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MENSAJE EDITORIAL

Estimados lectores,

En esta edicibn de FRONTERA BIOTECNOLOGICA, les presentamos cuatro interesantes tematicas
en donde se hace evidente la importancia e impacto de la investigacion biotecnolégica en la solucién de
diversas problematicas que aquejan a nuestra sociedad.

En el primer articulo titulado “En busca de la cura definitiva contra la diabetes” los autores nos introducen
al origen de esta enfermedad, sus principales causas, los tratamientos actuales y los recientes avances
cientificos que parecen indicar el camino para encontrar la cura definitiva de la diabetes, enfermedad que
de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, es una de las principales causas de muerte en nuestro
pais.

En el segundo articulo, “Funcién y Potencial Biotecnolégico de los VOC s Flngicos” encontraran la
relevancia de metabolitos producidos por diversos tipos de hongos, en este caso, los VOC “s 6 compuestos
organicos volatiles. Los autores nos exponen las aplicaciones biotecnologicas de este tipo de compuestos
y nos hacen énfasis en el uso de VOC ‘s para evitar el crecimiento de organismos patégenos, favoreciendo
de esta forma la disminucién del uso de agentes quimicos y de antibiéticos, que a largo plazo resultan
dafinos para el ambiente y la salud humana.

El tercer articulo, es un mini-review titulado “La Co-Digestién Anaerdbica” el cual nos presenta los
principales avances en la investigacion orientada a aprovechar los residuos organico-biolégicos. Este tipo
de residuos representan un gran impacto negativo para el ambiente cuando no reciben el tratamiento
adecuado, sin embargo por medio de la digestion anaerobica, pueden ser utilizados como fuentes
alternativas de energia pudiéndose producir biogas, asi como de fertilizantes no quimicos, contribuyendo
con esto a disminuir la contaminacion del suelo, aire y agua.

Finalmente en el articulo titulado “Evaluacién de la prueba de alcohol en leche bovina por turbidimetria”
se presentan los resultados de una investigacion dirigida a contar con técnicas de control de calidad de
la leche mas sensibles, eficientes y econdémicas. Los autores comparan la técnica de alcohol con una
técnica optica (turbidimetria) y concluyen que es factible utilizar técnicas épticas dado que presentan
una sensibilidad adecuada.

Los invitamos a leer y a compartir con otros investigadores, estudiantes, trabajadores y publico en
general, esta edicién tan interesante de FRONTERA BIOTECNOLOGICA.

“LA TECNICA AL SERVICIO DE LA PATRIA”

Dra. Martha Bibbins Martinez
Editor en Jefe
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Resumen

Hace miles de afos, el estilo de vida némada de los seres
humanos requeria de la bisqueda constante de alimentos.
Por ello, en términos evolutivos, los seres humanos
estamos disenados para buscar y consumir alimentos ricos
en calorias. En la vida moderna, la escasez de alimentos ya
no es un problema. Por si fuera poco, estamos inundados
de alimentos ricos en grasas y azlcares, que, combinado
con un estilo de vida sedentario, han resultado en una
epidemia de obesidad y otros problemas relacionados,
como la diabetes, las enfermedades cardiacas y el cancer.
A pesar de que existe informacién acerca de que el
ejercicio y la restriccion calérica ayudan a prevenir y
tratar la diabetes, la epidemia de obesidad y diabetes
sigue creciendo y se necesitan nuevos medicamentos para
tratar este problema. Descubrimientos recientes parecen
muy prometedores sobre una solucién al problema de
la diabetes, aunque es necesario mas investigacién para
encontrar una cura definitiva.

células

Palabras clave: diabetes, insulina,

troncales, células beta.

pancreas,

La diabetes es un desorden del metabolismo

En condiciones normales, el consumo de los alimentos y
su posterior digestion en el tracto digestivo provoca un
aumento en los niveles de azlcar (glucosa) en la sangre.
Para contrarrestar este aumento de azlcar en la sangre,
el pancreas produce una hormona llamada insulina que
transporta el azicar al interior de las células del cuerpo
para usarlo como fuente de energia. En pocas palabras,
la insulina es la llave que permite el paso de la glucosa de
la sangre a las células, y como consecuencia los niveles
de azlcar en la sangre regresan a sus rangos normales
(Figura I). Contrariamente, cuando los niveles de azlicar
en la sangre son muy bajos, por ejemplo, debido a la falta
de consumo de alimentos, el pancreas produce glucagén,
una hormona que hace que el higado libere azicar hacia
el torrente sanguineo para compensar los bajos niveles de
azlcar en la sangre (I, 2).




En las personas que padecen diabetes, los niveles de
azucar en la sangre se mantienen elevados, incluso si
no han consumido alimentos. Estos niveles elevados de
azlcar en la sangre se deben a que la insulina es poca,
nula o de mala calidad. Esta condicién representa un
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Figura 1. El pancreas controla los niveles de aztcar en la sangre. El
pancreas produce insulina en respuesta a los altos niveles de azlcar
en la sangre, mientras que en condiciones de bajos niveles de azicar
secreta glucagdn. Modificado de Shatsky, R. 2011 (2).

riesgo a la salud, ya sea de forma inmediata o a largo
plazo. La ceguera, el dano renal y al sistema nervioso,
son algunas consecuencias graves de la diabetes. La
diabetes también puede causar enfermedades cardiacas,
derrame cerebral y en algunos casos la amputacion de
extremidades. Los tipos mas comunes de diabetes son
el tipo 1, el tipo 2 y la prediabetes. La diabetes tipo |
se debe a que el pancreas es atacado por el sistema
inmune y se merma la produccién de insulina, mientras
que la diabetes tipo 2 estd asociada a la obesidad y la
falta de actividad fisica. En la prediabetes los niveles de
azlcar en la sangre son mas altos que lo normal, pero
no lo suficientemente elevados para llamarla diabetes.
Es el caso de la diabetes gestacional que se presenta
durante el embarazo y que incrementa el riesgo de

desarrollar diabetes tipo 2 en los afios subsecuentes

(1.
La diabetes en nimeros

En 2014 la prevalencia mundial de la diabetes fue del
9% entre los adultos mayores de |8 afos. Tan solo
en el 2012 fallecieron 1.5 millones de personas como
consecuencia directa de la diabetes. De esta cifra, mas
del 80% de las muertes se registré en paises de ingresos
bajos y medios (3), y de acuerdo a las predicciones de
la Organizacién Mundial de la Salud, la diabetes sera la
séptima causa de mortalidad en el 2030 (4).

México es un pais profundamente afectado por la
diabetes. Segiin datos derivados de la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién (ENSANUT) 2012, el 9.2% de
la poblacién adulta en México (aproximadamente
6.4 millones de personas) ha sido diagnosticada
con diabetes. No obstante, esta situacidon es mas
preocupante si se considera que existen personas
diabéticas que alin no han sido diagnosticadas y que
incrementarian considerablemente las estimaciones
actuales. En cuanto a la mortalidad por diabetes, de
acuerdo con datos del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI), en 201 | este padecimiento fue
responsable del 13.7 % de las defunciones, lo que
la situé como la primera causa de mortalidad en el
pais. Recientemente, en 2014 se presentaron 80,788
muertes por diabetes en México, es decir, una tasa de
69.8 por cada 100,000 habitantes (5). La mortalidad por
diabetes tipo | es muy baja, mientras que la mortalidad
por la diabetes tipo Il es muy alta (Figura 2). Llama la
atencién que las muertes ocasionadas por la diabetes
tipo |l sea tan alta, considerando que esta enfermedad
se relaciona con el estilo de vida y se puede prevenir.

Tipo I
(Insulinodependiente)

Tipo IT
(No insulinodependiente)

Otras diabetes

Figura 2. Distribucién de muertes por tipo de diabetes segun sexo.
Ndmero de muertes por cada 100 defunciones registradas. Fuente:
INEGI 2013 (6).




