp. (p<0.05) y un efecto positivo en la supervivencia (plantas
que sobrevivieron a las condiciones experimentales), y desarrollo de biomasa, lo que

demuestra el potencial del lactofermto LF-MB como biofertilizante.

8.2 Introducciodn

Ante la necesidad de producir alimentos mas sanos, sin residuos de plaguicidas, con
tecnologias compatibles con el medio ambiente, seguras para quienes las practican y
econdmicamente rentables, el uso de microorganismos, inoculantes y biofertilizantes
abre la posibilidad de wuna agricultura sustentable (Restrepo-Rivera, 2006),
principalmente en el combate de plagas y enfermedades, ya que éstas han desarrollado

resistencia a los productos quimicos (lbarra et al., 2006).

Se conoce como agentes de control biolégico a aquellos microorganismos que reducen
la incidencia o gravedad de las enfermedades de las plantas, y antagonistas a aquellos
que presentan actividad hacia un patégeno (Vazquez-Ramirez et al., 2015). Los
principales mecanismos de accion relacionada con esta actividad se deben a la
capacidad para sintetizar enzimas hidroliticas que pueden eliminar células patégenas

(Maksimov et al., 2011), modificando la disponibilidad de nutrientes y una adecuada



colonizacion de nichos en la superficie de la raiz (Stephen y Jisha, 2009), modificando
la regulacién de los niveles de etileno en las plantas (Van Loon et al., 2007), mediante la
produccion de sideroforos, antibidticos (bacteriocinas) o induciendo resistencia sistémica

a enfermedades (Van Loon et al., 1998).

Muchas enfermedades de cultivos de interés comercial son causadas por hongos que
infestan diversas partes de la planta afectando desde aspectos de calidad hasta la
pérdida total de los cultivos. Ante esta situacidn los productores tienen la opcién de
aplicar productos quimicos, pero su sobre uso, que es muchas veces por falta de
asesoria técnica adecuada e interés comercial, ha ocasionado severos problemas de

contaminaciéon ambiental (Ibarra et al., 2006).

Ibarra et al. (2006) estiman que las pérdidas agricolas por ataques de hongos
fitopatdgenos alcanzan cerca del 50% de la producciéon nacional, ademas que los
controles sanitarios para la exportacién de productos agropecuarios cada vez son mas
exigentes, por lo que es necesario desarrollar nuevas lineas de investigacion que

resuelvan esta problematica (Serrano y Galindo, 2006).

Fusarium verticillioides es un hongo patégeno que ataca al maiz causando pérdidas
economicas considerables en todo el mundo. Infecta a la planta por distintas rutas
produciendo una toxina que afecta los tejidos y granos de maiz disminuyendo su calidad
(De la Torre-Hernandez et al., 2006). Esta clasificado como agente necrétrofo por causar
muerte de tejido, pero también sobrevive como saprofito en el rastrojo. Puede sobrevivir
como enddfito en la semilla y tallo sin causar dafio visible, pero cuando las condiciones
son favorables provoca pudricion de raiz, tallo y mazorca. El nivel de dafno depende de
la virulencia de la cepa, genotipo y la etapa de desarrollo del maiz y acceso de las hifas
a las células del pericarpio, dafio mecanico y ataque de insectos (Duncan y Howard,
2010), asi como condiciones climaticas (Torres et al., 2003).

Diversos investigadores han reportado el efecto preservante de las bacterias acido
lacticas (BAL) en la conservacion de alimentos, el cual se asocia a la producciéon de
acidos organicos, perdxido de hidrogeno y bacteriocinas (Yang et al., 2007) pero no hay
estudios sobre el uso de las BAL en el combate de hongos patégenos del maiz, por lo

que el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de bacterias acido lacticas y
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Kluyveromyces marxianus para reducir el dafio ocasionado por Fusarium sp., Penicilium

sp., y Aspergilum sp. aislados de maiz.

8.3 Materiales y métodos
8.3.1 Condiciones experimentales

El presente trabajo se hizo en condiciones de laboratorio, a una temperatura de 30 °C,
70% de humedad y fotoperiodo 12-12 en incubadora de plantas. También se realiz6 en
invernadero, utilizando como substrato vermiculita estéril a una temperatura de 25 °C y
fotoperiodo de 12-12. Se llevé a cabo de mayo a diciembre 2017 en las instalaciones del
Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana, CICM ICUAP.

Material biolégico. Se utilizaron 3 cepas de hongos filamentosos patdgenos de maiz
aislados en el CICM-ICUAP, los cuales se identificaron como Fusarium sp., Penicilium
sp., y Aspergilum sp. Se conservaron y propagaron en un medio de Luria Bertani liquido
(LB). Como microorganismos antagonicos (MB) se probaron las cepas Lactobacillus
acidophilus  (CDBB-B-1026), Streptococcus thermophilus (CDBB-B-1931) vy
Kluyveromyces marxianus (CDBB-L-836) en consorcio, obtenidas de la produccion de
un biofertilizante elaborado a base de lactosuero.

