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Presentacion

La agrobiologia se presenta como una ciencia multidisciplinaria que persigue
desarrollar procedimientos que conduzcan a optimizar procesos que reproduzcan
bienes y servicios, a fin de proporcionar mejoras al medio ambiente y a la sociedad. El
manejo, procesamiento, y distribucion de agua, representa una ventaja econémica y
de sostenibilidad ambiental lo que permite mantener ambientes hidricos mas
depurados, reciclados y eficientes. Ademas, para la nutricibn y crecimiento de las
plantas, un buen sistema y manejo de riego, junto con condiciones del suelo,
fertilizantes bioldgicos y control de plagas aumentan los rendimientos en los cultivos.
Por otro lado, la agrobiologia se preocupa por mantener la salud y el bienestar
nutricional. Partiendo de esto, el control de patégenos en alimentos y la produccién de
alimentos o suplementos alimenticios con alta propiedad nutricional y nutracéutica, son
fundamentales para garantizar seguridad y calidad alimentaria en la poblacién humana
y animal. De esta forma, la agrobiologia proporciona ventajas para el ambiente y la
industria beneficiando la calidad de vida en el planeta. Este libro persigue mostrar
fundamentos tedricos y practicos, en base a experiencias vividas por académicos y
profesionales que se desarrollan en esta area de estudio, proporcionando al lector
fundamentos, herramientas, asi como acciones reales y actuales de elementos que

muestren aspectos agrobioldgicos para la resolucion de problemas.

Prof. Dr. Luis Guillermo Ramirez Mérida

Centro de Biotecnologia Aplicada
Departamento de Biologia
Universidad de Carabobo
Valencia, Venezuela
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CAPITULO INTRODUCTORIO

Agrobiologia, aspectos y generalidades
Luis Guillermo Ramirez Mérida
http://dx.doi.org/10.4322/mp.2020.001.00

1. Introduccioén

La agrobiologia como ciencia aparece por la necesidad de un grupo multidisciplinario
de profesionales que persigue crear mejoras en los sistemas agroindustriales haciendo
los procesos y procedimientos mas sustentables con el planeta de manera de
preservar el ecosistema y proporcionar productos alimenticios saludables, de mayor
calidad nutritiva, sin la presencia de sustancias de sintesis quimica, asi como bienes y
servicios que lleven mayores beneficios para el consumidor garantizando una mejor
calidad de vida y optimizando los recursos naturales.

La sociedad actual atraviesa por varios desafios y problemas que se deben resolver
como la sobrepoblacién humana, contaminacién de efluentes, aire, suelos y alimentos,
calentamiento global, escasez de alimentos, agotamiento de recursos naturales, entre
otros, lo cual ponen en peligro la integridad del planeta y los seres vivos que la
conforman. Los avances cientificos y tecnolégicos, asi como la formacion y
capacitacion de profesionales en todos los niveles que aplique la agrobiologia, pueden
dar respuesta a estos escenarios. La agrobiologia representa un sistema global de
gestion de la producciéon, donde la actividad y diversidad biol6gica debe prevalecer
marcando un ambiente con agrosistemas saludables, por lo que, la integracion de
procesos biodlogos, fisicos, mecanicos y agronémicos son fundamentales a fin de
mantener un sistema de produccion agricola integral y sostenible que esta ganando
importancia en todo el mundo [1].

Para que un proceso agrobiologico a nivel de cultivo tenga éxito, deben tomarse en
consideracion varios aspectos como acondicionamiento de la tierra, abono y
fertilizantes, condiciones de cultivo, rotacion, manejo de plagas y sistema de riego [2-
4]. Ya a nivel de procesos, metodologias adecuadas para tratamiento de aguas
residuales, disminucién de gases de efecto invernadero, seguridad alimentaria, entre
otros, son de impacto e importancia Figura 1.

El mantener una diversidad biolégica en diferentes niveles proporcionara estabilidad,
resistencia y sostenibilidad del cultivo. La diversidad de las plantas puede aumentar el
ciclo del nitrégeno y disminuir las plagas transmitidas por el suelo, que son
mecanismos de retroalimentacién que influyen en el crecimiento posterior de la planta.
La rotacién de cultivos promueve aspectos como aumento de la cantidad de biomasa,
mejora la calidad de la concentracion de nitrogeno mineral del suelo, de la materia
organica y reduce la abundancia de nematodos que se alimentan de las plantas. Al
comprender la retroalimentacion planta-suelo, los efectos heredados de especies de
plantas y rotacién de especies se pueden emplear para el manejo sostenible de los
agroecosistemas. La concentracion de biomasa y nitrogeno de las plantas devueltas al
suelo estimula la posterior productividad de la planta [5].

M Agrobiologia. Una vision general y sus aplicaciones
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La mezcla de compuestos para elaborar abono y fertilizantes ha sido utilizada en el
manejo de agroecosistemas mejorando la productividad y sostenibilidad de los
mismos. Fertilizantes organicos elaborados con compuestos organicos e inorganicos
utilizando estiércol de cerdo reduce el uso de fertilizante quimico mejorando la
disponibilidad de nutrientes del suelo, la biomasa microbiana, las actividades
enzimaticas y los procesos de nitrégeno del suelo y, en cierta medida, promueve los
rendimientos de los cultivos [6]. Las lombrices de tierra son organismos autéctonos del
suelo que pueden utilizarse como metodologia para el acondicionamiento de la tierra
de cultivo ya que descomponen compuestos que seran aprovechados por las plantas,
en su movimiento elaboran canales que dan aeracion y facilita el movimiento tanto de
nutrientes como la infiltracion de agua, interactdan con microorganismos ayudando en
el control de plagas, esto gracias a la produccion de enzimas extracelulares
producidas en gran parte por hongos que actiian como controladores [7,8].
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Figura 1. Sistemas de integracién que conforman la agrobiologia.

Grandes esfuerzos se realizan para reducir las emisiones de CO,, como gas de efecto
invernadero, mediante procesos biolégicos. Las microalgas y el disefio de
fotobiorreactores han demostrado ser tecnologias eficientes y economicas que
ademas de ofrecer seguridad ambiental, generan productos de valor agregado [9]. Por
otro lado, el aprovechamiento de desechos industriales o urbanos para generar
procesos con productos de valor agregado, ha llamado la atencion de industriales e
investigadores. El uso de microorganismos en el tratamiento de aguas residuales ha
marcado una pauta en las Ultimas décadas [10]. Los microorganismos fotosintéticos
ofrecen un tratamiento alternativo para remover nutrientes, metales pesados,
nitrogeno, fésforo y compuestos quimicos [11]. En estos procesos, la biomasa
colectada puede utilizarse como producto de interés industrial, al ser rica en proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas y biomoléculas funcionales, por lo que se convierte en
un producto o suplemento alimenticio con alta calidad nutricional y con potencial de
mercado [12].

De forma general, la productividad de los cultivos se centra en el papel biolégico que
lleva beneficios para el crecimiento de los cultivos, el aumento de la absorcién y la
movilizacibn de nutrientes, la defensa contra los fitopatbgenos, asi como la



Agrobiologia, aspectos y generalidades 8

biorremediaciéon mediada por microorganismos o consorcios microbianos que conduce
a la seguridad alimentaria, de manera de contribuir al bienestar de los agricultores y
consumidores. Nuevas regulaciones y subsidios son fundamentales para seguir
avanzando en procesos agrobiolégicos, aunque una mayor cooperacion,
entendimiento y colaboracion entre investigadores y productores conducird a
resultados mas concretos y rentables. Este libro busca aportar informacion teérica y
experimental que proporcione al lector fundamentos, herramientas, asi como acciones
reales y actuales de elementos que muestren aspectos agrobiolégicos para la
resolucion de problemas.
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CAPITULO 1

Manejo de riego en el cultivo de pimentdén Capsicum annuum L.
Richard Alberto Rodriguez Padrén
http://dx.doi.org/10.4322/mp.2020.001.01

Resumen

La gestion eficaz de los recursos hidricos es la clave para la sostenibilidad y
rentabilidad de los cultivos. Este capitulo tiene como objetivo la revision bibliografica
de estrategias experimentales empleadas para el uso eficiente de agua en el cultivo de
pimentén, plantado bajo malla sombra y en campo. Se presentan resultados de dos
ensayos en diferentes localidades, empleando la misma estrategia de riego deficitario.
El cultivo del pimentén mostré6 un mayor rendimiento cultivado en campo abierto en
comparacion con el de 50% de sombra. Comparando las variables evaluadas, 50% del
sombreado resulté en valores mas bajos de tasa de crecimiento del diametro del tallo,
el indice de clorofila y el nimero de frutos por planta. Por otro lado, resulté en valores
mas altos, en la tasa de crecimiento de la planta y el indice del area foliar, mostrando
frutos con mayor longitud y diametro. En campo abierto los parametros morfoldgicos
mostraron valores mas bajos de tasa de crecimiento de la planta; indice de area foliar
y materia seca en plantas. Asimismo, resultdé en valores mas altos de diametro del tallo
e indice de clorofila. En cuanto a los parametros del fruto resultaron de mayor nimero
de frutos por planta, con frutos de menor longitud y didmetro. EI manejo del riego diario
aumentd el uso eficiente del agua. Las laminas de riego que mostraron mayor
rendimiento fueron con frecuencia de riego diario con laminas de 60% ETc y
frecuencia de riego interdiaria con laminas de 80% ETc.

Palabras clave: Capsicum annuum L., riego deficitario, riego por goteo, malla sombra.

1. Introduccioén

El pimentén (Capsicum annuum L.) es miembro de la familia de las solanaceas y son
nativas de México, Centroamérica y norte de América del Sur [1, 2]. Es un cultivo
importante en muchas partes del mundo por su importancia econémica, ocupando el
segundo lugar en la produccion mundial. Los principales paises productores son
China, México, Turquia, Indonesia, Espafia y Estados Unidos.

La falta generalizada de agua para la produccion agricola ha llevado frecuentemente a
la necesidad de crear estrategias destinadas a optimizar la eficiencia de su uso [3]. La
estrategia para asegurar el suministro de alimentos a la poblacion mundial en los
préximos 25 afos, incluye inevitablemente el aumento paralelo de la produccion
agricola. Y gran parte de este esfuerzo lo representa el riego, por lo que el mayor reto
es mejorar la eficiencia y el rendimiento de la agricultura, el agua y la energia de los
campos de regadio existentes [4, 5].

La escasez de los recursos hidricos requiere la gestion y el uso adecuado para el
control de la disponibilidad de agua, dado que el sector agricola es de las actividades
que demandan mas agua debido a las exigencias de cada cultivo [6]. Por lo tanto, son

M Agrobiologia. Una visién general y sus aplicaciones
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muy necesarias todas las técnicas para ahorrar el agua de riego y aumentar el
rendimiento con la eficiencia del uso del agua.

La gestién eficaz de los recursos hidricos es la clave para la sostenibilidad vy
rentabilidad del cultivo, lo que fomenta el desarrollo de nuevas técnicas para el analisis
y la gestion eficiente del agua. Este capitulo tiene como objetivo la revisién
bibliografica de estrategias experimentales empleadas para el uso eficiente de agua en
el cultivo de pimentén, plantado bajo malla sombra y en campo abierto.

2. Cultivo de pimentén

El pimenton (Capsicum annuum L.) pertenece a la familia Solanaceae y el género
Capsicum [7], es tipicamente de origen estadounidense y se presenta en formas
silvestres desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Chile [2, 8]. Segun [2], los
indigenas ya lo cultivaban y consumian siglos antes de la colonizacion espafiola. Fue
introducido en Espafia en 1493, desde donde se expandié a lo largo del siglo XVI a
otras naciones de Europa, Asia y Africa, convirtiéndose en un alimento muy apreciado.
Hay registros de que el primer cultivar que llegé a Brasil pertenecia al grupo
"Cascadura".

Inicialmente introducido en los municipios de Mogi das Cruzes y Suzano en el estado
de Séo Paulo, este grupo produce el tipo de fruta preferida por la mayoria de los
consumidores, con forma aproximadamente coénica, ligeramente alargada y de color
verde oscuro [9].

La planta es arbustiva, sus raices alcanzan hasta un metro de profundidad, con poco
desarrollo lateral y el tallo semilefioso puede superar un metro de altura. Soporta una
ligera carga de frutas y, por lo tanto, requiere tutorado, debido a la alta productividad
de los hibridos actuales, cuyo promedio en campo es de 40 t a 60 t ha™, mientras que
bajo cultivo protegido alcanza 180 t ha™. Es autdgama, aunque la tasa de cruce puede
ser alta, segln la accion de los insectos polinizadores. Las flores son solitarias,
hermafroditas y el pedicelo esta pendiente o inclinado en la etapa de antesis. La corola
es blanca, sin manchas en la parte basal de los lI6bulos, que son erectos [10].

La clasificacion de la fruta es de tipo baya, con pericarpio algo carnoso, que constituye
la parte utilizable, y el epicarpio verde oscuro se tifie de color cuando madura. Siempre
es hueca, con semillas blancas, planas y reniformes, de 3 mm a 5 mm de largo,
conectadas a un cordon que existe dentro del fruto [2, 11]. El caliz no tiene
constriccién en la unién con el pedicelo y puede arrugarse principalmente en plantas
con frutos anchos.