La obesidad es la principal causa de la diabetes

El desarrollo de la diabetes en una persona depende
de factores genéticos, pero también de otros factores
como el estilo de vida o los factores ambientales. Entre
los factores ambientales se encuentran las infecciones
virales o la exposicion a toxinas. El factor de riesgo
mas importante para desarrollar diabetes es padecer
sobrepeso u obesidad. La obesidad es una enfermedad
que deriva de muchos factores genéticos, sociales
y ambientales, asi como de los estilos de vida que se
adoptan y que estan determinados por las condiciones
socialesy econémicas (7). Laobesidad se caracteriza por
la acumulacién de grasa corporal y como consecuencia
un incremento en el peso. A nivel mundial, México
ocupa el primer lugar en obesidad infantil y el segundo
lugar en obesidad de adultos (7). De acuerdo a los datos
del INEGI, hace sélo cuatro décadas la desnutricidny las
enfermedades infecciosas eran los mayores problemas
de salud publica en México. Actualmente, la obesidad,
la diabetes, las enfermedades cardiovasculares vy
otras enfermedades crénicas no transmisibles son los
mayores problemas en materia de salud. De 1980 a
2013, el nimero de muertes por casos de diabetes en
México se ha incrementado considerablemente, y de
ser la novena causa de mortalidad en 1980, se convirtid
en la terceraen 1997 y la primera en 2013 (7, 8).

;COmo se trata la diabetes actualmente?

El control de azlcar en la sangre es el principal objetivo
del tratamiento de la diabetes. Este control ayuda a
prevenir las complicaciones de la enfermedad. La
diabetes tipo | se trata con inyecciones de insulina,
asi como con cambios en la dieta y el ejercicio. Por
su parte, la diabetes de tipo 2 se puede tratar con
inyecciones de insulina, o bien con medicamentos no
relacionados a la insulina, asi como con la reduccién
de peso y cambios en la dieta. Los medicamentos no
relacionados a la insulina ayudan a mantener los niveles
normales de azicar en la sangre de diferentes maneras,
por ejemplo, estimulando la produccién de insulina en
el pancreas, disminuyendo la absorcién de los azucares
en el intestino, incrementando la capacidad del cuerpo
para usar eficientemente la insulina, disminuyendo la
liberacion de azlcar a través del higado, o aumentando
la eliminacién de la glucosa a través de la orina (9).

Nuevas alternativas para combatir la diabetes

En la actualidad, las personas con diabetes estan
sometidas continuamente a inyecciones dolorosas

de insulina para controlar la enfermedad. Si bien
este enfoque ha mejorado la calidad de vida de las
personas diabéticas durante el dGltimo medio siglo, son
procedimientos invasivos, desgastantes y costosos.

Investigadores de la Universidad de Carolina del Norte
en Estados Unidos han desarrollado un parche de
insulina inteligente que evitaria las tediosas y dolorosas
inyecciones de insulina (10). El parche funciona como
un pancreas artificial, ya que puede detectar y nivelar
automaticamente los niveles de azicar en la sangre.
Dicho parche es un cuadrado delgado hecho de
silicon que contiene mas de cien micro-agujas. Cada
micro-aguja contiene insulina y un detector que mide
los niveles de azlcar en la sangre. Cuando los niveles
de azicar en la sangre empiezan a subir, las agujas
diminutas suministran la dosis necesaria de insulina
de forma rapida y sin dolor. Hasta ahora el parche
solo se ha probado en ratones con resultados muy
prometedores, ya que mostré la capacidad de disminuir
los niveles de azlcar en sangre durante un maximo de
nueve horas. Los investigadores esperan que algun dia,
las inyecciones de insulina sean cosa del pasado.

Otro tratamiento novedoso que sugieren varios
especialistas alrededor del mundo es la cirugia del
estdbmago o el intestino. Aunque suena totalmente
radical y diferente a los tratamientos convencionales,
multiples ensayos clinicos durante los ultimos 100
afos demuestran que la cirugia gastrointestinal puede
mejorar los niveles de azicar en la sangre con mas
eficacia que cualquier intervencién farmacolégica o
cambios de estilo de vida (Figura 3) (1 1).
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Figura 3. La cirugia gastrointestinal mejora la salud de los
diabéticos. El estdmago es reducido al tamafio de una bolsa pequeiia
y se conecta directamente al intestino (A). En una prueba clinica, los
pacientes con cirugia gastrointestinal no requirieron el uso de insulina
u otros medicamentos después de un seguimiento por cinco afios (B).
Modificada de Mingrone, G. et al. 2015 (I 1) y Rubino, F 2016 (12).




Los efectos benéficos de esta cirugia son varios, ya
que ademas de reducir la mortalidad relacionada con
la diabetes, también reduce los ataques cardiacos y los
derrames cerebrovasculares. Esta nueva opcion para
tratar la diabetes ha surgido después de casi un siglo de
observaciones clinicas y aunque no todas las personas
diabéticas son candidatas a este tipo de tratamiento, nos
obliga a ver la enfermedad con otros ojos y revitaliza la

esperanza de encontrar una cura en un futuro no muy
lejano (12; 13).

Por ultimo, avances recientes en el campo de las células
troncales han reavivado la esperanza de encontrar una
cura para la diabetes. Estos han sido posibles gracias
al entendimiento de los componentes celulares del
pancreas. Por ejemplo, se sabe que las células del
pancreas se dividen en células alfa y células beta. Las
células alfa producen glucagén, mientras que las células
beta son las encargadas de producir lainsulina. Con este
conocimiento, en el laboratorio ya se han podido crear
células muy parecidas a las células beta del pancreas,
aunque han fallado en comportarse como células beta
reales al ser trasplantadas en ratones que padecen
diabetes. No obstante, un nuevo descubrimiento en
el Instituto Salk de Estados Unidos ha cambiado el
panorama y parece indicar el camino hacia una posible
cura de la diabetes (14).

Las células troncales: hacia una cura definitiva para la
diabetes

Uno de los grandes objetivos que se persigue en
medicina es el uso de las células del propio paciente
para corregir un defecto en cualquier érgano o
tejido. En este sentido, las células troncales ofrecen
una solucién promisoria por tener la capacidad de
convertirse en diversos tipos celulares, incluyendo
las células que forman al pancreas. La ventaja de
usar las células del propio paciente es que el cuerpo
no rechaza el nuevo tejido y se evita la necesidad de
farmacos inmunosupresores. Previamente, varios
laboratorios en el mundo habian producido células
beta a partir de células troncales. Sin embargo, tales
células se comportaban en un 90% como las células
beta del pancreas. En términos funcionales, un 90% no
es suficiente segun la opinién del Dr. Evans, un biélogo
molecular del Instituto Salk (15). De hecho, una de
las fallas de las células beta generadas a partir de las
células troncales es que no son capaces de producir
insulina cuando se las expone a altos niveles de azUcar.
La produccién de insulina en respuesta a altos niveles

de azlcar en la sangre es una caracteristica propia de
las células beta maduras. La maduracién de las células
beta ocurre después del nacimiento y es un paso clave
para regular los niveles de azlcar en la sangre (16).
La transicion de la etapa de lactancia al consumo de
alimentos ricos en carbohidratos es una de las sefales
para la maduracién de las células beta del pancreas. No
obstante, se desconocian los detalles de los mecanismos
moleculares involucrados durante este proceso de
maduracion de las células beta.