Experimentacion. Se realizé un experimento en tres etapas para demostrar antagonismo
entre el consorcio BAL-K. marxianus, el lactofermento LF-MB y los patdégenos Penicilium
sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp. La primera etapa se hizo in vitro en cajas Petri, la
segunda con plantas en sistemas hidropdnicos y la tercera con plantas sembradas en
vermiculita. En todos los casos se utilizé un control negativo de agua destilada estéril asi
como el Inoculante multi especies-BUAP® como control positivo.

Para las pruebas de inhibicién en cajas Petri (etapa 1) se propagaron los patégenos en
un medio sdlido LB con un asa bacteriolégica en dos lineas paralelas y una linea central
con el consorcio BAL-K. marxianus el Inoculante multi especies-BUAP®, dejando incubar
por 4 dias y observando la inhibicion de crecimiento. Las pruebas se hicieron por
triplicado y se consideré como inhibicion positiva en el caso en el que las tres réplicas
presentaran inhibicion en el crecimiento del patégeno. Por separado se hicieron pruebas

de inhibicion por el método de doble capa descrito por Munoz-Rojas (2005). Los

128



tratamientos evaluados para la etapa 1, que se nombraron por la coloracion

predominante de su micelio, se presentan en el Cuadro 29.

Cuadro 29. Tratamientos para evaluar inhibicion de plagas fungosas in vitro.

Tratamiento Abreviatura Descripcion

T1 BALK-Blanco BAL-K.marxianus vs Penicilium sp.
T2 BALK-Negro BAL-K.marxianus vs Aspergillus sp.
T3 BALK-Rojo BAL-K.marxianus vs Fusarium sp.
T4 IME-Blanco IME-BUAP vs penicilium sp.

T5 IME-Negro IME-BUAP vs aspergillus sp.

T6 IME-Rojo IME-BUAP vs fusarium sp.

T7 0-Blanco Sin indculo vs Penicilium sp.

T8 0-Negro Sin inéculo vs Aspergillus sp.

T9 0-Rojo Sin indculo vs Fusarium sp.

BAL.: Bacterias &cido lacticas; IME: inoculante multiespecies BUAP

Las pruebas en el sistema hidropdnico (etapa 2) se hicieron en frascos de vidrio de 250
mL con 50 mL de medio salino inoculado con los agentes patdégenos, que se puso en
contacto con germinados de maiz inoculados con los microorganismos antagénicos (MB
e IME-BUAP como control positivo y sin inocular como control negativo). Se evalué el
desarrollo de la planta durante 20 dias en una camara de incubacion con fotoperiodo 12-
12 a 20 °C. Las pruebas se hicieron por cuadriplicado. Los tratamientos evaluados fueron
los mismos que en el experimento de la etapa 1.

Para las pruebas de inhibicién con plantulas sembradas en vermiculita estéril (etapa 3)
se obtuvieron germinados de maiz a partir de semillas inoculadas con el consorcio BAL-
K. marxianus, con el Inoculante IME-BUAP® y germinados sin inocular como control
negativo. Se sembraron en tubos Falcon de 50 mL con 20 cm? de vermiculita estéril. Los
tubos se regaron con agua estéril cada 3-6 dias. En el dia 8 y 16, las plantas fueron
inoculadas con 1 mL de cada uno de los patdgenos y tratadas con una suspension del
consorcio BAL-K. marxianus, IME-BUAP® y Lactofermento (LF-MB) cada tercer dia. Se
monitored el desarrollo de las plantulas durante 30 dias evaluando la supervivencia de
las plantas a la exposicion de los patdgenos. Se observo y registrd el dano fisico en las
hojas, el cual se consideré como leve en el caso de que el marchitamiento en la hoja
fuera soélo en la punta (no se considerd en la contabilidad), severo cuando afectaba la
mayor parte de la hoja y/o tallo y muerte total cuando el mrchitamiento fue general.

Ademas se consideré6 como muertas a aquellas plantas que al sacarlas del tubo Falcon
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se desprendia la raiz con facilidad (pudricion de la raiz). Por otra parte se evalué el dafio
subletal, considerado como enfermedad, analizando las diferencias de biomasa del total
de la planta con respecto a los controles respectivos de las plantas sanas. Se evaluaron

8 plantulas para cada uno tratamientos (Cuadro 30).

Cuadro 30. Tratamientos para evaluar inhibicién plagas fungosas en hidroponia

Tratamiento Abreviatura Descripcion

TO  Control Plantas sin indculo y sin patégeno

T BAL-K Plantas inoculadas con BAL-K.marxianus

T2 IME Plantas inoculadas con IME BUAP (Control +)

T3  MB-Blanco Plantas con Penicillium sp. Tratadas con BAL-K. marxianus

T4  LF-Blanco Plantas con Penicillium sp. Tratadas con Lactofermento LF-Mb
T5  IME-Blanco Plantas con Penicillium sp. Tratadas con IME

T6  Blanco Plantas con Penicillium sp.

T7  MB-Negro Plantas con Aspergillus sp. Tratadas con BAL-K. marxianus
T8  LF-Negro Plantas con Aspergillus sp. Tratadas con Lactofermento LF-Mb
T9  IME-Negro Plantas con Aspergillus sp. Tratadas con IME

T10  Negro Plantas con Aspergillus sp.