El pimenton se cultiva en regiones tropicales y templadas. La temperatura tiene
influencia directa en algunas funciones vitales para las plantas, tales como:
germinacion, sudoracion, respiracion, crecimiento, florecimiento y fructificacion. Para
cada etapa de desarrollo, presenta un rango de temperatura 6ptimo [12]. La planta es
termofilica, siendo el rango de temperatura ideal para su desarrollo entre 16°C y 28°C.
Segun [13], la temperatura ideal para la germinacion es entre 25°C y 30°C, y para el
desarrollo vegetativo entre 25°C y 27°C durante el dia y entre 20°C y 21°C durante la
noche.

Para cultivos protegidos, se recomiendan temperaturas nocturnas de 20°C y diurnas
entre 27°C y 30°C [14, 15]. El ciclo de cultivo desde la siembra hasta el inicio de la
cosecha de frutas verdes es de aproximadamente 110 dias, siendo el periodo méas
largo el de la produccién de frutas maduras de color rojo, amarillo u otro color. La
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cosecha dura de 3 a 6 meses, dependiendo del estado fitosanitario y nutricional de las
plantas [10].

El fotoperiodo no es limitante en el cultivo del pimentén, ya que la floracién vy
fructificacién se producen en cualquier momento del dia [10]. Sin embargo, se puede
decir que es una planta opcional de dia corto, es decir, la floracién, fructificacion y
maduracion de la fruta son mas tempranas en dias cortos, lo que favorece la
productividad. La combinacién de baja humedad relativa y alta temperatura puede
causar una transpiracién excesiva de la planta y, por consiguiente, caida de los brotes,
flores y formacion de pequefios frutos [16].

La comercializacion de frutas de pimentdn dulce puede ocurrir de varias maneras: en
forma de frutas frescas, frutas deshidratadas, conservas, hojuelas o en polvo. El
pimentén se obtiene al deshidratar o moler los frutos rojos, y se usa principalmente
como colorante natural en la industria de procesamiento de alimentos y como
ingrediente en conservas y embutidos [17].

La calidad de las frutas y hortalizas se caracteriza en funcién de atributos como la
apariencia, sabor, textura y valor nutricional [18]. Esta caracterizacidén, segun [19], es
importante, y deben observarse las variables necesarias para mejorar la
comercializacion en los mercados nacionales y extranjeros, asi como para el
desarrollo de técnicas de almacenamiento y manipulacion post cosecha. Por lo que es
de fundamental importancia evaluar el efecto de las practicas de gestion en la
productividad, la calidad quimica y fisica del producto, asi como la longevidad durante
el proceso de comercializacion.

Debido a los cambios requeridos por el mercado y demandas de los consumidores, la
mejora de este vegetal ha priorizado no solo la productividad, sino también la calidad
del producto. En consecuencia, los objetivos principales han sido obtener frutos
uniformes y de alta calidad, pulpa gruesa, plantas tempranas y resistentes a
patégenos y plagas. Asimismo, el uso de hibridos se ha utilizado cada vez mas gracias
a sus ventajas, como una mayor resistencia a plagas y enfermedades, mayor
uniformidad, vigor de la planta, homeostasis, maduracion temprana, mayor calidad,
rendimiento y patente natural, que garantizan el retorno de la inversién [20].

3. Necesidades hidricas

En general, puede decirse gque la planta de pimentén tiene una necesidad uniforme de
agua durante todo su ciclo. Es sensible tanto al exceso de raiz como a la falta de
agua. La deficiencia de agua, entre otros factores, hace que las flores se caigan. El
riego excesivo puede conducir a la asfixia de la raiz, lo que causa la pudricion de la
raiz y el pie. Pero por otro lado, las irregularidades en el suministro de agua pueden
favorecer a la aparicidon de necrosis apicales. En conclusion, el riego debe mantener el
suelo humedo, pero sin exceso [10, 21].

El riego realizado por aspersion, goteo o en surcos, se aplica para mantener el suelo
cerca de las raices con 80% o mas de agua Uutil. Este alto contenido de agua debe
mantenerse durante todo el ciclo del cultivo, especialmente durante la fructificacion y
cosecha. Sin embargo, se debe asegurar el drenaje de las tierras de cultivo, evitando
el exceso de agua en el suelo, lo que, entre otros dafios, como ya se sefialo, causa la
pudricién de la raiz. Se observa que los cultivares hibridos, que tienen un mayor
potencial productivo, son mas exigentes, tanto en fertilizacion como en disponibilidad
de agua [2].
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El sistema de riego por goteo es muy eficiente para regar pimenton, ya que ofrece
numerosas ventajas, tales como: ahorro de agua; energia y mano de obra; mayor
uniformidad de aplicacién de agua; aplicacion en cualquier tipo de suelo y topografia;
menor gravedad de las enfermedades de la parte aérea; facilidad de fertirrigacion;
automatizacion, y mayor productividad. El riego por goteo puede y debe realizarse a
alta frecuencia, ya que es un sistema fijo, que solo riega parte del suelo y minimiza la
aparicion de la mayoria de las enfermedades aéreas [22].

Segun [23], evaluaron el crecimiento y productividad del cultivo de pimenton bajo la
influencia de laminas de riego y dosis de potasio. Las variables de crecimiento y
rendimiento fueron influenciadas por estas condiciones (lAminas de riego y dosis de
potasio). Cuando se fij6 la dosis mas baja, en el caso de la estimacién del mayor
namero de frutas por planta; el peso promedio de la fruta, asi como la productividad,
se produjo con el uso de las laminas de riego de maxima eficiencia equivalente, un
96%, 102% y 120% de la evapotranspiracion del cultivo (ETc), respectivamente.

En el cultivo de pimentdn, [24] caracterizaron y relacionaron la radiacion liquida con el
calor latente equivalente, en milimetro de agua, en cultivos protegidos y de campo. El
cultivo protegido, a pesar de recibir menos cantidad de radiacion solar global, fue mas
eficiente al convertir la radiacion liquida disponible en materia seca total y
productividad de la fruta. También presenté menor cantidad de radiacién liquida
disponible y menos pérdidas de energia, demostrando ser mas eficiente en el uso del
agua.

Magalhdes y Castro [25] observaron la evapotranspiracion media maxima (ETm) en
pimenton de campo de 524,22 mm. También, [22] indicaron necesidades de agua
entre 450 mm y 650 mm, dependiendo esencialmente del ciclo adoptado y los
sistemas de riego. [26] declararon que la necesidad de agua con pimentén en campo
es del orden de 600 mm a 900 mm, y [27] encontraron 414,40 mm de
evapotranspiracion.

4. Manejo y disponibilidad del agua

El agua es uno de los recursos naturales mas importantes para la agricultura, pero su
disponibilidad esta disminuyendo debido al aumento de la poblacién en todo el mundo.
El manejo efectivo de este recurso se considera de mucha importancia y el uso
eficiente del agua de riego es la clave para la sostenibilidad y la rentabilidad de los
cultivos. El alto consumo de agua en las regiones donde el agua es limitada, fomenta
el desarrollo de nuevas técnicas para analizar y administrar eficientemente este
recurso. El manejo adecuado y la calidad del agua de riego son fundamentales para
obtener una alta productividad, calidad, reduccién de costos y un uso racional del agua
[28].

Se estima que el area bajo riego del mundo ocupa alrededor de 17% de todas las
tierras cultivables y representa la producciéon de mas de 40% de todos los alimentos
consumidos. El area de riego en todo el mundo es equivalente a casi 2,5 veces la
produccion de alimentos de las zonas de secano [29].

Existe la tendencia natural a aumentar el uso del agua en el futuro, ya sea por el
crecimiento de la poblacion, que se traduce en una mayor necesidad de alimentos, o la
disponibilidad de tierras aptas para su uso en la agricultura de riego, estimada en 470
millones de hectareas. Por lo tanto, surge la expectativa de un aumento en la
demanda de agua en el futuro cercano, pero no se pronostica un aumento del agua
dulce en el planeta. Por el contrario, la deforestacion y el uso inadecuado del suelo
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han mantenido una alta escorrentia superficial con baja reposiciébn continua de
manantiales y fuentes de agua [30].

Como resultado del impacto del cambio climatico para los agricultores, sera mas dificil
predecir el suministro de agua y las sequias e inundaciones serdn mas frecuentes. Sin
embargo, estos impactos variaran ampliamente de un lugar a otro. Los cientificos
predicen que las altas temperaturas beneficiaran a la agricultura en las latitudes del
norte, mientras que en la mayoria de las regiones tropicales aridas y semiaridas se
afrontara la disminucién de las lluvias y la escorrentia. La tendencia adversa para los
paises de estas regiones es que experimentardn mas inseguridad alimentaria [29].

Las areas donde se espera que se reduzcan las lluvias tendran que aumentar el
almacenamiento y mejorar la gestion del agua. Los grandes sistemas de riego tienen
que adaptarse a los cambios que ocurriran en los sistemas de suministro de agua y
apoyar medidas de control de agua a pequefia escala.

Hay cinco intervenciones politicas fundamentales:

1. Incluir medidas de adaptaciéon y mitigacion para la gestién del agua para la
agricultura en los planes nacionales de desarrollo.

2. Promover medidas técnicas y de gestion para aumentar la flexibilidad de la
agricultura de secano y riego, asi como reducir la pérdida de agua en los
sistemas de produccién bajo riego.

3. Mejorar el conocimiento sobre el cambio climéatico y el agua, y difundir las
buenas practicas entre paises y regiones.

4. Promover politicas nacionales para la gestion de riesgos a través de mejores
redes para monitorizar y garantizar productos innovadores.

5. Movilizar fondos de adaptacién para abordar los desafios de la seguridad
hidrica y alimentaria causados por el cambio climatico.

La agricultura de secano, que comprende 96% del total de la tierra agricola en Africa
subsahariana, 87% en América del Sur y 61% en Asia, sera la mas afectada. En areas
marginales semiaridas, con estaciones secas prolongadas, habra un mayor riesgo de
fracaso de los cultivos sin garantizar la estabilidad de la produccion, lo que originara la
migracion de las personas. En 2080, el area no apta para la agricultura de secano en
el Africa subsahariana debido a las condiciones climaticas y a las limitaciones de suelo
y tierra, puede aumentar de 30 a 60 millones de hectareas [29]. Segun [31], la gestidn
del riego es importante no solo para satisfacer las necesidades de agua de los
cultivos, sino también para minimizar los problemas de enfermedades, la lixiviacion de
nutrientes y el gasto en agua y consumo de energia.

5. Malla sombra

Las mallas sombra se usan cada vez mas, lo que reduce la incidencia directa de la luz
solar en especies que necesitan menos flujo de energia radiante [32]. Rylski y
Spigelman [33] comentan que es una alternativa relativamente econdmica, que
protege a las plantas de la alta radiacién solar directa y, en consecuencia, reduce la
cantidad de frutas que se dafian por las quemaduras solares. Gruda [34] obtuvo
plantas mas vigorosas con frutos de mejor calidad y mayor rendimiento, en
comparacion con la producciéon en campo abierto. Setubal y Silva [35] sefalan que la
lechuga, procedente de regiones de clima templado, cuando se cultiva en condiciones
de alta temperatura y luz, deja de manifestar todo su potencial genético, con reduccion
en el ciclo y anticipacién de la fase reproductiva.

La temperatura afecta las funciones vitales de las plantas, como la germinacion,
transpiracion, respiracion, fotosintesis, crecimiento y floracién [36]. Es asi que la
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siembra en ambiente protegido puede ser utilizada para reducir los efectos de la
temperatura sobre la planta [27]. Y es que en la agricultura se ha incrementado el uso
de malla sombra para atenuar el flujo de radiacion solar [37]. El exceso de radiacion,
generalmente acompafado por altas temperaturas, puede causar dafios, como el
aborto de flores, la reduccion de los rendimientos e incidencia de desordenes
fisiolégicos frutales, como pudricién apical y quemaduras de sol, que causan una
pérdida significativa [38, 39]. Asimismo, la malla sombra reduce las necesidades de
agua y aumenta el uso eficiente del agua de riego [40].

Debido a los factores caracteristicos de las regiones tropicales, como la alta
luminosidad y altas temperaturas, existe un uso cada vez mayor de malla sombra [41,
42]. La malla sombra reduce la incidencia directa de la luz solar, favorable a las
especies que necesitan menor flujo de energia radiante, lo que reduce la temperatura.
Esta menor incidencia de energia solar puede contribuir a disminuir los efectos
extremos de la radiacion, principalmente la fotorrespiracion, y proporcionar mejores
condiciones ambientales, aumentando la productividad y calidad de las hojas para el
consumo de lechuga [43].

Whatley y Whatley [44] encontraron que las plantas que se mantienen a la sombra
tienden a ser mas altas y tienen un area foliar mas grande que las que crecen a plena
luz del sol, ya que la luz brillante favorece el desarrollo de células largas, mientras que
las que crecen en ambientes cubiertos muestran mayor formacién de parénquima
lacustre, confirmando lo que observaron [45], al afirmar que las plantas que crecen en
ambiente cubierto tienen mayor masa foliar que las que crecen a plena luz del sol.

6. Resultados

6.1. Experiencia |. Riego deficitario controlado. Caso de estudio Mérida,
Venezuela

La investigacion se realizé durante el periodo entre agosto de 2008 y enero de 2009,
en el area experimental del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (IIAP-ULA),
ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio Sucre del Estado Mérida, Venezuela.
Localizada en las coordenadas geogréficas latitud 8.506985° y longitud -71.353014°,
altitud 1.100 msnm. El clima de la regién es seco y cdlido, la temperatura promedio
anual es de 22°C, maxima de 27°C y minima de 17°C. La precipitacion promedio anual
registrada es de 500 mm. El suelo est& clasificado como Cambortid Tipico y tiene una
profundidad efectiva de 21 cm [46].