En el laboratorio del Dr. Evans se ha descubierto la
clave para que las células beta producidas a partir de
células troncales se comporten en un 100% como
las células beta del pancreas (17). El Dr. Evans y su
equipo monitorearon la maduracién de las células
beta de ratones e identificaron un gen clave para este
proceso. Al aplicar este conocimiento a las células beta
casi funcionales generadas a partir de células troncales,
se encontré que dicho gen enciende la maquinaria
para que las células beta casi funcionales adquieran la
capacidad de detectar los niveles elevados de azlcar y
liberar insulina (Figura 4). Sorprendentemente, cuando
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Figura 4. Formacion de células beta a partir de células troncales.
Las células troncales provenientes del paciente con diabetes se incuban
en condiciones propicias en el laboratorio para la formacién de células
beta maduras. Posteriormente, estas células maduras se implantan en

el pancreas del paciente para revertir la enfermedad. Modificada de

Saxena, P et al. 2016 (18).
estas células se trasplantaron en ratones con diabetes,
los niveles de glucosa volvieron a los niveles normales.
Aunque los experimentos hasta ahora han sido en
roedores, los resultados indican que es posible revertir
la diabetes mediante el trasplante de células beta
modificadas provenientes del mismo individuo, por lo
que ya se esta planeando realizar pruebas en primates.
Los primates desarrollan diabetes de una manera muy
similar a los seres humanos, por lo que, si funciona
en los primates, la probabilidad de que funcione en
humanos es muy alta (15). Si esta estrategia funciona,
algin dia se podran reemplazar las tediosas inyecciones
de insulina con una inyeccién de células.
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Conclusién

La busqueda de una cura definitiva contra la diabetes lleva casi |00 afos desde que se descubrid, en 1922, que la
insulina era la clave para regular los niveles de azicar en la sangre. Sin embargo, la diabetes es una enfermedad
compleja y requiere de un enfoque multidisciplinario para la generacién de conocimiento suficiente que ayude a
diagnosticar oportunamente y prevenir la enfermedad. Y lo mas importante, si la enfermedad ya esta presente,
lo ideal seria revertir la enfermedad. Los recientes avances cientificos parecen indicar el camino para encontrar
la cura definitiva contra la diabetes. Ya sea usar un parche que simula el pancreas, someterse a una cirugia
gastrointestinal o recibir células propias, la idea es la misma; es decir, que las personas diabéticas se independicen
de la necesidad del suministro diario de insulina.
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RESUMEN

En la naturaleza, las interacciones intra- e inter-especificas
de los organismos o microorganismos estan relacionadas
con la producciéon de sustancias sefial que permiten la
comunicacién entre ellos. Dentro de las comunidades de
microorganismos que conforman la rizésfera, la forma de
comunicacién es a través de la produccién de metabolitos
secundarios solubles, o volatiles. Estos metabolitos
intervienen en la formacién de comunidades complejas,
asociaciones simbiéticas, competencia y/o defensa. Dentro
de este tipo de metabolitos se encuentran los Compuestos
Organicos Volatiles (VOC’s), que juegan un papel importante
en la produccién de olores y sabores caracteristicos. Los
VOC’s también funcionan como indicadores indirectos
de contaminacién de productos agricolas o alimenticios, y
actualmente se utilizan como agentes de biocontrol durante
la “Micofumigacién”. Este proceso permite la inhibicién del
crecimiento y desarrollo de otros hongos y microorganismos
patégenos.

Palabras claves: VOC’S, metabolitos secundarios,

micofumigacion.

ABSTRACT

In nature, intra- and inter-specific interactions are
related to the production of signal substances that allow
communication between organisms or microorganisms.
Within the rhizosphere, the communication between
microbial communities is related to the production of
soluble or volatile secondary metabolites. These metabolites
are involved in the formation of complex communities,
symbiotic associations, competition or defense. Within
this type of metabolites, the Volatile Organic Compounds
(VOC’s) play an important role in the production of certain
odors and flavors The VOC'’s also serve as indirect indicators
of contamination of agricultural products and foodstuffs, and
they are currently used as biocontrol agents in a process
called “Mycofumigation”. Such process allows the inhibition
of growth and development of fungi and other pathogens.

Keywords: VOC' S, secondary metabolites, mycofumigation.




1. INTRODUCCION

En la rizésfera existe una constante comunicacién
intra- e inter-especifica entre las poblaciones de
microorganismos (colonias bacterianas y flngicas)
que la componen, asi como con las plantas. Estas
relaciones son mediadas por moléculas sefalizadoras,
las cuales pueden dar como resultado la formacién de
comunidades microbianas complejas o multi-especies,
interacciones antagénicas, simbidticas o competitivas.
En el pasado se le dio gran importancia al estudio del
papel de los metabolitos secundarios solubles con la
finalidad de determinar su funcién dentro de los nichos
ecolégicos. En un ecosistema terrestre, los hongos
juegan un papel muy importante como simbiontes,
descomponedores o patégenos. La comunicacion
inter-especifica tiene un papel muy importante en la
relacion estrecha con bacterias, animales y plantas.
En este contexto, los compuestos organicos volatiles
(VOC’s) confieren a los microorganismos una via de
comunicacién con otras especies que se encuentran
dentro y fuera de la rizésfera (Bennet, et. al, 2012;
Hung, et. al, 2015).

Muchas especies de hongos son conocidas por su
capacidad para emitir bajas concentraciones de
sustancias gaseosas, en especial aquellas que generan
olores desagradables. lo cual ha llevado al estudio y
andlisis de los VOC’s de hongos (Strobel, et. al, 2001)
(Figura ).
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Figura 1. Estudio y usos actuales de los VOC’s producidos por hongos
Fuente: Morath, et. al, 2012

Los VOC’s son productos quimicos que tiene como base
una cadena larga de carbonos (C20), presentan bajo
peso molecular (~300 g/mol), se evaporan con facilidad
a temperatura ambiente, poseen baja solubilidad en
agua y, son altamente difusibles en el aire y el suelo.

Dentro de los VOC'’s flingicos podemos encontrar
predominantemente alcoholes, cetonas, terpenos,
aldehidos, alquenos, acidos, ésteres y bencenoides
(Witzany, 2012; Kumar et. al, 2014; Schmidt et. al,
2015). Numerosos factores influyen en la emisién de
los VOC'’s, incluyendo la especie que los produce, el
sustrato, la temperatura, la luz, la asociacién con otros
microorganismos, el clima y los tipos de ecosistemas.
El perfil de cada VOC es especifico de la especie que
lo produce; es decir, es una forma de poder distinguir
diferentes hongos que pertenecen a diversos grupos
(patogénicos, ectomicorricicos y saprofitos). De esta
forma, los VOC'’s se utilizan como biomarcadores de
una especie en especifico y de la etapa de crecimiento
del hongo. Por ello, para la obtencién de VOC’s puros
en condiciones de cultivo, es de suma importancia la
fuente de carbono, el tiempo de incubacién, el pH, la
disponibilidad de oxigeno y la temperatura (Lemfack,
et. al, 2014).

Estos compuestos son producto del metabolismo
primario y secundario del hongo. Durante el
metabolismo primario, el organismo descompone
los alimentos del medio para obtener los nutrientes
necesarios para el mantenimiento de las estructuras
y procesos celulares, al tiempo que generan VOC'’s
como subproductos durante el proceso. En cambio,
la produccién de VOC’S durante el metabolismo
secundario es impulsada por la competencia de los
recursos en un ambiente pobre de nutrientes (Santo-
Pietro, 2006).

Los metabolitos secundarios solubles determinan la
distribucion y las interacciones inter-especificas dentro
de ciertos nichos ecolégicos. Los VOC'’s producidos
por hongos y otros microorganismos determinan la
formacion y regulacién de las asociaciones patogénicas
0 no patogénicas, ademas de estar involucrados en
el reconocimiento de los hospederos, su defensa y
competencia. Se ha visto que VOC’s producidos por
Cladosporium cladosporioides potencian y promueven
el crecimiento de ciertas plantas. Ademas, los VOC’s
fungicos tienen la capacidad de inducir resistencia
sistémica en las plantas, afectar la morfologia de la raiz,
promover la acumulacién de fuentes de reserva en
hojas, y en algunos casos, inhibir la germinacién (Hung,
et. al, 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Principales vias metabdlicas para la biosintesis de

compuestos organicos volatiles microbianos (mVOC’s).
Nota: adaptado de Schmidt, et. al, 2015

2. USO BIOTECNOLOOGICO DE LOS VOC’s FUNGICOS

La percepcién de olores debido a la produccién de ciertos
VOC s es una forma de saber que existe crecimiento de un
hongo. Muchos de estos VOC'’s contribuyen al olor y sabor
deseable de ciertos quesos, embutidos y bebidas. Esto ha
conllevado al uso de VOC’s como indicadores de control
de calidad para ciertos alimentos fermentados. Un ejemplo
es el 6-pentil-a-pirona producido por Thricoderma, que
produce un olor a coco. Estas caracteristicas permiten
utilizar los olores emitidos por algunos VOC’s como
indicadores indirectos y no invasivos de contaminacién en
productos alimenticios, asi como en productos agricolas
almacenados para el consumo humano y de ganado.