T11  MB-Rojo Plantas con Fusarium sp. Tratadas con BAL-K. marxianus

T12  LF-Rojo Plantas con Fusarium sp. Tratadas con Lactofermento LF-Mb
T13  IME-Rojo Plantas con Fusarium sp. Tratadas con IME

T14 Rojo Plantas con Fusarium sp.

IME: inoculante multiespecies BUAP

8.3.2 Disefio experimental

Para todos los experimentos se aplicé un disefio experimental completamente al azar
(DECA) con tres especies patdgenas (Penicillium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp.) y
dos inoculantes microbianos con posible actividad antimicrobiana asi como un control
negativo de agua estéril para comprobar el crecimiento miceliar y dafio de las cepas
patogenas. El experimento en hidroponia tuvo el mismo disefio experimental con la unica
variante de que el experimento se hizo con plantulas de maiz (unidades experimentales)
crecidas en botella de vidrio. La etapa 1 y 2 se evaluaron por triplicado, resultando un
total de 9 tratamientos, y 27 unidades experimentales (cajas Petri/botellas hidropdnicas).
El experimento en invernadero (etapa 3) se hizo en tubos Falcon con 8 réplicas por
tratamiento con la variante de probar el efecto del lactofermento y de las cepas lacticas
por separado en la inhibicion de patégenos, por lo que el numero de tratamientos se

elevo a 14 (112 unidades experimentales).
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8.3.3 Andlisis estadistico de resultados

La mortalidad y disminucién en el desarrollo se compard contra los controles. Debido a
que los datos no cumplieron con las premisas de homogeneidad de varianza y/o
normalidad, se hizo un analisis no paramétrico con la prueba U de Mann Whitney a un
nivel de significancia del 95% (p<0.05), usando Excel y el paquete estadistico SAS
(2004).

8.4 Resultados y discusién

Pruebas de inhibicion en cajas Petri (etapa 1). Los resultados de inhibicién de patégenos
del consorcio BAL-K. marxianus contra Penicillium sp. y Aspergillus sp. (tratamientos T1
y T2) resultaron negativas al no presentar inhibicién en ninguna de las tres réplicas o
maximo en una, en comparacion al IME-BUAP (T4-T6), donde el crecimiento micelar de
los patégenos fue inhibido en las 3 cajas (no hubo crecimiento micelar salvo en 2 cajas

que presentaron indicios de inhibicidn).

Sélo se observé una ligera inhibicion del consorcio BAL-K. marxianus contra Fusarium
sp. (Figura 27.) al resultar positivas 2 de 3 cajas, lo que indica que posiblemente, bajo

ciertas condiciones, el consorcio tiene potencial de inhibicion.

Pruebas en sistema hidropdnico (etapa 2). Se observé dafio total (muerte) en las
plantulas expuestas a los hongos patégenos sin inocular (T8-T9), mientras que para las
inoculadas con el IME-BUAP se observaron efectos positivos para el T5, T9 y T13
(Inhibicién de todos los patdgenos), sin embargo en todas las pruebas realizadas con el
consorcio BAL-K.marxianus se observé muerte de la plantula, por lo que se deduce que
en este ambiente el consorcio no tiene capacidad inhibitoria para los patdégenos
evaluados. Esto puede deberse principalmente a que el pH casi neutro de la solucion

acuosa no favorece el desarrollo del consorcio (Figura 28).

Pruebas en vermiculita (etapa 3). En todos los experimentos realizados se observo un
dafio estadisticamente significativo entre las plantas con Penicillium sp., Aspergillus sp.
y Fusarium sp. (T6, T10 y T14) y el control de las plantas sanas (T0) (p<0.05). Tanto el

tratamiento correspondiente al consorcio BAL-K. marxianus e IME-BUAP (T1y T2) no
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mostraron diferencia significativa con el control de plantas sanas (T0). Se observé un
efecto benéfico para reducir la mortalidad y el dafio subletal al utilizar el IME-BUAP (T5,
T9y T13) en las especies patdégenas evaluadas (datos no mostrados), lo que da valides

a los resultados obtenidos.

Figura 27 (a) Inhibicién in vitro de crecimiento de Fusarium sp. por el consorcio BAL-K.marxianus. (b) Prueba de
inhibicién de Fusarium sp. con el control negativo.

Figura 28 (a) Maiz inoculado con IME-BUAP expuesto a patégenos (control +). (b) Maiz inoculado con MB expuesto
a patdgenos.

El consorcio BAL-K. marxianus no redujo la mortalidad ni el dafio subletal (disminucién

del desarrollo) ocasionada por Penicillum sp. (Figura 29).
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Figura 29. Efecto del consorcio BAL-K. marxianus en (a) mortalidad y (b) dafio subletal en plantulas de maiz de 30
dias infestadas con Penicillium sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas

Tampoco disminuyo ni la mortalidad ni el dafio subletal ocasionado por Aspergillus sp.,
ni Fusarium sp. (Figuras 30 y 31).
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Figura 30. Efecto del consorcio BAL-K. marxianus en (a) mortalidad y (b) dafio subletal en plantulas de maiz de 30
dias infestadas con Aspergillus sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas
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Figura 31. Efecto del consorcio BAL-K. marxianus en a) mortalidad (a) y dafio subletal en plantulas de maiz (b) de 30
dias infestadas con Fusarium sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas

A diferencia de la respuesta observada al utilizar el consorcio BAL-K. marxianus, el
lactofermento Lf-Mb si presenté cierta capacidad de inhibicién al disminuir al 100% la

mortalidad ocasionada por Penicillium sp. y aunque no de manera significativa, también
el dafio subletal (Figura 32).
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Figura 32. Efecto del lactofermento LF-MB en: (a) mortalidad y (b) dafio subletal en plantulas de maiz de 30 dias
infestadas con Penicillium sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas

En el caso de Aspergillus sp. no se observo efecto inhibitorio por parte del lactofermento
LF-MB (Figura 33).
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Figura 33. Efecto del lactofermento LF-MB en (a) mortalidad y (b) dafio subletal en plantulas de maiz de 30 dias
infestadas con Aspergillus sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas

El mayor efecto inhibitorio se observé con el lactofermento LF-MB tanto en la reduccion
de mortalidad como en dafio subletal en Fusarium sp. (p<0.05) como se puede observar
en la Figura 34. También se observo un efecto positivo en la supervivencia (plantas que

sobrevivieron a las condiciones experimentales), y desarrollo de biomasa.
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Figura 34. Efecto del lactofermento LF-MB en (a) mortalidad y (b) dafio subletal en plantulas de maiz de 30 dias
infestadas con Fusarium sp. (n=8).

Letras diferentes entre paréntesis indican diferencia significativa (M-W p<0.05). BAL: Bcteras acido lacticas

La capacidad de inhibicion observada para Fusarium sp. utilizando el lactofermento (LF-

MB) se pueden explicar debido al contenido de metabolitos con capacidad inhibitoria que
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se encuentran tanto en el lactosuero como los que se producen por actividad microbiana
durante su fermentacion, ademas de que la leche y sus derivados son medios efectivos
para el cultivo de cepas probidticas con capacidad inhibitoria de patégenos (Arqués et
al., 2005).

La capacidad inhibitoria de ciertas cepas probidticas se explica por 3 mecanismos
principales: produccion de compuestos antimicrobianos, principalmente bacteriocinas de
naturaleza proteica, la exclusion competitiva y la estimulacion del sistema inmunoldgico
Arqués et al. (2005).

Diversos autores han demostrado la capacidad antipatdégena y particularmente
antifungica de las BAL (Arqués et al., 2005), y considerando que son faciles de aislar y
producir aun en medios obtenidos a partir de residuos agroindustriales y excremento de
animales de granja (Soundharrajan et al., 2015), por lo que se deduce que es posible

utilizarlas como agentes antimicrobianos naturales en aplicaciones agricolas.

Soundharrajan et al. (2015) demostraron actividad antifungica de 4 variedades de BAL,
principalmente Lactobacillus plantarum L., contra Aspergillus fumigatus L., Penicillium
chrysogenum L., Penicillium roqueforti L., Botrytis elliptica L. y Fusarium oxysporum L.,

algunos de ellos reportados como patoégenos del maiz (CIMMYT, 2004).

Las evidencias de inhibiciéon de plagas fungosas en maiz obtenidas en este trabajo se
pueden explicar por los metabolitos fermentativos con capacidad antifungica como es el
caso de los acidos organicos (lactico, acético y succinico) que se producen durante la
fermentacion del lactosuero. Sin embargo es importante considerar que la capacidad
antifungica, ademas de estar determinada por la composicion de la comunidad
microbiana también depende de sus condiciones ambientales y de crecimiento
(Soundharrajan et al., 2015). Ademas de que varia cuando las cepas actuan en consorcio
(Arqués et al., 2005).

8.5 Conclusiones

Los experimentos realizados demostraron que el consorcio BAL-K. marxianus no tiene

propiedades inhibitorias contra Penicillium sp., Aspergillus sp. o Fusarium sp. Tampoco
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se observo capacidad de inhibicion por parte del lactofermento LF-MB para Penicillium
sp, Y Aspergillus sp. Si se pudo demostrar que el lactofrmento LF-MB inhibe el dafio de
Fusarium sp. en pruebas in vitro y cuando es aplicado durante el riego en plantas de
maiz como se demostré en experimentos de invernadero, lo que demuestra que son los
metabolitos producidos por fermentacion del lactosuero, como los acidos organicos

determinados en capitulos anteriores, los que inhiben a Fusarium sp.
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CAPITULO IX. CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los objetivos e hipotesis planteados al inicio de la presente investigacion se
estimo la magnitud del problema de contaminacion en la localidad de Chipilo calculando
la cantidad y tipos de suero que se generan y el dafio que ocasionan cuando son vertidos
a campos de cultivo, por lo que se puede concluir que el problema de la contaminacion
ambiental es grave siendo las queserias tecnificadas las principales fuentes de
contaminacion en la regién. Se demostrd que se puede contribuir a disminuir el impacto
de la actividad quesera artesanal aprovechando el lactosuero elaborando biofertilizantes

por procesos biotecnoldgicos.