Esta investigacion se bas6 en una estrategia de riego deficitario controlado, con
aplicacion de laminas de riego (100%, 80% y 60% ETc) y frecuencias de riego (diaria e
interdiaria), obteniéndose los siguientes resultados: comparando las frecuencias de
riego establecidas, se muestran diferencias estadisticamente significativas (p <0.05),
siendo el riego diario el de mayor rendimiento, con 4,8 kg m?y 12 frutos por planta,
incrementando el rendimiento en 11,25%, lo que demuestra la importancia de la
aplicacion del riego diario. La frecuencia de riego interdiaria mostré un rendimiento de
4,26 kg m?y 10 frutos por planta. Lo que coincide por lo reportado por [47], al hacer
mencién de que el factor mas importante que afecta al crecimiento y rendimiento del
pimentoén es la cantidad de agua de riego aplicada durante el periodo de desarrollo.

El rendimiento, numero y peso de los frutos del cultivo de pimenton, se muestra en la
(Tabla 1). La frecuencia de riego diaria no mostrd diferencias estadisticamente
significativas. El mayor rendimiento fue 5,03 de kg m?, 12 frutos por planta y el uso
eficiente del agua de 12,01 kg m™®, con laminas de 100 % ETc. La frecuencia de riego
interdiaria mostro diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), logrando un
rendimiento de 4,63 kg m?, con laminas de 80 % ETc y el uso de eficiente del agua de
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12,93 kg m>. El menor rendimiento fue de 3,90 kg m2, con laminas de 60 % ETc,
disminuyendo 12,61%. Sezen et al. [48] obtuvieron los valores mas altos de
rendimiento: 3,5298 kg m? y el uso de eficiente del agua de riego de 5,7 kg m?,
mediante la aplicaciéon de riego de 570,4 mm para toda la temporada, con intervalos de
3 a 6 dias.

ETc (%) Rendimiento (kg m? Nuamero de fruto (planta) Peso de fruto (gr)

Frecuencia de riego diaria

100 503 a 12 a 169,63 a
80 4,67 a 11a 168,23 a
60 4,71 a 11a 164,71 a
CV% 7,92 7,06 2,38
Sign. ns ns ns
Frecuencia de riego interdiaria
100 4,24 ab 11 a 168,42 a
80 4,63 a 11 a 166,50 a
60 3,90 b 10 a 163,83 a
CV% 5,87 6,55 2,80
Sign. p<0.05 ns ns

Tabla 1. Rendimiento, nimero y peso de fruto en el cultivo de pimentén con frecuencia de riego
(diario y cada dos dias) y laminas de riego (100%, 80%, 60% ETc).

Medidas seguidas con la misma letra no presentan diferencia estadisticamente significativa
entre si por el Test de Tukey (p<0.05).

Asimismo, en el tratamiento del déficit de agua aplicado, 367,3 mm redujo el
rendimiento a 2,6730 kg m? y el uso eficiente del agua de riego fue de 7,4 kg m™.
Dagdelen et al. [49] informaron que los periodos de formacion de flores y frutas son de
vital importancia para la produccién del pimentén, y la falta de riego durante esas
etapas presenta una reduccion del rendimiento de 30% (2,2620 kg m™) y 28% (2,1870
kg m™) en relacién con el riego continuo.

Igualmente Murat et al. [47], con intervalo de riego de 7 dias y laminas de riego de
100% ETc, obtuvo un rendimiento de 2,77 kg m™, con el uso eficiente del agua de 7,5
kg m?, aparte de que al tratamiento que aplicé 120 % ETc, también empled laminas de
déficit de agua de 50%, lo que tuvo un efecto negativo en el rendimiento y los
parametros de calidad de los frutos. Boicet et al. [50] sugieren la conveniencia de
mantener niveles de humedad en el suelo no menor a 85% de la capacidad de campo
en é&reas plantadas de pimentdn, obteniendo resultados productivos promedio de
1.497 kg m?y el uso eficiente del agua de 3,41 a 5,09 kg m™. También menciona que
en la fase de maduracion y cosecha se puede reducir hasta 12% la evapotranspiracion
total. En general, se acepta que el déficit de agua reduce el rendimiento en pimentén
[48, 51, 52].

En la zona de estudio se efectlio un ensayo de riego deficitario en el cultivo de tomate,
lo que mostrd una produccién de 6.271 kg m? y 5.316 kg m?, con laminas de riego
aplicadas en 80 % ETc y frecuencia de riego diaria [53]. Es evidente que los resultados
con intervalo de riego menos frecuentes afectan a la produccion, por lo que no es un
riego adecuado como estrategia para el cultivo de pimentdn. Por lo tanto, la aplicacién
de riego con intervalos mas frecuentes, proporciona un aumento de la produccion vy el
uso eficiencia de agua para el riego.

El nimero de frutos no se afectd entre las laminas de riego aplicadas en la misma
frecuencia, pero si entre las frecuencias. Adeoye et al. [54] sefialan que el intervalo de
riego tiene efecto sobre el nimero de frutos por planta, obteniendo 11 frutos,
registrados en intervalos de 3 dias, y 5 frutos en intervalo de 9 dias. Dorji et al. [55]
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obtuvieron un namero promedio de frutos por plantas de entre 6, 11 y 14, lo que esta
relacionado con la frecuencia y las laminas de agua aplicada. No obstante, Fernandez
et al. [56] reportaron que el déficit de agua no afecta el numero de frutos. El efecto de
déficit de agua es mucho mas importante cuando el rendimiento se expresa como
peso de fruto fresco. En el cultivo de tomate, Mitchell et al. [57] propuso que un riego
moderado puede mejorar significativamente la calidad del fruto, sin disminuir el
rendimiento comercial. Orgaz et al. [58] encontraron que el déficit hidrico acelera la
maduracion de los cultivos indeterminados, como el algodén. El numero de frutos de
pimentén estd estrechamente relacionado con la frecuencia y cantidad de agua
aplicada.

El riego deficitario es una estrategia facilmente aplicable, con respuesta satisfactoria,
representando una alternativa de importancia ante la actual escasez de recursos
hidricos en algunas regiones, lo que permite un ahorro de agua cercano a 40% sin
reducciones significativas del rendimiento. Con frecuencia de riego diaria e interdiaria
se puede reducir el consumo de agua hasta en 20% ETc. El cultivo de pimenton
responde muy bien a la restriccion de aplicacion de laminas de agua, siempre y
cuando sea constante, ya que un exceso o déficit perjudica a su rendimiento. El uso de
tecnologia, como el riego localizado en la modalidad de cinta de goteo y riego
deficitario, no presenta ningun tipo de restriccion en la zona en estudio, lo que
evidencia que el riego localizado crea un ambiente adecuado para el desarrollo 6ptimo
del cultivo, que potencia sus caracteristicas genéticas.

El rendimiento del pimentdn esta estrechamente relacionado con la frecuencia de riego
y la cantidad de agua aplicada. El riego deficitario proporciona una estrategia de
aplicacion de agua con menor volumen de agua, pero en intervalos cortos, lo que
proporciona un ahorro de agua.

La altura de la planta y parametros morfométricos de fruto del cultivo de pimentén se
muestran en la (Tabla 2). La longitud y diametro del fruto no tuvieron un efecto
significativo, lo que se corresponde con [59], cuando determinaron que las variables
longitud y didmetro del fruto no mostraron diferencias estadisticamente significativas.
Furlan et al. [60] en investigacion con pimentdn en cultivo protegido, utilizaron las
laminas de 60%, 80%, 100% y 120% de la evaporacion del tanque clase A y
observaron que el factor de las laminas no influyé en el diametro del fruto, presentando
valores promedio que varian entre 6,52 cmy 6,79 cm.

El contenido de materia seca en fruto fue mayor en las laminas de 60% ETc en ambas
frecuencias, oscilando entre 7,23 gry 8,19 gr. Pulupol et al. [61] comentan que el peso
del fruto seco del tomate se vio afectado cuando se aplico riego deficiente durante
todo el ciclo del cultivo, y el agua ahorrada por este método de riego no compenso la
reduccién en los rendimientos cuando se aplicé durante la floracién y maduracion. El
didmetro del tallo no fue influenciado significativamente por las frecuencias de riego y
las laminas de riego. Santana et al. [62] evaluaron el efecto de diferentes tensiones de
agua en el suelo (10, 30, 50 y 60 kPa) en pimentdn y descubrieron que el diametro del
tallo de las plantas era mayor cuando el riego se realizaba con menos tension de agua
en el suelo y que estuvo significativamente influenciado por el estrés hidrico del suelo.
La altura de la planta mostré interaccion entre las frecuencias de riego (p <0.05). Las
plantas que mostraron mayor crecimiento fue en la frecuencia de riego diaria, con
laminas de 60% ETc, seguida de la frecuencia cada dos dias y ldminas de 80% ETc, al
considerar que el déficit de agua estimula el crecimiento de la planta. Adeoye et al.
[54] concluyé que el intervalo de riego de tres dias mostré6 mayor crecimiento en las
plantas que el riego diario, obteniendo diferencia entre los parametros de crecimiento
(diametro del tallo, altura de la planta y area foliar). Estas observaciones estan
conformes con [63-65].
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Enriquez et al. [59] obtuvieron mejor respuesta a la altura de la planta mediante la
aplicacion de laminas de riego de 75% de la evaporacion (EV), que alcanzé una altura
maxima de 105 cm, y asimismo mencionaron que el tratamiento que aplico el 100%
EV, alcanz6 93 cm y el tratamiento de 50% EV alcanz6 96 cm. Lima et al. [66], al
trabajar con pimentén, con laminas de riego (0,80 y 1,20 ETc), dos frecuencias (1 diay
2 dias) y dos dosis de rastrojo de maiz (0 y 1000 kg/ha), concluyeron que el
tratamiento con 80% de ETc, con cubierta y frecuencia de dos dias, produjo plantas de
mayor altura. Tales resultados son particularmente relevantes para areas sujetas a
déficit hidrico.

Parametros de fruto

ETc (%) Longitud Didmetro Masa seca Altura de planta - Diametro de

(cm) tallo (mm)

(mm) (mm) (9)
Frecuencia de riego diaria
100 81 78 7,23 72,44%® 17,24
80 80 77 7,49 74,75% 18,35
60 82 78 8,14 91,56 17,56
Cv 4,46 2,07 7,65 Interaccion 6,35
Sig. Ns ns ns p=<0,05 Ns
Frecuencia de riego interdiaria

100 80 77 7,99 a 74,66%° 17,11
80 81 75 7,49 b 90,78* 18,41
60 78 77 8,19 a 78,388 17,15
Ccv 1,90 3,05 1,52 12,46 6,52
Sig. Ns ns p=<0,05 p=<0,05 ns

Tabla 2. Altura de la planta y parametros morfométricos del fruto del cultivo de pimentdn, con
frecuencia de riego diaria e interdiaria y laminas de riego de (60%, 80% y 100% ETc).
Medias seguidas con la misma letra no presentan diferencia estadisticamente significativa entre
si por el Test de Tukey (p<0.05). ns: no significativo; CV: coeficiente de variacion (%).

Segun estos resultados, la frecuencia y las ldminas de riego aplicadas tienen efectos
sobre los parametros de crecimiento. La frecuencia de riego diaria con laminas de 60%
ETc y frecuencia de riego interdiaria con laminas de 80% ETc, puede considerarse
como una estrategia eficaz para el manejo del agua en pimenton.

6.2. Experiencia Il. Riego deficitario controlado. Caso de estudio Rio Grande del
Sur, Brasil

La investigacion se realiz6 durante la primavera-verano en los periodos entre 2013-
2014 y 2014-2015, en el &rea experimental del Colegio Politécnico de la Universidad
Federal de Santa Maria, ubicada en las coordenadas geograficas latitud 29°41'25"S,
longitud 53°48'42"0 vy altitud de 110 m, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. El
clima en la region es humedo subtropical (Cfa). Segun el Instituto Meteorolégico
Nacional (Inmet), el promedio anual de evaporacién, temperatura y precipitacion es de
800-1.200 mm, 18°-20°C y 1.450-1.650 mm, respectivamente. El suelo predominante
en la regiéon es Argissolos Amarelos Distréfico Tipico, con textura franca [67].

Esta investigacion se baso en estrategia de riego deficitario controlado, cultivado bajo
malla sombra y en campo abierto, aplicando laminas de riego (0%, 25%, 50%, 75% vy
100% ETc) y frecuencias de riego diario, obteniendo los siguientes resultados: la
relacién entre el rendimiento y laminas de riego bajo malla sombra y en campo, se
muestra en la (Figura 1). El rendimiento en campo aumentd con 50% y 75% ETc. En la
temporada 2013-2014, los valores oscilaron entre 13,8 t ha™ en 0% y 37,1 t ha en
75%. El tratamiento 0% mostro reduccion en el rendimiento de 54,7% y el tratamiento
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100% se redujo en 19,9% en relacién con el rendimiento maximo, que fue de 75%
ETc.