Dentro de los primeros VOC'’s flngicos identificados esta
el |-octen-3-ol, también llamado octenol. Se ha visto que la
produccién de este compuesto esta bajo control metabdlico
y depende de la concentracién y el estado de desarrollo
del hongo. Este compuesto en bajas concentraciones
puede favorecer el proceso de conidiacién; sin embargo,
tiene un efecto antagénico cuando esta presente en altas
concentraciones (Bennett et. al, 2012).

3. EFECTO DE LOS VOCS SOBRE LOS HONGOS Y
OTROS ORGANISMOS

Los VOC’s flngicos poseen potencial para ser utilizados
como agentes de biocontrol, debido a que muestran efectos
antagdnicos hacia hongos, bacterias, insectos y nematodos.
Actualmente, uno de los objetivos principales en el estudio
de los VOC'’s es su uso en la micofumigacién es decir, el
uso de los VOC'’s para inhibir el crecimiento y desarrollo
de otros organismos patdgenos. Esta estrategia permite el
control de las enfermedades que afectan a las plantas, tanto
en campo como después de la cosecha (Deshmukh, et. al
,2016). Los hongos enddfitos son aquellos que viven dentro

de los tejidos de las plantas sin causar dano aparente y son
la principal fuente de eliminacién de patégenos bacterianos
y fldngicos. Este proceso maximiza las posibilidades de
supervivencia del hongo patégeno y la colonizacién una vez
que ha germinado (Bennett et. al, 2012; Hung, et. al, 2012).

Uno de los hongos mas utilizados para el biocontrol de otros
hongos y microorganismos es Muscodor albus, que fue
aislado del arbol de la canela. Este hongo tiene la capacidad
de producir compuestos con actividad antimicrobiana.
Cuando M. albus crece en condiciones de cultivo puro
produce VOC'’s capaces de matar a un amplio espectro
de microorganismos patégenos. Este hongo fue la primera
especie donde se describié la microfumigacién como un
proceso de control biolégico (Strobel, et. al, 2001; Alpha,
et. al, 2015).

Los hongos basidiomicetos Oxyporus latemarginatus
y Pleurotus ostreatus tienen un efecto negativo en el
crecimiento micelial de diferentes hongos (Schmidt, et. al,
2015). Otro uso que se le ha dado a los VOC'’s es el control
de plagas de insectos y nematodos, debido a que al funcionar
como semioquimicos, atraen o repelen insectos, ademas de
que ayudan a la segregacién de feromonas para estimular o
inhibir la ovoposicién (Davis, et. al, 2013). Un ejemplo es el
hongo Beauveria bassiana, usado como agente biocontrol
de plagas de insectos por ser entomopatégeno y capaz de
producir un biocida eficaz contra los mosquitos (Hung, et
al., 2015) (Tabla 1).

Tabla 1. VOC’s mas comunes producidos por hongos

Compuesto Estructura Especie que la Funcidn/olor

produce

Trimetilamina ¢y Geotrichum
N. candidum
HiC™ Gy

1-octen-3-ol/ Mayoria de los
octenol [0) hongos

Auto-inhibicion

*Produccion, inhibiciéon o induccion
de la esporulacién

*Atrayente o repelente de insectos
*Olor caracteristico de los hongos

Trichoderma viride *Fitotoxicidad durante la formacion
de plantulas

*Supresion de plagas durante la
germinacion

*Antibiético

*QOlor a coco

*Inhibicién completa de:
Pythium ultimum

Rizhoctonia solan

Tapesia yallundae

Xylaria sp.

*Olor a platano

*Deteccion de microbios en
Drosophila

*Olor a tierra mojada

6-pentil-a-pirona

3-Metil-acetato Muscodor albus

Botrytis cinerea

Penicillium
expansum

Nota: Modificado de Hung, et. al, 2015 y Morath, et. al, 2012

Estos mecanismos abren una nueva posibilidad para
el control de enfermedades en productos agricolas y
alimenticios mediante micofumigacion y biofumigacién, que
no requieren de contacto fisico con los productos a tratar
(Sharma, et. al, 2014).
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4. CONCLUSIONES

La comunicacién dentro de la rizosfera, entre las
comunidades microbianas y fungicas, es mediado por
moléculas senalizadoras.

Los VOC’s actualmente son wuna herramienta
biotecnolégica muy importante que permite entender
las interacciones que se establecen de forma intra- e
inter-especifica dentro de diferentes nichos.

Los VOC'’s forman parte de un sistema adaptativo que
ha permitido a los microorganismos la comunicacién
en diferentes ambientes, asi como senales de
desarrollo, reproduccién, repulsion o atraccion de
otros organismos.

El uso de VOC’s como herramientas de biocontrol
permite la disminucién del uso de agentes quimicos y
de antibidticos, que a largo plazo resultan dafinos para
el ambiente y la salud humana.
VR
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RESUMEN

Una forma en que se pueden aprovechar los residuos
organicos como son los estiércoles, lodos de plantas
de tratamiento de agua, residuos vegetales y residuos
domésticos, entre otros, es mediante la digestion
anaerobica. Esta es un proceso de descomposicion
microbiano donde se obtiene el biogas y el digestato,
al cual se le han atribuido propiedades fertilizantes.
El presente es una revision de trabajos donde se ha
estudiado la co-digestiéon anaerdbica, es decir el
proceso de digestién anaerdbica pero utilizando mezcla
de sustratos, donde se busca la produccién de biogas
como fuente alterna de energia y el uso del efluente
como fertilizante organico.

Palabras clave: co-digestién anaerdbica, biogas,

digestato, fertilizante, biol

ABSTRACT

We can take advantage of the organic waste such as
manure, sewage water treatment plants, vegetable
waste and household waste, through anaerobic
digestion. This is a microbial decomposition process,
getting biogas and digestate, which have been attributed
fertilizing properties. This is a review of some reports
which has been studied the co-anaerobic digestion,
this is the anerobic digestion but using a mixture of
substrates to the production of biogas as an alternative
source of energy and the use of effluent as organic
fertilizer.

Key words: anaerobic co-digestion, biogas, digestate,
fertilizer, biol




1. INTRODUCCION

La digestion anaerobia (DA) es un proceso de
descomposicién microbiano que se lleva a cabo
en ausencia de aire, donde se convierte la materia
organica en el llamado biogas, el cual estd formado
principalmente por diéxido de carbono y metano
(Krakat, et. al, 2010). Si el biogas contiene mas del
45% de metano, es inflamable, por lo que se puede
considerar como una fuente de energia limpia y
renovable que promete ser una buena sustitucién de
los combustibles fésiles (Krause, 2008).

La DA es un proceso complejo, el cual se puede dividir
en cuatro fases llamadas: hidrdlisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis. Las fases individuales se
llevan a cabo por diferentes tipos de microorganismos,
como son bacterias fermentativas y acetogénicas
junto con arqueas metanogénicas, que descomponen
sucesivamente los productos de los pasos previos. Este
proceso depende de varios factores como son el pH,
temperatura y tiempo de retencién hidraulico (HTR);
ademas de caracteristicas del sustrato como son sus

QUIMICA VALANER

propiedades fisicas y quimicas, su relacion C/N y el
tamano de particula, entre otros (Rasi, et. al, 2007).

Los microrganismos metandgenicos estan muy
extendidos en la Tierra a pesar de su metabolismo
especializado. Asi, la produccién de metano se lleva
a cabo en diferentes ambientes naturales claramente
anaerébicos, como son en los pantanos o zonas
encharcadas; también ocurre en el rumen de algunos
animales e incluso en lugares como los suelos de
bosques o praderas que podrian ser considerados
aerobios, pero se favorece este proceso debido a la
formaciéon de microambientes andxicos en el interior
de las particulas de suelo (Carrillo, 2003).