Para implementar una estrategia de desarrollo local que contemple el aprovechamiento
de los subproductos generados y no utilizados, es necesario empezar por concientizar a
los campesinos de la regidn, quienes serian los responsables de aplicar el biofertilizante
propuesto en este trabajo, sobre la situacion y las repercusiones de la contaminacion por

el abuso de agroquimicos y la disposicion inadecuada del lactosuero

Se desarrollé una tecnologia sencilla, segura y con recursos locales con la finalidad de
aprovechar subproductos agropecuarios elaborando un lactofermento (LF-MB) a partir
de lactosuero, sacarosa y cepas de Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus y Kluyveromyces marxianus de origen comercial. Se demostr6 que el
consorcio BAL-K. marxianus, ademas de tener la capacidad para fermentar
eficientemente lactosuero, interactua de manera benéfica con maiz (Z. maiz L) y alfalfa
(M. sativa L) observandose mejoras en su germinacion y desarrollo asociados al
suministro de acidos organicos, solubilizacion de fésforo y en la inhibiciéon de Fusarium
sp. por lo que se valida con argumentos cientificos la eficacia del lactofermento como

biofertilizante promotor de crecimiento vegetal.

Se demuestra que es factible aprovechar el lactosuero que se genera en las queserias
artesanales de Chipilo para elaborar un lactofermento funcional para aplicaciones

agricolas al demostrarse su inocuidad y sus propiedades como solubilizador de fosfatos,



promotor del crecimiento vegetal e inhibidor de plagas fungosas en alfalfa y maiz, y que
es posible aprovecharlo utilizando cepas microbianas disponibles en comercios de la
region. Queda en manos de las autoridades locales de Chipilo, del Colegio de
Postgraduados, centros de investigacion, Organizaciones no gubernamentales,
Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural y Pesca asi como la Secretaria de
Desarrollo Rural la posibilidad de dar continuidad e implementar los conocimientos aqui

generados.

PROPUESTA DE PLAN ESTRATEGICO DE DESARROLLO LOCAL

De manera sintética se presenta la estrategia propuesta resultado del diagndéstico
expuesto en el capitulo 3 en la siguiente Matriz de Marco Légico considerando que es un
método analitico que permite presentar en forma resumida y estructurada una estrategia
(Schiavén, 2010).

Ldgica de | Indicadores  de | Medios de | Supuestos
intervencion productos verificacion

Contribuir al|((Valor d ela|Valor de Ila| Acceso a
mejorar la | produccion en el | produccion financiamiento de
sustentabilidad de | afio t / valor de la | (SAGARPA) Programas de
los procesos | produccién en el Gobierno.
agropecuarios afio t-1)-1)*100

Interés de los

Fin i
involucrados para
mejorar su
ambiente y calidad
de vida a través de
la organizacion.
Productores Porcentaje  de | Apoyo institucional
. (queseros y | productores para informar,
Implementamoq agricultores) que | (queseros y | capacitar,
de teCn0|09!?3 aplican el paquete | agricultores) que | organizar y
para produccion | tecnologico aplican el | asesorar a grupos
Propésito agricola satisfechos | | paquete de productores.
sustentable. Productores tecnolégico
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(queseros y | propuesto
agricultores) que | después de 2
aplican el paquete | afios.
tecnoldgico

insatisfechos.

Componente | C1: Biofertilizante | Cumple con los | pH<6, 4% de | Disposicidén de los
a base  de | parametros de | acidos organicos, | productores  de
lactosuero y | control de calidad | capacidad queso para donar
cepas lacticas | fisicoquimicos y | amortiguadorade |y  utilizar el
validado en | microbioldgicos 0.83 meq NaOH | lactosuero.
laboratorio. preestablecidos. Mas de 1 x 108

ufc/mL.
Apoyo financiero
C2: para gastos
Litros de | operativos.
Productores  con | Lactosuero lactofermento
capacidades para | aprovechado. producido y
aprovechar utilizado/afio.
subproductos
agroindustriales,
disminuir su
disposicion

inadecuada y
aprovecharlos de
manera eficiente.

Actividades

A1l:

Contratacion  de
un prestador de
servicios
profesionales
(Agencia de
Desarrollo Rural)
para la atencion y
gjecucion de la
estrategia.

A2:

Convocatoria  a
productores y
autoridades
locales.

A3:

Evaluacion de

desempefio  por
parte del Centro
Estatal de
Evaluacion
(SAGARPA).
Reuniones
informativas
organizadas  por

Segun normativa
vigente y acta de
satisfaccion  de
productores.

Por lo menos 3
por afio.

PSP sensibilizado
sobre la
problematica  a
resolver.

Apoyo de
instituciones e
instancias de
gobierno.
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Reuniones de
planificacion
participativa.

A4:

Establecer un
convenio  entre
instituciones 'y
productores
cooperantes
(familias de
Chipilo) para
produccion y
comercializacion
de queso con
certificacion
organica.

A5:

Establecer un
centro
demostrativo de
produccion  de
biofertilizantes

(acopio y
fermentacién de
lactosuero).

Establecer
parcela
demostrativa para
produccion  de
forrajes (alfalfa y
maiz).

A6:

una

Reuniones de
seguimiento a
productores.

autoridades
locales.

Reuniones
productores
locales.

con

Cumplimiento del

contenido del
convenio:
aprovechamiento

de lactosuero-
capacitacion y
apoyo financiero
(pago por servicio
ambiental).