Kara y Yildirm [68] informaron resultados similares en Capsicum annuum L. cv.
Carliston con diferentes niveles de riego (0,2; 0,5; 0,8; 1,0 y 1,2 ETc); los rendimientos
fueron 18,78; 20,60; 21,57; 18,90 y 15,16 Mg ha™, respectivamente, con rendimiento
maximo de 0,8 ETc. Padron et al. [69] evaluaron la frecuencia de riego y laminas de
riego, encontrando que el riego diario presentd mejor rendimiento del cultivo en
comparacion con el riego interdiario. Los rendimientos de los cultivos fueron similares
con riegos diarios a 60%, 80% y 100% ETc. Ademas, Sezen et al. [70] informaron de
los valores de rendimiento mas altos con riego completo (44,2-47,8 t ha™) y riego
deficitario de 50% y 75% (34,9-36,0 t ha™ y 40,8 a 47,2 t ha™, respectivamente). Estos
resultados muestran que el cultivo de pimentdn se vio afectado por el riego deficitario,
asi como por el exceso de agua causado por las altas precipitaciones. El cultivo de
pimentén irrigado con mayor frecuencia tiende a ser mas eficiente en el uso del agua,
sin afectar el rendimiento, en comparacion con el cultivo irrigado con menos
frecuencia. Asimismo, Yildirim et al. [71] al estudiar el efecto de diferentes tratamientos
de riego (0,0; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0, y 1,2 de ETc) en pimentén para determinar el estrés
con un intervalo fijo de 7 dias durante toda la temporada de sequia, reportaron
rendimientos de 3,25, 8,64, 16,93, 20,08, 27,67 y 24,61 t ha', respectivamente.
Mencionaron que el factor mas importante que afecta el crecimiento y rendimiento en
los cultivos de pimentén es la cantidad de agua de riego aplicada durante todo el
periodo de desarrollo.

El rendimiento maximo bajo malla sombra se obtuvo en el tratamiento de 50% ETc. El
rendimiento varié de 11,0 t ha™ en 0% ETc a 22,2 t ha™* en 50% ETc. El tratamiento
0% present6 reduccion de 50,3% en el rendimiento y reduccion de 13,4% en 100%
ETc. Diaz-Pérez [72] estudiando el efecto de los niveles de sombra de 0,30%, 47%,
63% y 80% en Capsicum annuum cv. Heritage, informé que el rendimiento aumento6 a
medida que se incrementd el nivel de sombra hasta 35% y luego disminuyé al
aumentar los niveles de sombra. [40] informaron sobre un rendimiento en pimenton
dulce C. annuum cv. Selika entre 5,93 y 9,26 kg m? en 30% de sombra. llahy et al. [73]
reportan que el rendimiento en (C. annuum cv 'Beldi’), cultivado a 0,50% y 100% de
sombra, varié entre 0,9 kg/planta y 1,15 kg/planta, respectivamente. Ademas, [74]
informaron que el rendimiento comercial del cv 'Herminio' de pimentén dulce vari6 de
2,55 kg/planta en condiciones sin sombra, en comparacion con 2,53 kg/planta en
condiciones de sombra.

Los tratamientos en campo abierto mostraron rendimientos acumulativos mas altos. La
tendencia se observd durante todo el periodo de cosecha, lo que probablemente se
deba al aumento de la radiacibn y mayor actividad fotosintética. Lépez-Marin et al.
[74] reportaron rendimientos mas altos con 40% de sombra. Esto se atribuyé a la
reduccién de la incidencia de radiacion. Asimismo, se observd que el cultivo se vio
afectado negativamente por las altas temperaturas con sombreado, que disminuyo la
temperatura promedio diaria en 2,5°C al mediodia y 0,6°C en la mafiana, creando un
microclima favorable para el desarrollo del cultivo.

Diaz-Pérez [75] Informé que los niveles moderados de sombra (30% y 47%) fueron los
mas favorables para el crecimiento y funcién de las plantas de pimentén. Asi mismo,
[40] informaron que 30% de sombra negra de malla reduce la radiacién solar, la
velocidad del viento, las necesidades de agua y aumenta de uso eficiencia de agua en
el pimenton.

En campo abierto se observé quemadura solar en el fruto, con mayor intensidad de 55
a 85 dias después del trasplante, cuando el cultivo habia reducido el area foliar, con
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pérdidas de rendimiento de 1,4%, 2,2%, 2,3%, 3,3% y 1,7% en tratamientos de riego
0%, 25%, 50%, 75% y 100%, respectivamente. Bajo malla sombra, el fruto no mostré
guemaduras solares. llahy et al. Por otro lado, [73] informaron pérdidas de rendimiento
debido a la quema de sol, que van de 0,69 kg/planta en campo abierto a 0,18 kg/planta
en condiciones de sombra.

40
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35 .
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Figura 1. Rendimiento y laminas de riego en el cultivo en pimentdn, cultivado bajo malla
sombra y en campo abierto.

El uso eficiencia de agua disminuyd al aumentar las laminas de riego (Figura 2). El
eficiente uso del agua y el uso eficiencia de agua de riego fueron mas altos en campo
abierto que bajo malla sombra. Las parcelas sin riego mostraron reduccion del
eficiente del uso de agua (3 kg m™® en campo abierto y 2,1 kg m™ bajo malla sombra).
Los valores de eficiencia del uso de agua en campo abierto oscilaron entre 18,5 kg m™
en 25% ETcy 5,3 kg m™ en 100% ETc, y bajo malla sombra entre 13,5 kg m™ en 25%
ETcy 3,6 kg m™® en 100% ETc. Los valores de eficiencia del uso de agua de riego en
campo abierto variaron entre 29,4 kg m™ en 25% ETc y 8,5 kg m™® en 100% ETc, y
bajo malla sombra entre 21,6 kg m™ en 25% ETc y 5,8 kg m® en 100% ETc. Los
valores de uso eficiente del agua y el uso eficiente del agua de riego de este estudio
fueron similares a los reportados previamente por [76], que mediante riego por goteo
determinaron valores de eficiencia del uso de agua entre 7,76 kg m?y 10,71 kg m™® en
pimenton. Sezen et al. [70] reportan eficiencia del uso de agua de 6,9 kg m® vy
eficiencia del uso de agua de riego de 5,7 kg m™ aplicando agua de riego de 570,4
mm para toda la temporada de crecimiento a intervalos de 3 a 6 dias. Guang-Cheng et
al. [77] determinaron en el pimenton picante que el valor de la eficiencia del uso de
agua y la eficiencia del uso de agua de riego en los invernaderos oscila entre 6,7 y
10,4 kg m®y de 6,3 a 10,6 kg m™, respectivamente. Demirel et al. [78] determinaron
que los valores de eficiencia del uso de agua y eficiencia del uso de agua de riego en
pimentén cultivado en la regién de Tracia, en Turquia, varian de 2,4 a 7,0 kg m®y de
0,3 a 9,1 kg m?, respectivamente. Kara y Yildirim [68] informaron eficiencia del uso de
agua en C. annuum L. cv. Carliston con niveles de riego de 0,2%, 0,5%, 0,8%, 1,0% y
1,2% de ETc, entre 6,0, 4,1, 3,6, 2,7 y 2,1 kg m, respectivamente. Ademas, [71]
informaron resultados de eficiencia del uso de agua y eficiencia del uso de agua de
riego en pimentén con tratamientos de riego (0,0, 0,2, 0,5, 0,8, 1,0, 1,2 de ETc) de 1,6,
3,3,53,55,69y57kgm3yde 20,38, 6,0, 6,1, 7,5y 6,2, respectivamente. Los
picos se obtuvieron del tratamiento con 1,0 ETc.
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Figura 2. Uso eficiente del agua en funcién de laminas de riego en el cultivo de pimentén bajo
malla sombra y en campo abierto.

La calidad del fruto en el cultivo de pimentdn bajo malla sombra y en campo abierto se
muestran en la (Tabla 3). En campo abierto presentaron diferencias estadisticas en la
calidad del fruto, numero de fruto por planta, diametro del fruto, peso del fruto y en
malla sombra la cantidad de fruto por planta, peso y materia seca del fruto. La variable
gue mostro el efecto de interaccion entre la malla sombra y en campo abierto fue el
peso del fruto. La calidad del fruto en campo abierto y en malla sombra se vio afectada
significativamente, mostrando el menor diametro, longitud y peso del fruto y el menor
namero de fruto por planta. Los niveles de riego de 50% y 75% ETc obtuvieron la
mejor calidad de fruto. Sin embargo, el peso maximo del fruto y menor contenido de
materia seca del fruto se presentaron mediante el tratamiento 100% ETc, en malla
sombra. En resumen, el fruto de mas alta calidad (mayor peso y menor materia seca e
incidencia de quemaduras solares) se obtuvo a la sombra. Sezen et al. [70] informaron
incremento en el rendimiento, aumentando el niumero de fruto. Se necesita suministro
uniforme de agua en el suelo durante la temporada de crecimiento para prevenir el
tamafo y forma del fruto y mejorar el rendimiento.

Trat. Fruto por Longitud Diametro Peso Materia
(YETC) planta (cm) (cm) (gr) seca (%)
Campo abierto
0 6° 13.4 5.6 126.50°° 5.3
25 7 14.8 6.6% 134.00PB¢ 5.3
50 92 14.3 6.1% 142.10P8 5.3
75 92 14.9 5.9% 153.20°* 5.2
100 g 15.0 5.5° 144.70P"8 5.0
Sig. * ns * * ns
Malla sombra
0 5P 16.9 6.0 154.20%¢ 5.12
25 7 16.5 6.5 176.60% 5.0%
50 82 18.0 6.7 179.50% 5.22
75 8?2 16.4 6.2 188.6*® 4.9%
100 7 17.8 6.3 198.90* 4.6°
Sig. * ns ns *x *

Tabla 3. Calidad de fruto del pimentén bajo malla sombra y campo abierto
Trat: tratamientos, las letras indican diferencias significativas en * P <0.05 y ** P<0,01. Sig.: no
significativa.

Rylski y Spigelman [33] informaron cambios en el desarrollo de la planta debido al
efecto de la sombra. Segun los autores, la sombra afecté el nUmero de fruto por
planta, la ubicacion del fruto en la planta, el desarrollo y rendimiento. De igual manera,
el numero mas bajo de fruto por planta se obtuvo con sombra de 47% a densidad de 5
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plantas m2, con sombra de 47% y 26%, a densidad de 6,7 plantas m2. En sombra, las
frutas individuales eran mas grandes y tenian pericarpio mas grueso. La sombra
redujo el dafio del fruto por el sol en 36%, a plena luz del sol a 3% y 4%, bajo sombra
26% y 47%. El mayor rendimiento de alta calidad se obtuvo con 12% y 26% de
sombra. Por otro lado, [79] refieren que la sombra en las plantas de pimentén afect6
tanto al rendimiento como a la calidad del fruto. El rendimiento total y comercial
aumento6 con el nivel de sombra de 40% y luego disminuyé (con sombra de 50%). La
sombra de pimenton (40%) puede ser una opcidn para reducir las condiciones de
estrés por calor y extender la temporada primavera-verano hacia septiembre,
concluyendo que la malla sombra fotoselectiva y dispersiva de luz proporcionan nueva
herramienta para la proteccion de cultivos. Cambiar la intensidad de la luz y el
espectro de radiacion tiene un gran impacto en el sistema de produccion total.

La méaxima eficiencia técnica de produccién en campo abierto fue de 34,2 t ha™ con
69,4% de ETc, y bajo malla sombra fue de 20,1 t ha™ con 54,5% de ETc. La diferencia
de eficiencia maxima de produccion fue de 14 t ha™ y una reduccién de 14% de ETc.
El pimentén bajo 50% de sombra podria ahorrar de 14% a 25% del agua de riego.
Asimismo, la quemadura solar en fruto mejora al aumentar el nimero de plantas por
metro cuadrado. El rendimiento del pimentén en campo abierto fue significativamente
mayor, con 75% de ETc, siendo mas alto con 50% ETc bajo sombra. El punto de
maxima eficiencia de produccion fue de 69,4% de ETc en campo abierto y 54,5% de
ETc bajo sombra. Por lo tanto, con menos de 50% de sombras, puede haber hasta
25% de ahorro de agua. El riego con mayor frecuencia tiende a aumentar el uso
eficiente de agua de riego. Se pueden recomendar laminas de riego por goteo entre
50% y 75% ETc.

7. Discusion

En los Ultimos afios, el numero de productores que abandonaron la agricultura
intensiva tradicional en favor de nuevas formas de agricultura y productos con mayor
valor agregado estd creciendo sustancialmente. Los cultivos protegidos han sido
fundamentales en este desarrollo. Ademas, el la uso eficiente de agua de riego es la
clave para la sostenibilidad y la rentabilidad del cultivo. EI manejo adecuado y la
calidad del agua de riego son de importancia fundamental para obtener alta
productividad, calidad, reduccién de costos y uso racional del agua.

El cultivo del pimentén mostré un mayor rendimiento cultivado en campo abierto en
comparacion con el de 50% de sombra. En comparacion con las variables evaluadas,
50% del sombreado resulté en valores mas bajos de tasa de crecimiento del diametro
del tallo, el indice de clorofila y numero de frutos por planta. Por otro lado, resulté en
valores mas altos la tasa de crecimiento de la altura de la planta y el indice del area
foliar, asi como la cantidad de hojas por planta y materia seca total en las plantas, pero
mostraron frutos con mayor longitud y didmetro en comparacion con los obtenidos en
campos abiertos. El sombreado de 50% estimulé el crecimiento de la planta, pero con
un diametro de tallo mas pequefio, en respuesta natural a la disminucion de la luz
solar.

Con respecto al rendimiento (nimero de frutas/ha), fue menor, ya que la planta gasté
mas energia en el crecimiento y la formacién del area foliar que en la produccién de
fruta. De igual manera, las frutas se contaban en menor cantidad, pero de mayor
calidad, observandose que la maduracién de las frutas en estas condiciones era mas
lenta y los frutos tenian paredes mas gruesas. Debido a los resultados de la clorofila-a
y la clorofila-b, hay una reduccién en las condiciones de sombra, con tasa menor de
fotosintesis liquida que las plantas en campo abierto. Ademas, la fotosintesis esta
vinculada con la respiracion, un hecho de que las plantas en sombra muestran una
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tasa de respiracion baja, lo que las hace de un menor costo operativo, disminuyendo el
consumo de agua de riego.