Comunmente la DA se ha llevado a cabo usando
estiércoles, sin embargo para favorecer la produccion
de metano se han utilizado mezclas de sustratos, a
esto se le llama co-digestion anaerébica. En la siguiente
seccion se describen el efecto de la adicién de residuos
de diferente naturaleza sobre la produccién de biogas
y su contenido de metano.
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2. CO-DIGESTION ANAEROBICA
2.1 Co-digestion con residuos de frutas y vegetal

La co-digestiéon con residuos de frutas y vegetales se
ha estudiado, en parte porque son materiales de bajo
costo y en gran disponibilidad y por otro lado, porque
son fuentes de carbono y azucares de facil degradacién,
por lo que ayudan al crecimiento microbiano. La
adicién de dichos materiales ha mejorado la digestion
anaerobica, ya sea obteniendo mayor cantidad de
biogas y/o metano; ademas es una forma en que pueden
ser tratados estos materiales, que regularmente no se
utilizan y pueden ocasionar contaminacién si no se
disponen adecuadamente. Por ejemplo:

Bouallagui, et. al (2005) utilizaron residuos de frutas y
vegetales en un reactor en dos etapas, de esta forma
lograron obtener una conversién de 70 a 95 % de
materia organica a metano. Esto fue posible ya que los
sustratos contenian 75% de materia organica de facil
degradacion (azlUcares y hemicelulosa). Adicionalmente
esta el caso de Callaghan, et. al (2001), ellos realizaron
co-digestiones anaerobias utilizando como sustratos
excretas de ganado, residuos de frutas y vegetales y
estiércol de pollo. Observaron que incrementando
la proporcién de 20 a 50% de residuos de frutas, se
incrementé el rendimiento de metano de 230 a 450
Lkg-1. Sin embargo, para la adicién de excreta de pollo
en las mismas proporciones se observé disminucion
en el rendimiento de metano, probablemente debido
a la inhibicién por amonio. En todos estos casos se
obtuvo biogas con una concentracién de metano que
permite su combustién, es decir, todos estos autores
demostraron que los residuos vegetales y de frutas se
pueden emplear como fuente alterna de energia.

Hay otros autores que han evaluado la DA de un
residuo vegetal en particular, obteniendo resultados
similares, que es posible obtener biogas combustible
de dichos materiales, como es el caso de Velmurugan
y Ramanurjam (2011), quienes probaron la DA de
residuos de platano y col, con un tiempo de retencién
de 30 dias lograron obtener biogas con 65% de metano.
La co-digestién anaerobia de pulpa de manzana y
residuos de rastros (intestino de cerdos y contenido de
estémagos de bovinos) fue investigado por Llaneza, et.
al (2009). La concentraciéon de metano en el biogas fue
del 77-80%:; el mayor rendimiento de metano fue 700
Lkg-1 SV (solidos volatiles) en un tiempo de retencién
de 40 dias. Ademas determinaron que arriba de un
0% de pulpa de manzana en el sustrato inhibe a las

bacterias metanogénicas.

Otra fuente importante de generaciéon de residuos
de frutas y verduras es en los mercados, mismos
que también pueden ser sometidos a DA, como
lo demuestran Garcia-Pefa, et al (2011), quienes
estudiaron el uso de residuos de frutas y verduras que
se producen en la central de abastos de la Ciudad de
México y encontraron que sometiéndolos a un proceso
de DA se lograron obtener 0.42 m3 biogas/kg SV con
un contenido de metano del 50%. Otro caso donde
se evalud el uso de los residuos de frutas y vegetales
de mercado fueron Scano, et al (2014) donde hicieron
la propuesta de someter estos materiales que se
generan en un mercado en Sardinia (ltalia) a digestién
anaerobica. Obtuvieron una produccién especifica de
biogas de 0.78 m3kg-1 SV y una produccién especifica
de metano de 0.43 m3 kg-1 SV.

Figura 1. El sustrato mas usado para la digestién anaerdbica es el
estiércol

2.2 Co-digestion con residuos agricolas

Otro tipo de residuo usado para la co-digestion
anaerdbica son los residuos agricolas, estos se han usado
sobre todo para mejorar la relacién C/N y alcanzar los
niveles sugeridos en la literatura, de 20/1 a 30/1; con
esto se ha obtenido también biogas combustible, es
decir estos materiales ademas de que son baratos y se
encuentran en grandes cantidades al finalizar los ciclos
agricolas, también representan una interesante fuente
alterna de energia. Algunos casos son:

Zhong et al (2012) llevaron a cabo la prueba para
evaluar el efectos de la adicion de paja de maiz en la
digestion de algas azules.
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La adicién de paja incrementé el contenido y el
rendimiento de metano a 61,69% y 325 ml metano
g-1 SV, en comparacién con los 201 ml g-1 SV que se
obtienen de la digestién usando solamente algas. Wu,
et. al (2010) realizaron la co-digestiéon de estiércol de
cerdo con tres fuentes de carbono: rastrojos de maiz,
paja de avena y paja de trigo. Los resultados fueron
satisfactorios, ya que los residuos aumentaron la
produccién de biogas y el contenido de metano en el
mismo, comparado con el control. Los reactores que
contenian rastrojos de maiz presentaron el volumen
maximo acumulado de biogas de 81.7 L a los 25 dias
y el contenido de metano fue de 68%. Otros autores
que evaluaron residuos similares fueron Cuetos, et al
(2011), quienes estudiaron la co-digestion de estiércol
de cerdo y residuos de maiz, colza y residuos de girasol.
Encontraron que la adicién de estos materiales resulté
en un incremento importante en la cantidad de biogas
que se produjo, siendo la mayor produccién registrada
de 3.5 L/dia).

Otros materiales vegetales también se han estudiado
con el mismo objetivo de evaluar su uso en la DA, como
es el caso de Lehtomiki, et al (2007), ellos estudiaron
residuos de ensilado de pastos, hojas de remolacha
de azlcar y paja de avena con estiércol de vaca. Los
mayores rendimientos de metano especificas fueron
de 268, 229y 213 L CH4 kg-1 SV para la digestién de
estiércol de vaca con la hierba, hojas de remolacha de
azlcar y paja, respectivamente. La adicién del 30% de
dichos residuos incrementé la produccién de metano
en 16-65% comparado con la obtenida usando sélo
estiércol.

Trujillo, et. al (2005) llevaron a cabo la co-digestion de
mezclas de residuos de plantas de jitomate con estiércol
de conejo. Concluyeron que la adicién de residuos de
plantas de jitomate no tiene influencia en la produccién
de biogas, pero si en la concentracion de metano,
la adicién de estos incrementa los rendimientos de
metano. El rendimiento mayor obtenido fue de 47 L
de metano kg-1 de SV.

2.3 Co-digestion con residuos de comida

Como es sabido, es comUn que en lugares donde se
venden y preparan alimentos hay una considerable
generacion de residuos, estos se pueden procesar
mediante un proceso de DA, reduciendo asi la
contaminacién y atraccién de roedores e insectos

que se genera por su almacenamiento y se puede
obtener biogas utilizable en las cocinas, algunos casos
al respecto son:

Deressa, et al (2015) evaluaron la produccién de
biogas mediante la co-digestién de estiércol de vaca
con diferentes materiales: la mezcla con residuos de
alimentos de una cafeteria produjo 0.047 L de biogas
g-1; usando residuos de frutas y vegetales la produccién
de biogas fue de 0.037 L/g. Mientras que Wang, et. al

Figura 2. Uso de residuos verdes para alimentar digestores

(2014) investigaron los rendimientos de la digestién
anaerobia de los residuos de cocina y de fruta y
residuos vegetales. Obtuvieron que con la alimentacién
de fruta y residuos vegetales presentaron una mayor
productividad de metano, que fue de 0.725 L g-I
SV y el sistema de escala piloto resulté ser rentable.
Por otro lado Guangging, et. al (2009) analizaron la
produccién de metano utilizando residuos de comida y
residuos verdes. La mayor producciéon de biogas fue de
778 L kg-| SV para la digestion con residuos de comida,
631 L/Kg SV para los residuos verdes y 716 L kg-1 SV
para la mezcla. Cerca del 80% de metano se produjo
durante los primeros 10 dias de la digestién.
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3. EL BIOL COMO FERTILIZANTE ORGANICO

La DA se ha estudiado ampliamente por la obtencién
del biogas, sin embargo en fechas recientes se ha dado
importancia al subproducto, el digestato, que es el
efluente resultante de la DA. Este material consta de
dos partes, la parte liquida llamada biol y la parte sélida
o biosol. El biol actualmente es usado en la agricultura
como fertilizante ya que al haber sufrido un proceso
de degradacién es un material mas estable y con mayor
proporcién de nitrégeno mineral que el estiércol
(Tambone, et. al 2009). Ademas del incremento de
la productividad de las cosechas, son notables los
resultados de la utilizacién del biol como mejorador
de las condiciones fisicas, quimicas y biolégicas del
suelo (Potschka, 2012). Permite un mejor intercambio
catiénico en el suelo, ampliando la disponibilidad de
nutrientes, ayudando a mantener la humedad del suelo
y la creaciéon de un microclima para las plantas. El
uso del biol hace posible regular la alimentacién de la
planta, los cultivos son fortalecidos y ocurre una mejora
del rendimiento agricola. Permite el uso intensivo del
suelo mejorando a la vez la calidad del mismo.