Produccion
constante de
lactofermento.

Parcela

demostrativa  de
alfalfa maiz regada
con lactofermento

visitada por
productores
locales.

Promover el uso

de Dbiofertilizantes
como sustituto o
complemento  de
agroquimicos.

Reuniones con
participacion  de
instituciones  de

Por lo menos 3 al
afno.

Cumplimiento de
convenio y
financiamiento
por dos afos
consecutivos.

Produccion  de
200 L/dia de
lactofermento.

Transferencia
tecnolégica de al
menos S
productores  al
ano.

Por lo menos 3 al
afo.

Productores
informados
participativos.

Continuidad y
compromiso  por
parte de instancias
gubernamentales
y productores.

Productores  no
usan antibidticos
ni productos
quimicos.

Apoyo institucional

para hacer
campanas de
capacitacion,
informacion y
divulgacién.

Interés por parte
de instituciones y
productores.
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investigacion
(Colpos, INIFAP).
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ANEXOS

Anexo A: ENCUESTA PARA TALLERES DE QUESO

a) Sobre la unidad de produccion y nivel tecnolégico
Cuanta leche procesan al dia? (Litros) LA COMPRA O LA PRODUCE| [USTED Q|
IALGUN FAMILIAR

Si la compra, ¢;desde doénde y cémo la transporta? a como la paga?
$/L

Si la produce: cuantas vacas tiene? Siembra forraje? |SI NO| Qué? ALFALFA
AVENA MAIZ OTRO| extension? (hectareas)

El local de su taller es PROPIO O LO RENTA|

Cuantos empleados tiene? cuantos son familiares? Qué estudios
(maximos) tienen sus empleados?

Su taller cuenta con: TANQUE DE ENFRIAMIENTO, MARMITA, QUEMADOR DE GAS,
IREFRIGERADOR, CAMARA ENFRIAMIENTO, CALDERA, MESAS DE ACERO INOXIDABLE,
TRAMPA DE GRASAS, PLANTA DE TRATAMIENTO, COMPUTADORA, CAJA
IREGISTRADORA.

Realiza pruebas de control de calidad de la leche? [SI NO|
Describa

b) Sobre la actividad regional
Qué tipos de queso produce? [FRESCO PROCESADO MADURADOQ|

Sabe prepararPROCESADOS MADURADOS]|

Cuéles son los que tienen mayor demanda?

Coémo comercializa su produccion? |VENTA DIRECTA, INTERMEDIARIOS,
|COMERCIALIZADORA|

Su producto tiene marca? |[SI NO
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Cuales son los problemas principales en su actividad? MATERIA PRIMA, MANEJO DE|
RESIDUOS, MERMAS, PAGO DE PROVEEDORES, MERCADO OTROS|

c) Sobre practicas de manejo y conciencia ambiental
Coémo maneja la leche antes de su procesado? [ENFRIA, PONE QUIMICOS, PASTEURIZA
OTROS

Utiliza aditivos quimicos para produccién? |SAL, ACIDO ACETICO, LECHE POLVO, GRASA|
VEGETAL, SUPROX, HUMO LiQUIDO, OTROS|

Cuanto tiempo transcurre desde la recoleccién al procesado?

. Qué residuos se generan en mayor cantidad? [PLASTICOS SUERO QUESO PODRIDO|
OTROS

¢, Qué cantidad de suero genera al dia? (Litros) ¢ Qué hace con ellos? TIRA DRENAJE|
TIRA CAMPO REGALA DA ANIMALES REQUESON OTRO] jQué cantidad de suero utiliza?

Cuanta agua utiliza al dia (limpieza
proceso)

¢ Qué sabe del problema de contaminacion por suero de queserias en Chipilo?
¢, Sabe qué problemas, riesgos o peligros presentan esos residuos?

‘ SALUD HUMANA, CONTAMINACION CAMPO CONTAMINACION AGUA

¢, Qué hace para controlar la situacion? ; Qué sugiere que se haga? ; Como se siente al respecto?
Calificacion

Conocimientos

Sensibilizacién

Actitud

d) Sobre apoyo gubernamental
¢ Ha recibido ayuda (subsidio) del gobierno en los ultimos 3 afios? S| NO

,Qué tipo de ayuda? [FINANCIAMIENTO COMPRA EQUIPO CAPACITACION|
ICOMERCIALIZACION OTRQ|

e) Sobre organizacion
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¢ Pertenece a alguna organizaciéon? [SI____NO__ CUAL?|

¢ En caso de que no, le gustaria pertenecer? [SI NO

(si la respuesta es si) ¢ Qué ventajas veria en organizarse?

Anexo B: ENCUESTA PARA AGRICULTORES

a) Sobre la unidad de produccion y nivel de marginacion
Cuantas personas componen la unidad de produccion? (viven de la actividad) Cuantos son
contratados?