Por otro lado, el contenido de clorofila en las hojas es indicador del nivel de estrés y
estado nutricional de la planta en la agricultura de precision. También se observa que
el sistema de hojas a la sombra tenia hojas mas grandes y delgadas, en comparacion
con las hojas en campo abierto. El suelo, bajo sombra, resulté en mayor retencion de
humedad, interfiriendo en algunos procesos fisiolégicos de la planta, atenuando los
cambios de temperatura y el crecimiento del tejido vegetal.

El cultivo del pimentdon en campo abierto resultdé en paradmetros morfolégicos con
valores mas bajos de tasa de crecimiento de la planta; indice de area foliar; cantidad
de hojas por planta; materia seca total en plantas, y la longitud y diametro del fruto.
Asimismo, resultd en valores mas altos de diametro del tallo e indice de clorofila. En
cuanto a los parametros del fruto, dieron como resultado un mayor nimero de frutos
por planta, con frutos de menor longitud y didmetro en comparacion con los obtenidos
en sombra.

En todos los tratamientos en campo abierto, la fruta madur6 mas répido que el
tratamiento de sombreado. En los tratamientos en campo abierto la maduracion de la
fruta fue mas temprana en las profundidades mas pequefias de agua de riego
aplicada, por lo que se puede inferir que el déficit de agua acelera la maduracion de
las frutas de pimenton en el campo abierto. Las laminas de méaxima eficiencia técnica
del rendimiento cultivado en campo abierto y con 50% de sombra, fueron de 69,4% y
54,5% ETc, respectivamente. El rendimiento en campo abierto y con 50% de sombra
fue significativamente mayor, con 75% y 50% ETc, respectivamente. Con 50% de
sombra se produjo ahorro de aproximadamente 25% en el agua de riego. El uso
eficiente del agua de riego disminuydé con el aumento de las laminas de riego,
obteniéndose en campo abierto y sombra 30 kg m?y 20 kg m?, respectivamente.

La malla sombra es una alternativa para la produccion horticola, minimizando los
efectos de la variabilidad ambiental en veranos con altas temperaturas, mitigando los
niveles de radiacién solar y asegurando mayor control de los factores externos, como
lluvia, viento, granizo y heladas. En algunos casos, segun el porcentaje de sombreado
y del color de la malla, puede mejorar el desarrollo de los cultivos, permitiendo la
produccion agricola durante todo el afio, con productos de mayor calidad y mejor
precio en el mercado, permitiendo el uso racional del agua de riego, aprovechando la
estructura para el tutorado, y como consecuencia un ahorro de tiempo y dinero, lo que
permitié un mayor retorno financiero.

Ademas de la combinacién de cultivos bajo malla sombra y campos abiertos en los
meses frios y durante el verano, serd posible tener dos cultivos agricolas por afio. Sin
embargo, el uso de malla sobra puede presentar el inconveniente de reducir el flujo de
luz a niveles inadecuados, promoviendo la prolongacién del ciclo, incrementando la
altura de la planta y la reduccién del rendimiento.

8. Conclusioén

La determinacion de laminas de riego 6ptimas proporciona caracteristicas vegetativas
y rendimientos econémicamente rentables. EI manejo del riego diario aumenté el uso
eficiencia de agua. En tratamientos sin sombra, los valores méas altos dieron como
resultado tasa de crecimiento del diametro del tallo; indice de clorofila y nimero de
frutos por planta y con sombra. Valores mas altos en tasa de crecimiento de la altura
de la planta; indice de area foliar; cantidad de hojas por planta; materia seca total de la
planta y masa seca en fruto. El déficit y el exceso de agua afectan a la fenologia, al
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rendimiento, el crecimiento de la planta y al desarrollo del area foliar. En la regién, a
pesar de las frecuentes e intensas lluvias, la inversion en el sistema de riego esta
justificada para obtener rendimiento econdmicamente rentable en el cultivo de
pimenton.
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CAPITULO 2

Microalgas para el manejo de aguas residuales,
actualidad y perspectivas

Luis Guillermo Ramirez Mérida
https://doi.org/10.4322/mp.2020.001.02

Resumen

El uso de microalgas para el desarrollo de diversos procesos industriales, ha venido
aumentando en los ultimos afos debido a la diversidad y capacidad metabdlica que
poseen. Los residuos industriales ricos en nitrégeno y fosforo son removidos de
manera significativa mediante bioprocesos microalgales, por lo que esta tecnologia
viene a impulsar mejoras en el proceso ya que ademas de proveer agua reciclada,
genera bioproductos con valor afiadido y disminuye las emisiones de gases de efecto
invernadero. La tecnologia aplicada con microalgas para el tratamiento de residuos
industriales persigue generar procesos sostenibles, econémicos y eficientes que
garanticen el vertido de aguas bajo pardmetros estadndares que permitan preservar el
medio ambiente y la calidad de vida de los ciudadanos. El empleo de lagunas algales
de alta tasa presenta beneficios econdémicos, al tratar los efluentes contaminados y
aprovechar la biomasa de microalgas generada. El crecimiento de microalgas en
cultivos compuesto por aguas residuales puede verse limitado por la energia de
iluminacién o la fuente de carbono, esto debido a la gran carga de nutrientes y materia
organica presente en estos efluentes. De igual forma, otros parametros fisicos,
guimicos y biologicos deben ser controlados para asi garantizar que el proceso
alcance su maximo rendimiento. Los altos volimenes de residuos industriales, muchos
de ellos con riesgos quimicos bajos, pueden aprovecharse para producir a gran escala
biomasa microalgal que genere empresas altamente lucrativas. Esta revision pretende
mostrar aspectos destacados resaltantes relacionados con el tratamiento de efluentes
mediante el uso de microalgas.

Palabras clave: Aguas residuales, biomasa, efluentes agroindustriales, HRAP,
pigmentos.

1. Introduccioén

El desarrollo sostenible y sustentable a nivel industrial es un proceso que ha venido
ganando espacios en afos recientes. Las plantas de tratamiento de aguas residuales
industriales persiguen ir evolucionando e impulsando procesos mas econémicos, que
generen mayor valor agregado y que sean amigables con el ambiente. De esta forma,
establecer metodologias que equilibren los vectores medio ambiente, economia y
sociedad serd imprescindible en las plantas de tratamiento a mediano plazo. La
preservacion del medio ambiente es una necesidad y esta rigidamente controlada por
estandares regulatorios, por lo que la implementacion de sistemas de control de la
contaminacion influye en gran medida sobre el impacto econémico mundial. Por esto,
la busqueda de procesos industriales sostenibles representa un criterio decisivo en la
eleccion de rutas tecnolégicas de procesamiento industrial.
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El tratamiento de las aguas residuales puede ser en tres niveles. Nivel primario,
eliminando sélidos sedimentables que pueden causar problemas operativos en los
pasos subsiguientes. Nivel secundario, donde un proceso fisico y bioldgico interactia
consumiendo la materia organica disuelta y oxidando los nutrientes principales a
nitrato y ortofosfato. Terciario, consiste en un tratamiento avanzado que elimina
nitratos, fosfatos y compuestos organicos traza [1]. Normalmente, el nitrdgeno es
removido sin reciclaje convirtiéndolo en N, que pasara a la atmdsfera [2]. El fésforo se
precipita principalmente mediante la adicién de cationes como calcio, aluminio y hierro,
lo que resulta en un proceso costoso [3]. Como alternativa para el tratamiento terciario
y eliminacion de nitrogeno y fésforo surge el uso de microalgas.

El tratamiento biolégico de las aguas residuales con microalgas proporciona ventajas
econdmicas y ambientales al proceso de operacion. Durante el proceso metabdlico de
microalgas, se libera oxigeno que puede usarse para producir aireacibn mecanica o
generar un ambiente aerdbico propicio para el crecimiento de bacterias que actdan en
sinergia con las microalgas, desarrollando procesos mas eficientes [4]. Por otro lado,
la biomasa de microalgas producida puede usarse para generar varios productos de
interés comercial [5].

Las caracteristicas fisicoquimicas del efluente o del agua residual son de gran
importancia para el desarrollo de microalgas cuyo propdsito es reducir los compuestos
organicos e inorganicos del efluente, que serviran como nutrientes para la formacion
de biomasa, sin embargo, la eficiencia del tratamiento biolégico dependera del tipo de
cepa utilizada [6]. La productividad y el rendimiento de microalgas en los sistemas
agricolas a gran escala y los métodos de recoleccion son clave para la implementacion
exitosa de esta tecnologia, tanto para el tratamiento de aguas residuales como para la
generacion de productos de valor agregado [7]. En comparacién con el tratamiento
bioldgico convencional, la ventaja de usar microalgas en aguas residuales sin ningun
tipo de tratamiento previo es que actia como un floculante que mejora la velocidad de
sedimentacion.

Aunque las microalgas generalmente se adaptan eficientemente al ambiente de aguas
residuales, generando procesos eficientes, el suministro de gas de combustion
industrial en un solo sistema, favorece el crecimiento de biomasa que genera ventajas
tales como: fijacion de CO,, reducciébn de compuestos de nitrégeno y fosfatos,
produccion de mayor cantidad de bioproductos Figura 1.

El rapido crecimiento urbano en todo el mundo conlleva un aumento en el uso de los
recursos hidricos, lo que conduce a una distribuciéon poco uniforme y al agotamiento
de los recursos de agua potable bien sea porque se desperdicia, esthd contaminada o
se gestiona de manera no sostenible. Dado este hecho, el tratamiento de aguas
residuales se aplica ampliamente para conservar el agua potable disponible, asi como
para mantener de forma apropiada las aguas servidas haciendo que los efluentes
puedan reutilizarse o devolverse al medio ambiente en condiciones apropiadas. Entre
las fuentes de aguas residuales (industriales, domésticas, agricolas, entre otras), las
de origen municipal tienen un mayor potencial para el crecimiento de microalgas [8].

Las microalgas se han utilizado para tratar las aguas residuales municipales por
suspension y por células inmovilizadas [9, 10]. Ademas, el tratamiento de aguas
residuales se vuelve mas eficiente cuando se usan piscinas de microalgas y bacterias
[11]. De esta forma, el uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales
representa una tecnologia que viene a impulsar mejoras en el proceso ya que ademas
de proveer agua reciclada, genere bioproductos con valor afiadido y disminuye las
emisiones de gases de efecto invernadero. Este capitulo busca mostrar de forma
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amplia aspectos relacionados con el tratamiento de efluentes mediante el uso de
microalgas.

2. Funcion de las microalgas en el tratamiento biol6gico de aguas residuales

El agua residual es el resultado de acciones antropogénicas en el ambiente, pudiendo
aparecer por procesos de escorrentias, domésticos e industriales. Poseen una
composicién muy variada y rica en nutrientes, lo que permite que pueda proliferar una
gran diversidad de microorganismos que pueden ocasionar riesgos en la salud publica
[12]. La acumulacién de nutrientes en los cuerpos de agua favorece la multiplicacién
de organismos fototréficos, producto de la eutrofizacién del agua. Este fendmeno
conlleva a la disminucion del oxigeno disuelto en agua provocando la muerte de los
organismos aerobicos, lo que reduce la rigueza de especies y afecta gravemente la
cadena tréfica en el cuerpo de agua [13].

/ Cosecha de bioproductos

- Biomasa (altamente proteica)
- Acidos grasos
- Carbohidratos
- Pigmentos
- - Alimento y suplementos
b - Biocombustible
- gl ] - Fertilizantes
/- - Nutracéuticos
4 - Farmacos y cosméticos
- Biomoléculas

Aguas reciduales

Figura 1. Esquema de tratamiento de aguas residuales con microalgas.

El desarrollo de tecnologias sostenibles, econdmicas y eficientes para el tratamiento
de aguas residuales es una accion clara por parte de investigadores y empresarios a
fin de cumplir las normas nacionales e internacionales que garanticen el vertido de
aguas bajo parametros estdndares que permitan preservar el medio ambiente y la
calidad de vida de los ciudadanos [14].

La biorremediacion, bioaumentacion y mejoras en el proceso como la bioventilacién y
la bioestimulacion, han mostrado ser muy eficientes en la depuracion de aguas
residuales eliminando contaminantes organicos e inorganicos, como nitrogeno, fésforo,
metales pesados, entre otros [15], asi como compuestos xenobibticos, productos
sintéticos téxicos, no generados por procesos biosintéticos naturales, como
halocarburos, nitroaromaticos, bifenilos  policlorados, dioxinas, sulfonatos
alquilbencilicos, hidrocarburos del petréleo y plaguicidas [16].

El empleo de microalgas para el tratamiento de aguas residuales, fue utilizado por
primera vez en los afos 1950 en California por William Oswald. El papel de las
microalgas fue el de asimilar nutrientes y dar soporte a las bacterias mediante la
produccion fotosintética de oxigeno. Por su parte, las bacterias estarian involucradas
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en la degradacion de materia organica, siendo el mismo proceso utilizado en los lodos
activados [17]. En la actualidad, el uso de microalgas en el tratamiento de aguas
residuales ha ganado espacio en procesos a escala piloto y de laboratorio, siendo las
mas utilizadas para este fin especies de Cloroficeas, dinoflagelados y cianobacterias.