Su composiciéon depende de varios factores, pero
en promedio contiene 2 a 3% de Nitrégeno, | a
2% de Fésforo, 1% de Potasio (Herrero 2008) y
fitorreguladores (Campero, 2012) presentes en
cantidades traza (Tabla I).

Acido indol acético (ng/g) 9.2
Giberelinas (ng/g) 8.1
Purinas (ng/g) 9.8
Tiamina (Vitamina B1) (ng/qg) 228
Acido félico 7.1
Acido pantoténico 140
Triptofano (ng/g) 28.7
Cianocobalamina (Vit B12) 4.6
(ng/g)

Piridoxina (vitamina B6) 8
(ng/g)

Tabla 1. Fitorreguladores presentes en el biol

Ademaselbiol esunafuente organicadefitorreguladores
de crecimiento, como el acido indol acético (auxina),
giberelinas, purinas y las citoquininas, que promueven
actividades fisiolégicas y estimulan el desarrollo de las
plantas (Gomero, 2005); favorecen al enraizamiento
(aumentan y fortalecen la base radicular), acttian sobre

el follaje (amplian la base foliar), mejoran la floracién
y activan el vigor y poder germinativo de las semillas.
Traduciéndose todo esto en un aumento significativo de
las cosechas y un menor requerimiento de fertilizante
mineral u otro que se emplee en el cultivo (Campero,
2012).

A diferencia del biol, las excretas si bien contienen
nutrimentos que los cultivos pueden utilizar, también
poseen altas concentraciones de patégenos, como
los coliformes fecales que producen enfermedades
infecciosas en los humanos.

Por todo lo anterior, la aplicacion del biol se ha hecho
como una alternativa a la aplicacién de fertilizantes
quimicos, minimizando costos y reduciendo los dafios
que se generan al ambiente y la biodiversidad, a la salud
humana y animal por el uso de agroquimicos. Segin
lo indican Bejarano y Méndez (2004) el biol puede ser
utilizado en una gran variedad de plantas con ciclos
cortos, anuales o perennes; de tipo graminea, forrajera,
frutal, hortalizas o leguminosas y su aplicacién puede
ser dirigida al follaje, raiz, semilla o al suelo. Algunos
estudios al respecto se especifican en las siguientes
secciones.

oA L N e Ry . l wﬁ\: .. #2n
Figura 3. El biol es un buen fertilizante organico

3.1 Aplicacion del biol para produccion de granos

Se sabe que los granos son la base de la alimentacién en
varios paises, por ello el uso del biol se ha probado en la
producciéon de varios de ellos, por ejemplo Haraldsen,
et. al (2011) evaluaron un biol obtenido de la co-
digestién anaerébica de residuos organicos domésticos
y estiércol de vaca en cultivo de cebada.




Lo compararon con un fertilizante comercial,
obteniendo con el biol una produccién similar que
con el fertilizante comercial, pero a menor costo.
Otro caso es en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris
L.), donde el biol fue aplicado al 5-10%; se observé
que el biol favorecié en el tiempo de floracién,
incrementdé la produccién de frijol y la poblacién
bacteriana del suelo asociado a la raiz; en cuanto a la
evaluacién econémica, fue mas accesible utilizar este
tipo de fertilizante organico que el fertilizante quimico
(Bejarano y Méndez, 2004). Barrios y Siura (2001)
evaluaron los efectos de diferentes concentraciones

Figura 4. Estimulacién de la radicula
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de biol aplicado foliarmente y al suelo, también en el
cultivo de frijol. Obtuvieron buenos rendimientos con
la aplicacién de biol al 100 % realizando la aplicacién al
suelo y foliarmente, siendo de 17,869y 17,972 Kg ha-|
respectivamente. Los autores consideran al biol como
una alternativa que podria llegar a ser implementada
por el agricultor, ya que en casi todos sus tratamientos
lograron obtener un incremento del rendimiento y
mejores parametros de calidad de vaina.

3.2 Aplicacién de biol para produccion de follaje

Ademas de la produccién de granos, hay varias plantas
cuyas hojas o parte aérea son la parte comestible, como
es el caso de las hortalizas, por ello el biol también se ha
aplicado en el caso de estos vegetales. Alburquerque,
et. al (2012) realizaron un andlisis de 12 lodos digeridos
procedentes de DA de estiércol de cerdo y de vaca con
diferentes residuos agroindustriales, para evaluar su uso
como fertilizantes debido a su contenido de nitrégeno.
Al 1% dos de ellos estimularon el crecimiento vegetal
en berro (Lepidium sativum) y lechuga (Latuca sativa).
Para cultivos de brécoli (Brassica oleracea), Manosalvas
(2012) utilizé un biol comercial “Biol Biogest
Pontecializado”, éste fue adicionado con compuestos
quimicos a diferentes concentraciones; la aplicacion
del biol favoreci6 la absorcién a nivel foliar y mejoré el
desarrollo del cultivo.
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Por otro lado, también es importante estimular la
produccion de forraje para alimento animal, esto
es importante sobre todo porque en algunos casos
los alimentos procesados son caros. Para el cultivo
de plantas forrajeras también se ha usado el biol con
buenos resultados. Algunos casos son los trabajos de
Escobar y Ronquillo (2012), en este sentido evaluaron la
respuesta a la fertilizacién organica con el uso de biol y
potdsica inorganica en pasto “King grass” (Pennisetum
purpureum). Utilizaron tres dosis de fertilizacion
potasica inorganica: 0, 165 y 330 y usaron bioles
generados a partir de la DA de excretas de vaca y agua
potable y biol obtenido a partir de la DA de estiércol
de vaca y agua residual. Evaluaron la produccién de
biomasa y el contenido nutricional del cultivo al final
de su ciclo. En cuanto a la
altura del tallo, longitud
de la hoja y el numero de
macollas por metro, no

encontraron  diferencias
significativas  entre los
tratamientos. El numero

de tallos promedio por
macolla que obtuvieron
con las diferentes dosis de
potasica inorganica fueron
iguales entre si, y diferente
en los  tratamientos
con biol; siendo con el
biol obtenido de DA de
estiércol de wvaca con
agua potable las que mayores nimeros de tallos por
macolla registraron. Un estudio similar es el llevado a
cabo por Jiménez (2011), el realiz6 una comparacion
entre diferentes dosis de fertilizaciones quimicas y
de biol obtenido a base de DA de estiércol de vaca a
concentraciones de 75y 100%, con el fin de establecer las
diferencias que existen entre la produccién y los costos,
y poder determinar si el uso del biol como fertilizante
en pastos es rentable. Obtuvo que el uso de biol al 100%
como fertilizante en pastos resulta economicamente
rentable; con el biol obtuvo el mayor rendimiento en
la produccién de materia verde (38562,50 kg ha-1) y
seca (5229,08 Corregir). Otro caso es el de Guanopatin
(2012), quien realizé un estudio de aplicacion foliar
de biol a base de DA de estiércol bovino y gallinaza,
en cultivo de alfalfa (Medicago sativa), utilizando
concentracionesde 5y 10 mlL-1. Losanalisis estadisticos
registraron como el mejor tratamiento fue el de biol de
DA de estiércol de bovino usando 5 ml L-1; con este

se obtuvo mayor altura de planta en todas las parcelas
en que se aplico este tratamiento, asi como brotes con
mayor nimero de hojas por rama, e incremento en el
rendimiento del cultivo.