Su casa tiene piso de cemento Sl NO [Cuantos cuartos tiene su casa Tiene BANO
LETRINA

Tiene refrigerador  |[SI  NO [Calentador de [GAS LENA

b) Sobre actividad agricola de la region y nivel tecnologico
. Qué especie siembra? Y qué extension(hectareas)? |ALFALFA AVENA TRIGO MAIZ

OTRA

Realiza algun procesado? [Si No| [SECADO ENSILADO PACAS|

Lo utiliza para: COMPLEMENTO ALIMENTICIO (CORTE) PASTOREQ|

Destino de la produccién AUTOCONSUMO VENTA|

¢/ Qué tamafio tiene su tierra? [MENOS DE UNA HA ENTRE 1Y 3 HA MAS DE 3 HA

.Elterreno es: PROPIO PRESTDO RENTADOQ|

Cuenta con: TRACTOR MOTOCULTOR ANIMALES DE ARREOQ|

c) Sobre practicas agricolas de la region
¢ Problemas principales en su actividad: [PLAGAS ENFERMEDADES RENDIMIENTO|
ICOMERCIALIZACION|

¢, Qué hace para controlar/mejorar la produccion de su cultivo? (Si utiliza producto, cual, cuanto
y cOmo).

Insumo Descripcidn Cuanto Forma aplicacion

Fertilizante
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Plaguicida

Herbicida

¢, Coémo determina las cantidades a utilizar?

EXPERIENCIA RECOMENDACON VECINOS ASESORIA VENDEDOR ASESORIA TECNICO
ESPECIALIZADO

¢ Recibe capacitacion para aplicar los agroquimicos? S| NO

¢De quién?

¢ Cuales son las plagas que mas afectan sus
cultivos?

¢ Utiliza composta o algun fertilizante organico? [SI Nd

¢ Cual? ¢ Usted lo prepara? Sl NO| Como lo prepara?

¢,Coémo lo aplica?

d) Sobre apoyo gubernamental
¢(Recibe ayuda (subsidio) del gobierno? Sl NO ¢, Qué tipo de ayuda?

¢ Recibe apoyo para compra de fertilizantes y quimicos (plaguicidas)? [SI NO

¢, Recibe asesoria y capacitacion? Sl NO En qué temas?

e) Conciencia ambiental
¢ Qué sabe del problema de contaminacion de agua y suelo en Chipilo?
¢ Sabe qué problemas, riesgos o peligros presentan los residuos de quseria y agroquimicos?

‘ SALUD HUMANA, CONTAMINACION CAMPO CONTAMINACION AGUA

¢, Qué hace para controlar la situacion? ; Qué sugiere que se haga? ; Como se siente al respecto?
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Calificacién
Conocimientos
Sensibilizacion
Actitud

f) Sobre organizacion
¢ Pertenece a alguna organizacién? Sl NO_ CUAL?|

¢ En caso de que no, le gustaria pertenecer? [SI NO

(si la respuesta es si) ¢ Qué ventajas veria en organizarse?

g) Sobre informacién e interés en capacitacion
¢ Estaria dispuesto a recibir capacitacion para mejorar su actividad? |SI  NO

¢(En queé temas le gustaria
capacitarse?

¢ Conoce qué es la fertilizacion organica? [SI NO |;Conoce que es el control bioldgico de
plagas? S| NO

¢ Le interesaria recibir asesoria o capacitacion en fertilizacién organica y/o control biolégico de
plagas? S| NO

¢ Estaria dispuesto a utilizar parte de su terreno para hacer un experimento demostrativo de

fertilizacion organica? SI NO
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Anexo C: GUIA ENTREVISTA A FUNCIONARIOS Y AUTORIDADES

Las siguientes son las preguntas guia utilizadas en las entrevistas a funcionarios de la
SAGARPA, las preguntas fueron direccionandose segun la dinamica generada con el
entrevistado.

¢, Qué programas hay para el suministro de fertilizantes a productores de Chipilo?
¢, Coémo funcionan el o los programas?

¢, Qué avances se tienen?

¢, Con qué tipo de fertilizante se apoya?

¢A cuantas unidades de produccién se beneficia?

¢, Qué problemas o riesgos ve?

Desde su punto de vista, ;Qué tan grave es el problema de erosion, pérdida de fertilidad y
contaminaciéon de agua-suelo agricola por la actividad industrial (queso) en la regiéon de Chipilo?

¢ A qué lo atribuye?
¢, Como afectan estos problemas a la actividad agricola y a la poblacién en general?

Considerando que el uso indiscriminado de fertilizantes esta asociado a problemas de erosion,
pérdida de fertilidad y contaminacién de agua (entre otros problemas),

¢ Qué acciones programas o planes se realizan o se tienen proyectos a futuro para mitigarlos?
¢, Qué avances se tienen al respecto?
¢, Como se estimula el uso de subproductos agroindustriales y biofertilizantes?

¢ Hay programas y financiamiento que contemplen la investigacion, el desarrollo de capacidades
y el estimulo para su elaboracién y uso?

SI__ No___ ;Cudles?