Las microalgas tienen un sistema metabdlico bastante amplio, fundamentalmente
autotroficos, pudiendo ser heterotrofico y/o mixotrofico en ciertas especies. Por sus
capacidades fotosintéticas, convierten la energia solar en biomasa, consumen una
cantidad significativa de nutrientes para el crecimiento, ya que requieren altas
cantidades de nitrogeno (N) y fésforo (P) para sintesis de proteinas (45-60% del peso
seco de las microalgas), acidos nucleicos y fosfolipidos. De esta manera, el empleo de
microalgas en el tratamiento de aguas residuales ha sido utilizado ampliamente, en
varios niveles, arrojando resultados promisorios.

Las microalgas son empleadas en el tratamiento de aguas residuales no solo por su
capacidad para remover de manera significativa el nitrdgeno y el fésforo sino también
a su capacidad para eliminar organismos patégenos, esto debido al desarrollo de pH
extremos y de sustancias con efecto antibacterial que pueden ser excretadas por ellas
[18]. Por otro lado, es posible obtener bioproductos de interés industrial durante el
bioproceso que generan valor agregado. Siendo la biomasa microalgal rica en lipidos,
proteinas, polisacaridos, compuestos fendlicos, carotenoides, entre otros bioproductos
pueden ser utilizados como fuente de ingredientes para productos funcionales en la
industria de alimentos, que combinado con procesos de microencapsulacion
proporciona mayor estabilidad [19].

Qrganlsmos Producto Medio de cultivo  Proceso %de remocidén Ref
involucrados evaluado
C. sorokiniana,
C. vulgaris y Biomasa Diclofenac FBR qolumna de 67 — 87 [21]
b burbuja.
S. obliquus.
Aphanothece Efluentes . de Reactor en 96,90 materia
- . ' procesamiento de e
microscopica Clorofila-a roductos estado organica, 73,5% [22]
Nageli pr heterotrofico Ny 89,80% P
Lacteos
Chlorella Agua residual 79,84 DQO,
i Biomasa proveniente de FBR 82,70 Ny 98,17 [23]
vulgaris -
granja de ganado P
Splrulmla Biomasa E_ﬂut_antes de Sistema abierto Més de 98,0 N, [24]
platensis piscicultura 95,0P
Consorcio  de
mlcroalgas, con o masa Efluent_es de la FBR 88,61 Ny 92,58 [25]
predomino  de industria de cuero P
Tetraselmis sp.
Sistema
integrado de
Microalgas gfrgilgas’ de 580 DBO, 630
Clase Biomasa Efluentes urbanos q . P y 100 N [26]
. almacenamiento .
Cloroficea amoniacal
de efluentes y
wetland de flujo
vertical
Efluente -
C. biconvexa Biomasa agroindustrial de FBR air lift de 64,13 N, 96 P [27]
- placa plana
aceite de palma
Chlorella Laguna Més de 86,0
vulgaris Y Biomasa contaminada con Sistemas nitratos, 82,0 de 28]
Spirulina residuos abiertos nitritos 'y 90,0
maxima domésticos fosfatos

Tabla 1. Procesos productivos microalgales en el tratamiento de residuos.

FBR: Fotobiorreactor
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Las aguas de desecho industrial presentan altas cargas de compuestos nocivo no solo
para el ambiente sino también para los seres humanos. Debido a la capacidad de las
microalgas de remover metales pesados, compuestos tOxicos organicos Yy
xenobidticos, su uso no permite la contaminacién secundaria. La industria
farmacoldgica presenta muchas sustancias que al no ser metabolizadas por los
pacientes son vertidas a los efluentes a través de la orina y las heces [20]. Estos
productos pudieran ser una amenaza para el ecosistema en vista que estos
compuestos estan diseflados para estimular una respuesta fisiolégica especifica en el
organismo diana. Sin embargo, cuando estas sustancias son vertidas a los cuerpos de
agua entran en contacto con un sinfin de seres vivos, cuya reaccion al farmaco es
completamente desconocida, representando una seria amenaza para la el ambiente
[21]. La Tabla 1 muestra algunos de estos procesos.

3. Laguna algal de alta tasa (High Rate Algal Ponds, HRAP)

Esta tecnologia se inici6 en pequefias comunidades rurales, debido a su simplicidad
en el funcionamiento y su bajo costo, comparado con la tecnologia de lodos activados.
Estas lagunas permiten el desarrollo de la biomasa microalgal pues aprovecha todos
los nutrientes presentes en el agua residual, asi como la eliminacién de otros
contaminantes. La biomasa se puede comercializar para obtener diversos productos
de interés industrial. Lo que ayuda a pagar los gastos de mantenimiento y construccion
cuyo beneficio principal es un tratamiento efectivo de las aguas residuales, no solo de
origen domeéstico sino también a nivel industrial [29]. Estos sistemas aprovechan la
capacidad de las microalgas para la fijacion de dioxido de carbono, remocion de
nitrégeno y fdsforo, desarrollo de sustancias antibidticas para la eliminacién de
patégenos y la retencién de metales pesados [30].

Las HRAP presentan alta productividad de biomasa microalgal y en comparacion a las
lagunas de estabilizacion poseen alta capacidad para el tratamiento de aguas
residuales, esto debido a que su tiempo de retencion celular es mayor que el tiempo
de retencion hidraulico. La mayoria de estos sistemas tienen una medida aproximada
de 1 m de profundidad y 3 m de largo. Su forma es abierta y circular, lo que los hace
dependientes de las condiciones externas, como el clima. La mezcla de los efluentes
se realiza de manera continua y completa. En el caso del tiempo de retencion
hidraulico es de 2-8 dias, mientras que tiempo de retencion celular es de 4-13 dias
[31]. El funcionamiento del HRAP esta basado principalmente en la oxidacion de la
materia organica mediante la oxigenacion fotosintética proporcionada por las
microalgas del sistema, las cuales aprovechan la energia solar y la materia organica.
El oxigeno liberado durante la fotosintesis es aprovechado por el resto de los
microorganismos que también colaboran en la mineralizacion de nutrientes como
nitrogeno y fésforo. Este sistema evidencia la capacidad de las microalgas para
interactuar de manera simbiética con la flora microbiana, reduciendo los agentes
contaminantes del agua en forma conjunta [32].

La tecnologia de HRAP, son utilizadas para tratar efluentes que ya pasaron por un
tratamiento previo, con el fin de eliminar las sustancias contaminantes que persisten a
los métodos convencionales. Esto es consecuencia de la extraordinaria capacidad de
las microalgas para asimilar cantidades significativas de nutrientes organicos e
inorganicos disueltos, y no solo asimilan nutrientes, también contaminantes de
distintas naturaleza [33]. Se han reportado la utilizacion de HRAP para el tratamiento
de efluentes de criaderos de cerdos, donde se alcanz6 una eliminacion del DQO
mayor al 90 % [34]. También se han empleado este sistema para el tratamiento de
aguas residuales urbanas en Rabat, Marruecos, evidenciando una alta eficiencia en la
eliminaciéon de DQO, nitrégeno y fosforo, de 80, 85 y 63 % respectivamente. Ademas
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se pudo observar la eliminacion de 1,23 unidades logaritmicas de coliformes fecales y
la completa eliminacion de huevos de helmintos [35].

El sistema HRPA no solo elimina contaminantes a través del mecanismo de
asimilacién de nutrientes, sino también por la volatilizacion del amonio generada por
los grandes aumentos del pH en el agua, consecuencia de la intensa actividad
fotosintética durante el dia. Por otro lado, se logra la precipitacion del fosforo mediante
la unién con algunos cationes polivalentes como hierro, calcio y magnesio [36]. En
diversos procesos de remocion de nutrientes inorganicos con microalgas, el fésforo
suele tener el menor rendimiento. Sin embargo, Xu et al. [37] adicionaron un
biorreactor de membrana a base de Chlorella sp a un sistema HRPA, logrando una
eliminaciéon de hasta un 83,1 % del fésforo presente en el agua. Posteriormente se
puede retirar la biomasa de microalgas y con ello el fésforo del agua residual. Este
hallazgo permite la optimizacion de los sistemas de tratamiento de agua, aumentando
el nivel de eliminacion de fésforo, elemento fundamental para la eutrofizacion de los
cuerpos de agua, y en consecuencia la perdida de diversidad.

Otro uso que tiene el sistema HRPA, es su aplicacién como sistema secundario para
el tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios. A pesar del éxito reportado, se
sugiere un tratamiento previo para concentraciones altas de lixiviados, consecuencia
de que el medio puede ser tdxico para la biomasa microalgal. Para el desarrollo de
este sistema se emplearon Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda, Euglena
gracilis, Ankistrodesmus convolutus y Chlorococcum oviforme. Se pudo observar que
las microalgas lograron una buena reduccién del DQO 91,0 %, nitrgeno amoniacal
99,9 % y fosfatos 86,0 % logrando ademas la acumulacién de metales pesados como
zinc, arsénico, cadmio, cobre, cromo y plomo. Sin embargo, la alta bioacumulacién de
metales en la microalga evita que su biomasa pueda ser empleada como alimento o
en biofertilizantes, a pesar de ello es posible emplearla en la fabricacién de
biocombustibles, o simplemente limitar su uso a la recuperacion de estos metales por
desorcion [38]. EI mecanismo mediante el cual la microalgas eliminan metales
pesados, consiste en la produccién de péptidos, capaces de unirse a los metales,
formando compuestos organometalicos que se acumulan en la vacuola con el fin
controlar la concentracion de iones de metales pesados en el citoplasma ayudando a
prevenir o neutralizar los efectos tdxicos potenciales que poseen [39].

La tecnologia de HRPA, se ha desarrollado principalmente en paises con variacion
estacional. Al aplicar estos sistemas es fundamental que se tenga en cuenta las
variables ambientales como: temperatura, luz solar disponible, precipitaciones, entre
otras. Esto se debe a que son sistemas abiertos cuya dinamica ecolégica se ve
afectada por el entorno. Algunas modificaciones simples en la operacion del estanque
como los sistemas operados en serie, generan mayores rendimientos de biomasa
microalgal y una mejor calidad del agua residual sin mayores costos de capital
operativos [40]. Del mismo modo se ha evidenciado que las microalgas comuinmente
empleadas para el desarrollo de estos sistemas corresponden a Scenedesmus sp.,
Microactinium sp., Ankistrodesmus sp., Euglena sp., Chlamydomonas sp.,
Desmodesmus sp., Chlorella sp., Dictyosphaerium sp., y Pediastrum sp. [41].

En las aguas residuales domésticas tradicionales, las relaciones de carbono a
nitrégeno a fésforo (C: N: P) son 20: 8: 1, mientras que las relaciones C: N: P para
microalgas son 50: 8: 1. El carbono adicional necesario para la fotosintesis de
microalgas se suministra a partir de diéxido de carbono libre, que es el principal factor
limitante en los HRAP. Aunque las bacterias en los estanques generan una alta
concentracion de CO,, una alta tasa fotosintética puede crear un déficit de CO,. Se
estima que el 30% del carbono total requerido por las microalgas se puede suministrar
mediante la incorporacién de CO, en estos estanques [42].
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4. Crecimiento microalga en limitaciones de iluminacién

El crecimiento de microalgas en cultivos compuesto por aguas residuales puede verse
limitado por la energia de iluminacién o la fuente de carbono, esto debido a la gran
carga de nutrientes y materia organica presente en estos efluentes [43]. El
comportamiento del cultivo microalgal con iluminacion limitada es diferente cuando la
limitacion es de nutrientes, en este ultimo, la mayor densidad celular puede lograrse en
estado estacionario. La densidad celular es, por lo tanto, constante y no es una funcion
del caudal medio o del tiempo de retencion hidraulica (HRT) promedio en el cultivo. En
un cultivo con nutrientes limitados, la tasa de crecimiento disminuye y no habra
crecimiento neto de la poblacion a medida que el nutriente limitante se agote [44]. El
comportamiento microalgal en condiciones de cultivo discontinuo en aguas residuales
presentard un crecimiento exponencial continuo, a medida que aumenta la densidad
celular puede producirse solapamiento celular afectando la incidencia de iluminacion
por lo que la luz se convierte en el factor que limita el crecimiento.

Partiendo de esto, la circulacién y rotacion de las células en el medio de cultivo
representa un factor de importancia para garantizar que un alto porcentaje de las
células puedan ser alcanzadas por la intensidad de iluminacién. Asi, un buen sistema
de mezcla y circulacién de liquido en el sistema hace que las células no estén en
iluminacion u oscuridad constante, y por el contrario, alternan esta incidencia de luz
para evitar procesos de fotosaturacion o fotoinhibicibn y consecuentemente
disminucion de procesos metabolicos microalgales. La influencia de los ciclos de
luz/oscuridad ha sido reportada como un factor determinante en la actividad
fotosintética y en las tasas de crecimiento de las microalgas en sistemas de cultivo
[45]. Siendo la luz un sustrato limitante en esos sistemas, los ciclos de luz/oscuridad
proporcionan ciertas ventajas metabdlicas a las células de microalgas. La produccion
de biomasa microalgas es proporcional a la intensidad de la luz proporcionada, y por lo
tanto constante si la intensidad de la luz es constante.

En cultivos continuos con luz limitada, la densidad celular en estado estacionario sera
proporcional a la cantidad de fotones capturados durante el HRT promedio. La
densidad celular por area, por lo tanto, depende principalmente del HRT vy la
intensidad de iluminacion. A pesar del caracter fotoautotrofico de las microalgas,
algunas especies tienen la capacidad de crecer sin luz en fuentes de carbono organico
en lugar de diéxido de carbono, como acidos organicos, azucares, acetato o glicerol
[46]. Algunos estudios muestran que el carbono orgéanico total (TOC) y la DQO pueden
reducirse entre un 20 a 50%. De igual forma, durante los ciclos de luz/oscuridad, la
concentracion celular es menor que la del esquema de iluminaciéon continua, sin
embargo, la tasa de eliminacion especifica de carbono organico en ciclos de
luz/oscuridad muchas veces es mayor que durante la iluminacién continua. Esto
muestra que ciertas especies de microalgas presentan metabolismos heterotréficos en
los periodos oscuros [47].