El estudio de los efectos del biol se han llevado a cabo
también con plantas de mayor tamafo, donde se han
reportado mejoras en el desarrollo vegetal, algunos
casos son: el de Arguello (2008), quien compar6 la
accion de diferentes dosis de biol obtenido de la DA
de una mezcla que contenia principalmente estiércol
de vaca, sobre el crecimiento de mangle (Avicennia
germinans). Aplicé una fertilizacion foliar semanal de
biol en diferentes concentraciones (10, 30, 50 y 70%), el
testigo fue 0% de fertilizacion yutilizo un testigo quimico
(fertilizante foliar). Obtuvo diferencia significativa
en sus tratamientos, siendo
el biol al 70% el tratamiento
en el que se reportd mayor
altura, didmetro y emision
foliar promedio. Otro ejemplo
es el reportado por Torres
(2008), dicho autor evalué el
efecto de la fertilizacion foliar
organica en plantas de caoba
(Swietennia macrophylla)
empleando 2 bioles: uno
obtenido de la DA de estiércol
de vaca, y otro obtenido de

\P la co-digestion anaerdbica

de estiércol de vaca con
material vegetal de Salix
humboldtiana (sauce). Los bioles los aplicd en tres
diferentes concentraciones (10, 30 y 70%). Utilizo un
control sin aplicacion de biol y un tratamiento quimico
(5 g de urea/litro de agua). Los criterios de evaluacién
fueron la altura y emision foliar de las plantas. El
analisis estadistico reporto que no hubo diferencias
significativas entre los diversos tratamientos, lo que
quiere decir que los bioles se pueden usar en sustitucién
de la urea obteniéndose iguales rendimientos.




3.3 Uso del digestato como medio de cultivo

El digestato por ser una mezcla sélido-liquida de
materia organica parcialmente degradada, que
contiene amonio y otros micro y macro elementos,
también se ha utilizado como medio de cultivo para
el crecimiento de microorganismos de interés agricola
o para biorefineria. Algunos estudios donde utilizan el
digestato con esa finalidad son:

En el estudio realizado por Passanha, et. al (2013),
utilizaron el digestato diluido como medio de cultivo
para Cupriavidus necator con el fin de aumentar la
produccién de polihidroxialcanoato (PHA), los autores
concluyen que la presencia y cantidad de nutrientes
(Amonio, K, Mg, Cu, Fe, Ni, sulfatos y fosfatos) en el
digestato permite una mayor acumulacién de PHA en
la bacteria (12 g L-1) comparado con el caldo nutritivo
(4.2 gL-1).

Wang, et. al (2010) utilizaron el digestato, en diluciones
de 10, 15, 20 y 25% en agua, como medio de cultivo
para Chlorella sp., con dos objetivos, el primero, la
remocién de compuestos como amonio, nitrégeno
total y fosforo total del digestato y el segundo para
medir la acumulacién de acidos grasos de cadena larga
en la micro alga. Los resultados obtenidos de este
estudio sugieren una estrategia para el tratamiento del
digestato y hacerlo propenso para su uso en suelos y
ademas la posibilidad de ser utilizado como medio de
cultivo para micro algas de interés en la bio-refineria,
concluyeron que en las diluciones del 20y 25% la micro
alga crecié mas rapido que en el resto de las diluciones.

Por su parte Srivastava, et. al (2009), probaron un
medio para el crecimiento de Pseudomonas sp., al cual
denominaron “extracto de estiércol de vaca” obtenido
del proceso de compostaje del estiércol de vaca,
después lo diluyeron con agua destilada para obtener
una solucién al 20%. Con este “extracto de estiércol de
vaca” observaron crecimiento de la bacteria en valores
de 3.1x1010 UFC ml-1 y al adicionar 1% de glicerol al
medio, el crecimiento observado fue de 2.5x101 | UFC
ml-1, valores superiores a los obtenidos con el medio
King B (1.5x101 | UFC ml-1).

CONCLUSIONES

La co-digestion anaerdbica se ha convertido en una
herramienta biotecnolégica para el manejo de residuos
organico-biolégicos ya que trae consigo diversos
beneficios: reduce la contaminacién a suelo aire y agua,
ocasionada por el almacenamiento de residuos a cielo
abierto; es una fuente de energia alternativa y se genera
un subproducto con propiedades fertilizantes.

Es interesante ver que se han usado diversos residuos, a
la fecha desaprovechados, para obtener dos productos
de interés, como son la produccién de biogas
combustible y el efluente, subproducto de la digestion
anaerdbica, que se ha utilizado como sustituto de los
fertilizantes quimicos y como medio de cultivo para
diversos microrganismos.

Se espera que el uso de este proceso microbiano sea
usado mas ampliamente por todas las ventajas que
presente, tanto en la parte ambiental como en la parte
econdémica y social.
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Resumen

Con la intencién de incrementar sensibilidad de la prueba
rutinaria de alcohol en leche bovina, se empleé un andlisis
optico de mayor eficacia, como es la turbidimetria, evaluando
un par de leches descremadas tratadas térmicamente
(72°C, por I5 s y 2 min). Los resultados turbidimétricos
muestran una adecuada sensibilidad a la prueba de alcohol,
al observarse un cambio importante en la turbidez de
las muestras durante la medicién. Asimismo, el cambio
en la pendiente de turbidez en las muestras tratadas,
muestra similitud con el tiempo de la prueba de alcohol
tradicional. A pesar de necesitarse mas réplicas e intervalos
de temperatura, los primeros resultados muestran que
es posible la mejora de la prueba convencional utilizando
métodos pticos.

Palabras clave. Leche, prueba de alcohol, Turbidimetria
Abstract

With theintention to increase the sensibility of routine alcohol
test in bovine milk, turbidity optical analysis was employed,
evaluating a couple of skim milk heat-treated samples (72°C

for 15 s and 2 min). The results of the turbidimetric test
showed good sensitivity to alcohol test by observing a
significant change in the turbidity during the measurement.
Furthermore, the change in slope of turbidity in the treated
samples shows similarity to the testing time in traditional
alcohol test. Despite the needed for More replicates and
temperature ranges, the first results show that it is possible
to improve conventional optical test methods which which
tend to be more accurate.

Key words, Milk, alcohol test, turbidimetry.

Introduccién

La prueba de alcohol es una de las pruebas tradicionales
de leche fluida; aunque no se aplica con regularidad en la
mayor parte de paises desarrollados, contintia siendo de uso
comun en diversos paises de Latinoamérica y en Oriente
Medio como un método rapido para definir la aceptabilidad
de laleche a su llegada a planta, particularmente para evaluar
su termoestabilidad (Guo et al., 1998).



Esta prueba consiste en detectar la formacién de un
precipitado en leche cuando se agrega un volumen
igual de solucién de etanol absoluto, por lo general
aproximadamente 70% v/v; si la prueba es positiva
(lo cual puede ocurrir por lactofermentacién, por
desequilibrio mineral, dano proteico, etc.), el lote
de leche es rechazado pues se considera inadecuado
para su procesamiento posterior. Esto se debe a que
la leche para ser considerada apta para industrializarse
debe exhibir una buena estabilidad al calor, ya que por
lo regular se expone a altas temperaturas durante una
0 mas etapas de proceso. La prueba de alcohol reviste
una gran importancia debido a que la termorresistencia
de la leche es necesaria para asegurar la eficacia del
proceso térmico de conservacion a la que se somete.
En caso contrario, puede sufrir modificaciones
indeseables durante el almacenamiento, incluyendo
coagulacién, enranciamiento, generacién de sabores
amargos y problemas de gelificaciéon, entre otros.

De acuerdo a lo reportado en la bibliografia, no existe
un procedimiento Unico para realizar la prueba del
alcohol. Algunos de los factores que pueden variar son
la concentracién de la solucién alcohdlica y la razén de
etanol:leche empleada. En la actualidad, estos factores
son establecidos por cada industria lactea dependiendo
de sus necesidades, sin embargo, la concentracién de
etanol se ha ido incrementando a fin de asegurarse de
recibir leches mas estables frente a los tratamientos
térmicos (Molina et al., 2001). A pesar de que la prueba
de alcohol tiene ventajas, tales como su facilidad y bajo
costo de aplicacién, presenta limitaciones importantes
derivadas de su naturaleza subjetiva y cualitativa.
Es por ello que existe la necesidad de plantear una
metodologia analitica rapida que permita obtener
resultados cuantitativos de esta prueba haciéndola mas
precisa, abriendo una ventana para la aplicacién de
métodos opticos.