Desde su punto de vista ;Qué se requiere para solucionar el problema de contaminacién por
subproductos industriales (lactosuero) y abuso de agroquimicos en el Puebla y en Chipilo?
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Anexo D: RELACION DE ENTREVISTAS REALIZADAS A AUTORIDADES LOCALES
Y FUNCIONARIOS

Instituciones Cargo
INIFAP Investigador
INIFAP Ayudante de investigadores
INIEAP Investigador de d|fu5anytransferenC|a
tecnoldgica

SAGARPA Coordinador del componente
FIRCO Jefe de proyectos

SAGARPA Jefe de Programa del Desarrollo Rural

SAGARPA — PESA-FAO Coordinadora del Programa PESA FAO
SAGARPA Coordinador Programa de agricultura

familiar periurbana y de traspatio

Secretaria de

Director de Agro negocios
Desarrollo Rural € &
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Anexo E: RESUMEN DE PUNTOS IMPORTANTES OBTENIDOS EN LAS
ENTREVISTAS A AUTORIDADES LOCALES Y FUNCIONARIOS.

agroquimicos dan
malas
recomendaciones con
la finalidad de vender
(interés econémico).

La desaparicion de
extensionistas de la
SAGARPA dejo sin
asistencia técnica
efectiva.

ONG’s que tienen,
casos exitosos en
biofertilizacién y
MIP.

Interés del
gobierno.

Entrevistado Cudl es la causa Cémo y a quién afecta Qué se requiere Qué esta
para solucionar haciendo para
solucionar
Presidencia Disposicion inadecuada | Enfermedades, Apoyo del gobierno.
Chipilo de descargas de disminucion de las
empresas, sobre uso cosechas. Abandono de la
de agroquimicos actividad agropecuaria
Presidencia Crecimiento Contaminacién al medio
Chipilo poblacional. ambiente
INIFAP Mal uso de Elevan los costos de Tomar en cuenta a
agroquimicos produccion. las ONG’s que
estan trabajando
No hay programas Problemas ecoldgicos y con proyectos
eficientes de agricultura | ambientales como gases agroecoldgicos.
sustentable o (efecto invernadero) y Disefio de una
alternativa. contaminacion de agua. politica clara.
Poca gente capacitada
(prestadores de
servicios
profesionales).
INIFAP Mal uso de herbicidas. Disminuye la fertilidad del
suelo,
En fertilizantes
organicos y MIP no hay
continuidad y son de
largo plazo, la renta de
tierras hace que no
haya interés por el
cuidado del suelo y del
agua.
INIFAP Las casas de Apoyarse de las
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Entrevistado Cuédl es la causa Cémo y a quién afecta Qué se requiere Qué esta
para solucionar haciendo para
solucionar
SAGARPA Inadecuado manejo de | Deterioro de la tierra, Reactivar los Impulsar
fertilizantes. Falta de intoxicaciones trabajadores | programas de proyectos de
capacitacion. Gobierno | agricolas. extensionismo. Agricultura
solo apoya con sustentable a
adquisicion de Deforestacion, Elevar numero de través de
fertilizantes quimicos y invernaderos. Fundacion
de semilla mejorada Planificar el cambio | PRODUCE y
pero no con asesoria de uso de suelo. FIRCO.
para el uso de estos.
FIRCO Suelos salitrosos. Entregar
fertilizantes con
asesoria técnica
Programas firmes
de agricultura
organica
(fertilizacion y
control biolégico)
bien establecida.
SAGARPA Fuerte uso de Deterioro del suelo, Capitalizacion
agroquimicos. eutrofizacion, disminucion efectiva a los
de microorganismos que campesinos.
Las casas favorezcan la nutricién del
comercializadoras dan suelo agricola.
la asistencia técnica y
no los técnicos del Abandono del campo (flujo
gobierno e instituciones | migratorio del campo a la
de investigacion. ciudad).
SAGARPA apoya con
fertilizantes
fomentando el
sobreuso de
agroquimicos.
No hay apoyos que
fomenten la agricultura
organica.
SAGARPA - Mal uso de Poca agua disponible para
PESA-FAO agroquimicos y riego.

pesticidas. Programas
mal estructurados. No
hay aplicacion de la
ley.
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Entrevistado

Cuél es la causa

Cémo y a quién afecta

Qué se requiere
para solucionar

Qué esta
haciendo para
solucionar

SAGARPA

Sobre uso de
agroquimicos.

No hay programas
establecidos que
fomenten la agricultura
organica.

Falta de extensionismo
rural: no hay asistencia
técnica y capacitacion.
No hay conocimiento
sobre densidad de
siembra, resguardo de
materiales genéticos,
uso y tipos de
fertilizantes.

No hay coordinacién
entre instituciones. Las
politicas publicas no
promueven el uso de
biofertilizantes. Hay
tecnologia
desarrollada, pero no
politicas que lleven
estos resultados a los
campesinos.

Suelos muy erosionados,
degradados y
contaminados.

Secretaria de
Desarrollo
Rural

Uso intensivo de
agroquimicos.

No hay un programa de
analisis de suelos, y
como no se sabe las
deficiencias no se
abona correctamente.
Tampoco se piensa en
tecnologias adecuadas
como la rehabilitacion
microbiana del suelo.

Gobierno entrega a los
productores
fertilizantes quimicos
sin asesoria,
fomentando el sobre
uso.

Poca eficiencia en la
produccioén de cultivos.

Cambio climatico y
disponibilidad de agua
para el riego.

Fomentar la
organizacion
campesina.

Seguir con las
parcelas
demostrativas,
porque son una
estrategia para
el cambio.
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