5. Produccion de pigmento microalgal a partir de residuo agroindustrial

Las principales ventajas del tratamiento de aguas residuales por microalgas, es que no
se genera contaminacion adicional ya que la biomasa es cosechada y el reciclado
eficiente de los nutrientes es posible. Los residuos agroindustriales tienen riesgos
quimicos bajos, estan potencialmente disponibles a gran escala y pueden generar una
biomasa, rica en pigmentos naturales y otras biomoléculas [48].

Las microalgas son una fuente de diversas moléculas bioactivas. Estos organismos
poseen rutas metabodlicas capaces de generar metabolitos primarios y secundarios
que pueden ser utilizados para el uso en areas de la industria quimica, de alimentos,
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farmacéutica, agraria y ambiental [49]. La produccién de pigmentos mediante
tecnologias eficientes y productivas, viene hacer un punto clave para una
comercializacibn econémicamente competitiva.

Entre los tres grupos de pigmentos encontrados en microalgas tenemos: carotenoides,
ficobilinas y clorofila. Los carotenoides de microalgas, se han utilizado en propésitos
comerciales debido a sus propiedades colorantes y alto poder antioxidante asociado
con la prevencién del cancer, la arteriosclerosis, el envejecimiento y las enfermedades
degenerativas [50].

El uso de B-caroteno y luteina ha sido de gran importancia en la agroindustria, ya que
se ha utilizado con grandes ventajas para la alimentacion de las aves de corral debido
a su importancia para la coloracion amarillo-naranja de la yema de huevo y, para la
alimentacion en acuicultura [51]. Entre las ventajas de producir carotenoides de origen
microalgal, est4 el hecho de ser un producto natural, a diferencia del B-caroteno
sintético, ademas la produccion por microalgas permite la formacién de isbmeros trans
y cis de carotenoides los cuales proveen amplia ventaja para procesos como
antioxidantes [52], por otra parte, los carotenoides naturales pueden ser consumidos
en grandes cantidades ya que el organismo regulara su uso [53].

Dunaliella salina fue la primera microalga que se comercializé6 como una fuente de
producto quimico de alto valor (aproximadamente USD 300-1500 kg™) mostrando
ciertas ventajas como, la capacidad de crecer en medios altamente salinos lo que evita
riesgos de contaminacion por otros microorganismos y altos contenidos de B-caroteno
[54].

Los carotenoides son productos intracelulares, por lo que su productividad depende de
la cantidad de biomasa conseguida, y de factores relacionados con el medio de cultivo,
tipo de cepa, y uso de un fotobiorreactor adecuado [55, 56]. La biomasa es el principal
bioproducto para la biorefineria de pigmentos de microalgas, en este sentido, muchas
iniciativas se han investigado para producir pigmentos futuros a partir de microalgas,
sobre todo en una etapa experimental. La Tabla 2 muestra algunos pigmentos
generados en el cultivo de microalgas.

Los procesos de produccién en base a cultivos heterotréficos tienen un potencial bajo
costo de produccion, en comparacion con la produccién convencional de pigmentos
por microalgas mediante cultivo fototréfico [54], desde que la materia prima utilizada
para alimentar el cultivo es insignificante. Al comparar la produccion de
ficobiliproteinas y clorofila-a de Aphanothece microscopica N&geli cultivada en
sistemas autotréficos y heterotréficos utilizando efluentes de la industria lactea. Se
observaron las mayores concentraciones de pigmento en la fase logaritmica: mayores
concentraciones de clorofila-a en cultivos autotréficos y predominio de aloficocianina y
ficoeritrina en cultivos heterotréficos. Los resultados mostraron el efecto de las
variables en estudio para la produccion de pigmentos, en la fase de crecimiento
logaritmico, lo que indica la posibilidad de producir en sistemas heterotréficos de
Aphanothece microscopica Nageli, aproximadamente 3.185 ton/afio de biomasa, para
3.127 kg/afio clorofila, 232.825 kg/afio ficocianina, 47.775 kg/afio aloficocianina y
7.008 kg/afio ficoeritrina, cuando se utiliza efluente de industria lactea como medio de
cultivo [63].

Por lo que la potencialidad de producir pigmentos a partir de cultivos de microalgas
utilizando residuos agroindustriales, puede considerarse como una plataforma
emergente para la obtencion de estos productos. Se sabe que especies de Spirulina
pueden acumular hasta 0,8 a 1,0% p/p de B-caroteno. Especies de Dunaliella salina y
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D. bardawil, esta entre los principales organismos portadores de carotenoides,
proporcionando en condiciones ideales, rendimientos de 400 mg B-caroteno/m? [64].

Pigmento Estructura quimica M|croalggl Application Ref.
representatives
Colorante,
Bixina Dunaliella salina aditivo de [57]
alimentos
Botryococcus braunii, Antioxidante,
B-Caroteno Dunaliella salina, aditivo [57]
Dunaliella bardawil alimenticio
Antioxidante,
Haematococcus o
. S aditivo
Astaxantina pluvialis ; g [58]
alimenticio
para salmén.
Dunaliella Aditivo
. . Tertiolecta, alimenticio,
Violaxantina Botryococcus braunii, antitumoral [59]
Nannochloropsis sp.
Aditivo
alimenticio,
antitumoral,
. antioxidante,
. Chlorella sorokiniana, .
Luteina . : conseguir [60,61]
Dunaliella tertiolecta T
cambios em la
pigmentacion
de tejido
animal.
Aditivo
alimenticio
Cantaxantina Nannochloropsis sp como colorante [62]
para salmoén, y
pollos

Tabla 2. Estructura quimica de pigmentos de microalgas y aplicaciones.

De igual forma, las investigaciones en cepas poco estudiadas para este fin, han
evidenciado resultados prometedores, asi Rodrigues et al. [65] cultivaron cepas de
Phormidium autumnale en cultivo heterotrofico utilizando agua residual de matadero
como medio de cultivo. Un total de (70,22 pg g*) de trans-B-caroteno, (26,25 ug g*)
trans-zeaxantina, (21,92 ug g™?) trans-luteina, (19,87 pg g*) trans-echinenona y (15,70
ug g cis-echinenona fueron separados de la biomasa microalgal, mostrando la
posibilidad de obtener 107902,5 kg/afio de carotenoide a escala industrial.

La aplicacibn del concepto de biorrefineria microalgal utilizando residuos
agroindustriales, podria significar importantes oportunidades para el uso sostenible de
los recursos. Siempre habra conversion de contaminantes disueltos en las aguas
residuales, contribuyendo a mejorar el medio ambiente durante el proceso productivo
una vez que se dé la estabilizacion de los compuestos para la descarga en cuerpos de
agua.

6. Consideraciones finales

El tratamiento de aguas residuales constituye un proceso fundamental para mantener
un equilibrio ecoldgico, sanitario adecuado a las normativas establecidas. La
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sostenibilidad, eficiencia y economia en el tratamiento de aguas residuales es hoy en
dia una opcién que se persigue alcanzar. El tratamiento biolégico de las aguas
residuales con microalgas proporciona ventajas econdmicas y ambientales al proceso
de operacion. En los dltimos afios, el interés en el uso de microalgas en el tratamiento
de aguas residuales ha aumentado debido a la capacidad de evitar el uso de aireacion
en el proceso por la simbiosis microalgas y bacterias, asi como por la generacién de
bioproductos que proporcionan valor agregado durante el bioproceso. La
implementacién de sistemas algales de alta tasa en el tratamiento de aguas residuales
puede proveer tratamientos terciarios eficientes y de bajo costo. A su vez, es posible
utilizar la biomasa de microalgas para la biofixacion de CO, y con ello ayudar a
mantener la huella de carbono. Todo esto genera un proceso autosustentable que
proporciona ventajas para el ambiente y la industria beneficiando la calidad de vida en
el planeta.
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CAPITULO 3

Efecto de Trichoderma spp. sobre el desarrollo de plantulas de
Capsicum annuum L. (pimentén) y el biocontrol del hongo
fitopatdgeno Sclerotium sp.

Elisa Pefia-Tovar, Domenico Pavone-Maniscalco
http://dx.doi.org/10.4322/mp.2020.001.03

Resumen

El cultivo de pimentdn es un rubro altamente influenciado por plagas y enfermedades,
siendo el Sclerotium spp de los patdgenos mas probleméticos. Este trabajo pretende
aportar metodologias biologicas para controlar esta enfermedad a través del uso del
hongo antagonista Trichoderma sp. y promover su desarrollo. Se realizaron ensayos in
vitro, enfrentando al patégeno con las cepas de Trichoderma spp. por separado y
ensayos de vivero. En los enfrentamientos in vitro se obtuvo un control del patégeno
superior al 90 % con todas las cepas de Trichoderma estudiadas. Asimismo,
promovieron mayor desarrollo radical y foliar en las plantas. De esta forma, los datos
sugieren un efecto benéfico de las cepas de Trichoderma spp sobre el desarrollo del
cultivo del pimentén. Estudios mas profundos a nivel de campo podrian corroborar
estos efectos, convirtiendo asi a Trichoderma en una alternativa a ser incorporada en
los programas de manejo integrado.

Palabras clave: Control bioldgico, T. asperellum, T. harzianum, T. reesei.

1. Introduccioén

La produccion del pimenton (Capsicum annuum L.) es influenciada por factores
biéticos y abidticos, siendo las plagas y enfermedades algunos de los mas
importantes, incluyendo: hongos como Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae, Colletotrichum, Leveillula taurica, Fusarium spp., bacterias como
Xanthomonas spp, virus, nematodos e insectos [1]. En el Municipio Cocorote del
Estado Yaracuy, Venezuela, se ha observado la presencia de una patologia que afecta
los rendimientos del pimenton. El agente causal de la sintomatologia ha sido
identificado como Sclerotium sp., siendo este género muy importante como
enfermedad del pimenton [2]. Entre los tratamientos utilizados para controlar a este
fitopatdbgeno esta Trichoderma spp. [3] que ademas es capaz de ejercer efectos
benéficos sobre la fisiologia de plantas de C. anunn [4,5].

Las especies del género Trichoderma poseen varios mecanismos para ejercer su
efecto benéfico sobre los cultivos, descritos por Benitez et al., [6]: (@) La competencia,
ocurre entre dos organismos que requieren el mismo recurso y el uso por uno reduce
la cantidad disponible para el otro. (b) ElI micoparasitismo, considerado uno de los
principales mecanismos involucrados en el antagonismo de Trichoderma como agente
biocontrolador, donde el antagonista desarrolla un crecimiento hacia el patdégeno,
cubriendo a este o formando estructuras similares a ganchos o apresorios en la
superficie del hospedador que le permiten penetrar al interior del patégeno. (c) La
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antibiosis, un mecanismo que se da a través de la produccion de pequefias moléculas
téxicas volatiles o no, produciendo un efecto adverso sobre el desarrollo del patégeno.
(d) Promocion del crecimiento vegetal, el cual se manifiesta desde las primeras fases
de la plantula, y que le confiere mayores ventajas a la hora del trasplante. También, se
asocia a las raices de la planta proporcionandole un mayor vigor y crecimiento [7] y a
la resistencia sistémica inducida contra patégenos en plantas, ya que aplicadas a la
rizésfera, producen proteccion contra patdogenos del suelo o foliares [8].

De esta forma, la aplicacion de Trichoderma en el cultivo de pimenton podria ser una
herramienta no solo para el control de hongos fitopatégenos en el cultivo, sino como
tratamiento integral para aumentar los rendimientos. Este trabajo propone a los
productores de pimentdn, un tratamiento con base en Trichoderma spp. que les
permita controlar al hongo fitopatégeno y aumentar sus rendimientos.

2. Materiales y Métodos
2.1. Material biologico

Se utilizaron tres aislados de Trichoderma spp, T. harzianum (TV72), T. asperellum
(TV190) y T. reesei (TV219) identificadas molecularmente [9] y preservadas en el
Centro de Biotecnologia Aplicada, Departamento de Biologia, FACYT-UC, Venezuela.
También se utilizé un aislado de Sclerotium sp obtenido a partir de plantas de
pimenton enfermas del Fundo La Pardillera, Municipio Cocorote, Estado Yaracuy,
Venezuela. Todos los aislados son mantenidos en el laboratorio por subcultivo
alternado en medio agar papa dextrosa (PDA) y suelo estéril. Finalmente, se utilizaron
semillas de pimenton tipo California sin tratamiento quimico, obtenidos a partir de
frutos del mercado local.

2.2. Cultivos duales Trichoderma-Sclerotium

En placas de petri con medio PDA, se procedié a sembrar un esclerocio de Sclerotium
sp en un extremo de la misma a 1,5 cm del borde y un disco con micelio y esporas de
cada cepa Trichoderma spp por separado en el lado opuesto por quintuplicado. Se
realizaron registros fotograficos de cada placa diariamente con una hoja de papel
milimetrado como fondo para determinar las areas de las colonias de cada hongo con
el Programa ImageTool for windows v 3.0 (The University of Texas Health Science
Center). Las mediciones se realizaron diariamente por una semana y se expresaron
como el area de la colonia del patdgeno (cm?).