Los métodos analiticos 6pticos  (incluyendo
espectroscopia ultravioleta, infrarroja, turbidimetria,
andlisis de imagen y colorimetria) presentan ventajas
importantes sobre los métodos quimicos, por lo que
en tiempos recientes se han empezado a utilizar con
mayor frecuencia, por su rapidez y facilidad. Por esta
razén, el objetivo de este estudio fue el uso de una
técnica optica para evaluar de forma mas objetiva la
prueba de alcohol en leche bovina.

Materiales y Métodos

Para este estudio, se obtuvo leche entera de un
proveedor ubicado en la ciudad de Puebla. Esta
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leche se descremé completamente empleando una
descremadora eléctrica LKL (LKL, Bulgaria) a 10,500
rpm. La composiciéon (2.65 = 0.13 proteina, 7.11 =
0.36 sélidos no grasos) fue evaluada mediante una
prueba rapida con un analizador ultrasénico (Lactoscan
LA, Milkotronic Ltd, Bulgaria).

Posteriormente, cada lote de leche fue dividido en dos
secciones y fueron sometidos a un tratamiento térmico
diferente, empleando un bafo maria en un bano
serolégico, colocando en el gabinete los recipientes
con la leche hasta que alcanzé la temperatura deseada:
72°C por |5 segundos (pasteurizacion HTST) y 72°C
por 2 minutos (leche sometida a abuso térmico),
respectivamente. Tras el tratamiento térmico
correspondiente, la leche se enfrié inmediatamente y
se mantuvo a temperatura de refrigeracién 4-6°C por
30 minutos hasta su uso.

Prueba de Alcohol

Las soluciones de etanol (Sigma Aldrich, 100% de
pureza) se realizaron a dos diferentes concentraciones
(68 y 78% v/v). Se seleccioné un disefo aleatorizado
con una variable independiente: la concentraciéon de
la soluciones de etanol con dos niveles (68 y 78%).
Lo anterior se determiné basado en lo reportado por
Molina et al. (2001). Estos autores establecen que la
concentracion usual de etanol para la prueba de alcohol
en leche es de 68% (Vv/v), aunque algunas industrias
lacteas han aumentado la concentracién a 78% para
asegurarse de recibir leches mas estables frente a
tratamientos térmicos.

Evaluacion de la evolucion de la prueba de alcohol
mediante turbidimetria

La turbidez de las muestras de leche se midié usando un
turbidimetro (HACH 2100N, Loveland, CO., EEUU)
con luz transmitida a 860 nm de acuerdo al método
propuesto por Martin et al. (2007). Las unidades de
medicién empleadas fueron nefelométricas de turbidez
(NTU). Posteriormente, se realizé el calibrado del
instrumento utilizando los estandares secundarios de
Gelexenelintervalode <0.1 24000 NTU; la calibracién
se llevé a cabo empezando con el estandar de valor
NTU mas bajo continuando en orden ascendente. Para
la medicidn de la muestra, se colocan dentro de la
cubeta de vidrio perfectamente limpia 10 mL de leche
y 20 mL de solucién de etanol con el uso de pipetas de
0 mL, llenando hasta la linea marcada en la cubeta. La
mezcla se agit6é durante 5 s y se procedié a realizar la
medicion inmediatamente.
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Anilisis estadistico

Losresultados analizados por ANOVAY posteriormente
por una prueba de Tukey para evaluar diferencias entre
las muestras, a una P < 0.05. El anélisis se llevé a cabo
utilizando el software Minitab 16 (Minitab Inc., EE.UU.).
Las pruebas fueron llevadas a cabo por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de alcohol en leche fluida cruda y tratada
térmicamente

Serealizé la prueba de alcohol convencional empleando
leche cruda descremada, los resultados se muestran en
la Tabla |. Asimismo, los resultados de la Tabla | son
comunes para una prueba de alcohol en leche tratada
térmicamente, mostrando diferencia significativa
(p<0.05) entre los tratamientos aplicados. En este
sentido, Amador-Espejo et al. (2013) presentan un
comportamiento similar, obteniendo una menor
estabilidad a la prueba de alcohol (vista como un menor
tiempo de precipitacién) al aplicarse tratamientos
térmicos mas severos.

Tabla 1. Prueba de alcohol convencional en leche fluida cruda y tratada
térmicamente.

Leche fluida

Solucién Tiempo en que se forma el
tratada .
P de etanol precipitado?
térmicamente
HTST? >1 h (sin presencia)?
68%
Abuso térmico >1 h (sin presencia)?
HTST 82.33 s +4.04
78%
Abuso térmico 57 s+ 3¢

~ "7 I. Diferentes subindices indican diferencia significativa. n = 3 réplicas. ~
2.HTST=72°CI5s

Turbidez

Debido a que las pruebas convencionales de alcohol con
porcentajes bajos llevaron un tiempo muy prolongado
sin exhibir cambio, se opt6é por trabajar sélo con la
solucién de 78% (v/v). En laFigura | podemos observar
que en ambos tratamientos térmicos la tendencia
general de los datos de las unidades nefelométricas
NTU fue de disminuir con el tiempo, llegando a
mostrar una estabilizacién de la lectura después de los
I50 s aproximadamente. A pesar de que el punto de
inicio de cada tratamiento es diferente, la tendencia
es similar, presentandose un descenso de 4066 a 3820
en la muestra tratada a 72°C por |5 s (T1), mientras
que en la muestra tratada a 72°C por 2 minutos (T2),
se observa un punto de caida a los pocos segundos

de evaluacién con una pendiente muy inclinada hasta
llegar a un comportamiento lineal aproximadamente a
los 3500 NTU.

Asimismo, en el Tl en el intervalo de 20-60 s hay un
pequeio cambio en la refraccién de la luz, que puede
4400

—@— T1=72°C15s
0~ T2=72°C 2 min
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Figura 1. Seguimiento de la prueba de alcohol por turbidez en leche
cruda descremada tratada térmicamente; razén |:2 (leche: solucién de
etanol al 78% v/v). NTU (Unidades nefelométricas de turbidez), a 72
°C por |55s.y 72°C por 2 min.

observarse como un cambio en la pendiente observada.
Por su parte, en el T2 se observa este cambio en la
pendiente aproximadamente a los 100 s. Al comparar
los resultados obtenidos en la prueba convencional de
alcohol a las mismas condiciones (Tabla I), el tiempo
en que se observa la formacién del precipitado tiene
cierta similitud con el tiempo de cambio en la pendiente
observada en las determinaciones por turbidimetria.
Seglin Simmons et al. (2007) al inicio del proceso de
desnaturalizacién proteica se producen particulas muy
pequenfas con un tamano de entre 5y 10 um, las cuales
con el transcurso del tiempo se agregan formando
particulas mas grandes y eventualmente incluso pueden
precipitar. De acuerdo a esto, se puede deducir que el
tiempo en que el turbidimetro detecta un cambio en
la refraccién de la luz es el momento en que inicia el
proceso de desnaturalizacion, ya que el turbidimetro
detecta proteinas con un rango aproximado de
[-100 um (Mahler et al., 2009). Por otra parte, en la
prueba de alcohol convencional, el tiempo reportado
es el momento en que se observa la formacién del
precipitado por agregaciéon de proteinas ya que el
ojo humano tiene la capacidad de detectar objetos
ligeramente mas pequenos de 80 um a una distancia de
25 cm (Mahler et al., 2009).



Conclusiones

Los resultados derivados del seguimiento de la prueba de
alcohol por turbidez nos indican que el método puede
detectar un cambio en la leche en presencia de etanol, al
mostrar una disminucién de la turbidez, debido a un cambio
en laestructura de la micela. A pesar de que hace falta evaluar
una mayor cantidad de réplicas y de tratamientos térmicos,
estos resultados muestran que es posible la correlacion de la
medicién turbidimétrica como el tiempo de precipitado de
la proteina en la prueba convencional de alcohol, haciendo
posible la mejora de la técnica convencional.
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