2.3. Ensayos de vivero con C. annuum

En vasos plasticos de 250 mL de capacidad se procedié a sembrar semillas de C.
annuum en tierra abonada estéril. Previamente a la siembra, las semillas fueron
sumergidas por dos horas en una suspension de cada cepa de Trichoderma spp. (10’
esporas/mL) por separado. Posteriormente, se secaron al aire y se procedié a la
siembra de las mismas. Una vez emergidas las plantas se realizaron reinoculaciones
semanales de Trichoderma spp, aplicando 10 mL de una suspension del hongo (10°
esporas/mL) en la base de la planta. Los grupos de plantas asi sembradas fueron
usadas en los ensayos de vivero de biocontrol, resistencia, crecimiento y tolerancia a
la sequia.

2.4. Biocontrol de Sclerotium sp en condiciones de vivero

A plantas de C. anuum con crecimiento de 30-40 dias después de la siembra (dds) se
les coloc6 dos esclerocios de Sclerotium sp en la base del tallo, previamente
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sumergidos en suspensiones de cada cepa de Trichoderma spp (10° esporas/mL) por
separado. Se utilizaron 30 plantas por tratamiento y un control sin la aplicacion de
Trichoderma spp., donde los esclerocios fueron sumergidos en agua destilada.
Diariamente se determind el nimero de plantas infectadas.

2.5. Efecto de Trichoderma spp sobre el crecimiento de plantas de C. anuum

A las plantas de C. anuum se les determind semanalmente la altura de la planta y
namero de hojas, y al final del ensayo la biomasa seca tanto radical como aérea. Las
raices fueron separadas del material edafico a través de lavados con agua corriente.
Para la medida de biomasa seca, cada planta fue colocada en estufa (60°C) por
separado hasta peso constante. Los resultados se expresaron como altura (cm),
biomasa seca aérea y radical (mg).

2.6. Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados a través de un andlisis de varianza (ANOVA) y de
comparacion de medias (Prueba de Tukey), para corroborar la presencia de
diferencias significativas entre los tratamientos. Los datos que no cumplieron con los
supuestos del ANOVA se les aplicaron una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis.
Para ello se utilizé el programa Statistix v 7.0.

3. Resultados y Discusién
3.1. Cultivos duales Trichoderma-Sclerotium

El primer paso en la busqueda de una cepa capaz de controlar a Sclerotium sp es el
cultivo dual. Hay que destacar que un resultado de control positivo en esta prueba no
es garantia de un control eficiente en campo, debido a que las condiciones
ambientales no son las mismas. El desarrollo de ambos hongos sobre la placa
establecera una competencia por el espacio y recursos asi como posibles efectos
parasiticos y de antibiosis.

En la Tabla 1 se puede observar el crecimiento (area de la colonia) de Sclerotium sp
en presencia de cepas de Trichoderma spp. En el control, el crecimiento de Sclerotium
Sp no esta limitado por ningun factor mas que los nutrientes del medio y el espacio
disponible en la placa de petri. Antes de alcanzar los cuatro dias de ensayo, las
colonias de ambos hongos no han entrado en contacto, por lo que al analizar las areas
de las colonias de Sclerotium antes de alcanzar este tiempo, es posible verificar la
accién de sustancias antagonicas volatiles o difusibles en el agar producidas por
Trichoderma spp, si se observan disminuciones en el crecimiento del patdgeno en
comparacion con el control sin Trichoderma spp.

A las 24 y 72 horas puede apreciarse que no se encontraron diferencias significativas
para el area promedio de Sclerotium sp. Sin embargo, a partir de las 96 horas el
crecimiento del patégeno se redujo en todos los tratamientos donde se confrontd con
Trichoderma spp, siendo el area de la colonia en el control de 16,79 cm?y con TV72,
TV190 y TV219 de 7,63; 7,47 y 9,05 cm?, respectivamente; con diferencias
significativas entre estos y el control (p=0). Una vez ocurrido el contacto entre las
colonias, las disminuciones en el tamafio de Sclerotium sp, no pueden atribuirse en su
totalidad a la produccion de sustancias antagonicas volatiles o difundibles en el agar,
debido a que otros parametros fisicos podrian estar involucrados.

Al final del ensayo (164 h) puede apreciarse que esta tendencia se mantiene, siendo
las cepas TV72 y TV190, las que mas inhibieron el crecimiento del patdégeno. Para
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corroborar relaciones micoparasiticas entre los aislados es necesario realizar
determinaciones adicionales como actividades enzimaticas relacionadas con el
micoparasitismo, observacion de enrollamiento de hifas al microscopio, entre otras.

Area de la colonia de Sclerotium sp (cm?)
Cepa 24h 72h 96h 120h* 144h* 164h*

Cosnirol 0,13+0,04* 0,19+0,01*> 16,37+0,92° 55,66+2,2* 86,52+1,01*° 86,630,932
Ts\;:7-2 0,29+0,14* 0,65+0,2®  7,63+1,78° 12,45+0,86° 12,22+1,77° 10,38+1,46°
T\S/iéo 0,1740,03* 0,7+0,13*  7,47+1,05° 1520+1,66° 12,76+0,77°  8,91%14°
T\S/gl-g 0,3+0,29* 0,84+0,22% 9,05+1,71° 31,87+7,83° 27,03+5,82° 46,97+10,31"

Tabla 1. Crecimiento de Sclerotium sp en placas con medio PDA enfrentado o no con
Trichoderma spp. Los datos presentados son el promedio de cinco repeticiones y el error
estandar. Los tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas entre si.
(*)Colonias del patdégeno y Trichoderma en contacto.

Los mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma spp desplazan al
fitopatbgeno no son excluyentes uno del otro sino que actdan sinérgicamente en el
control de los patégenos [4]. Uno de los mecanismos mas estudiados sobre el
antagonismo de Trichoderma spp. es el micoparasitismo, durante el cual el
antagonista se desarrolla a expensas del hongo patégeno [10]. Algunos autores
sefialan que tanto T. harzianun como T. asperelum presentan un sistema de
produccion de enzimas de tipo quitinoliticas (quitinasas y glucanasas), capaces de
degradar los polisacaridos presentes en las paredes de los fitopatégenos logrando
invadir sus tejidos y causando la estrangulacion de sus estructuras reproductivas [11].

Los resultados de inhibicion obtenidos concuerdan con lo reportado por Hoyos et al.,
[3], cuando lograron inhibir el crecimiento de los patdgenos Rhizoctonia solani y
Sclerotium rolfsii a los 7 y 8 dias de tratamiento al realizar pruebas in vitro con 7 cepas
de T. asperellum y 1 de T. longibrachiatum. Malhotra et al., [12] sefiala que el poder
antagonico de T. harzianum frente al patdgeno se produce poco después de ponerse
en contacto con el antagonista, atribuyéndose esto al proceso de enrollado, seguido
de una considerable produccién de enzimas hidroliticas (parametros no determinados
en este trabajo), que llevan a un proceso micoparasitico. Aunado a esto, Michele-
Aceves et al., [13] indican que mientras mayor sea la concentracion enzimatica
producida por los antagonistas mayor sera el resultado inhibitorio de las cepas. Si se
logra evidenciar un sinergismo positivo entre la actividad gluconolitica y quitinoliticas
mayor serd el poder de Trichoderma en degradar las paredes de los patdgenos.

La forma en que Trichoderma probablemente inhibe el crecimiento radial, aun estando
a distancia del patogeno, esta mediada por diversos mecanismos, destacandose la
produccion de compuestos inhibitorios al medio o volatiles, tal como lo sugieren Duran
et al., [14].

T. asperellum ha sido reportado como un excelente antagonista de muchos hongos
patdgenos, reportandose la producciéon de enzimas de tipo quitinoliticas, 1,3-
glucanasas, 1,6-glucanasas, celulasas y proteasas [15]. Este hongo también puede
inducir resistencia sistémica contra patégenos foliares y colonizar endofiticamente la
epidermis y la corteza exterior de las radiculas o de tallos y hojas [7], quienes
demostraron el poder antagénico de T. asperellum frente a patégenos como R. solani
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y Botrytis cinerea, logrando inhibir su crecimiento en un 70% y 100% en tan solo 72
horas.

A pesar que Trichoderma reesei no ha sido reportado como un hongo antagonista de
fitopatdgenos, sino mas bien un gran productor de enzimas celulasas para la industria
[16], nuestros ensayos mostraron que es capaz de inhibir el crecimiento de Sclerotium
sp durante las primeras 96 horas, disminuyendo el desarrollo del patégeno. Sin
embargo, esta capacidad de inhibicién no fue tan marcada como en TV72 y TV190.

3.2. Efecto de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de plantas de C. anuum

Diversos factores son los que influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas,
siendo Trichoderma spp capaz de promoverlo [5], especialmente los relacionados al
incremento en el crecimiento tanto del tipo foliar como radical y mejorando sus rasgos
fisiol6gicos [17].

Los resultados del crecimiento de plantas de pimentdon con presencia o0 no de
Trichoderma spp, se muestran en las Figuras 1, 2 y 3. En la Figura 1, puede
apreciarse los resultados referentes a la altura de la planta luego de 5 semanas de
estudio, siendo los tratamientos con las tres cepas de Trichoderma spp, los que
mejores resultados arrojaron en comparacion con el control. Asi, los valores de
crecimiento de las plantas de C. annuum fueron de 3,43; 3,67; 3,23 y 2,23 para TV72,
TV190, TV219 y el control, respectivamente; con diferencias significativas entre TV72
y TV190 con el control (P=0,0066).

En la Figura 2, se muestran los resultados obtenidos de biomasa seca radical de C.
annuum, cuando es crecida en presencia o no de Trichoderma spp, evidenciandose el
efecto positivo del antagonista sobre las plantas, siendo la cepa con mayor efecto la
TV190 con 14,66 mg; seguida de TV72 con 10,5 mg; TV219 con 9,85 mg y el control
con 7 mg, existiendo diferencias significativas entre los tratamientos (p=0). En el caso
de la biomasa aérea (Figura 3), aunque el mayor valor se encontré usando la cepa
TV190 (17,5 mg) en comparacion con el control (12,1 mg), no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,25).

3,67£0,57b

3,430,68h
3,2310,46ab

2,23+0,62a

Altura {cm)
[
L

Control V72 TV190 TV219
Tratamiento

Figura 1. Efecto de Trichoderma spp sobre la altura de las plantas de C. annuum. Los
tratamientos con la misma letra no son significativamente distintos entre si.
TV72: T. harzianum, TV190: T. asperellum, TV219: T. reesei.
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Figura 2. Efecto de Trichoderma spp en el peso de las raices de las plantas de C. annuum. Los
tratamientos con la misma letra no son significativamente distintos entre si.
TV72: T. harzianum, TV190: T. asperellum, TV219: T. reesei.
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Figura 3. Efecto de Trichoderma spp en el peso de las hojas y tallos de las plantas de C.
annuum. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente distintos entre si.
TV72: T. harzianum, TV190: T. asperellum, TV219: T. reesei.

Se ha demostrado que la aplicacion de T. harzianum con compost orgénico logra
incrementar en gran medida la masa foliar y la altura de plantas de pino [18], ademas
de generar un mayor desarrollo en la parte radical de las plantas. Esto indica que T.
harzianum puede estar modulando la respuesta en esta especie a la presencia de
compost, lo que podria ser explicado por un aumento del desarrollo radicular que
permite a las plantas aprovechar la disponibilidad de nutrientes. Otros autores sefialan
que T. harzianum es capaz de producir sider6foros que pudieran coadyuvar en el
incremento de la altura y biomasa de las plantas [19].

Infante et al., [20] probaron 11 aislados de T. asperellum sobre Curvularia, Bipolaris y
Fusarium, los cuales presentaron una eficacia superior al 80% afectando al menos dos
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de los fitopatégenos, mientras que los aislamientos T.1 y T.90 mostraron mas del 90%
de eficacia sobre los tres fitopatdgenos. Estos resultados evidencian, que la seleccion
de la cepa es un elemento importante para el manejo de enfermedades. Algunos
compuestos producidos por T. asperellum han sido utilizados en diversas tipos de
plantas con la finalidad de observar su desarrollo y el efecto controlador de
enfermedades radicales. En plantas de olivo tratadas con un producto conocido como
Bioten® compuesto por una mezcla de T. asperellum y T. gamsii, lograron obtener
plantas con un mayor desarrollo radical en cuanto a la robustez de las mismas,
logrando asi reducir la enfermedad causada por Verticillium dahliae en un 30% [21].
Los efectos de este antagonista pueden reflejarse en distintas etapas de los cultivos y
en diversas plantas de la familia Solanaceas, logrando un incremento tanto en el
desarrollo foliar como radical de las plantas en un 84,5% con respecto a las plantas
control [22]. Este incremento foliar posiblemente es debido a que T. asperellum se
concentra en la parte radical de la planta logrando que las raices vigorosas tomen mas
eficientemente los nutrientes y su translocacion a partes aéreas de la planta.
Casanova et al., [23] demostraron que una cepa de T. asperellum (T34) actia como
promotor del crecimiento al ser aplicado en semillas de pimentén, logrando
incrementar la biomasa de las plantas en un 90% y aplicado en semillas de tomate
incremento6 en un 60% el desarrollo de las plantulas.

En este trabajo, la mayor masa seca radical y foliar la presentaron las plantas tratadas
con los antagonistas T. harzianum y T. asperellum, evidenciando de esta forma el
poder que poseen los mismos en desarrollar el crecimiento de las plantas.

3.3. Biocontrol de Sclerotium sp en condiciones de vivero

La capacidad biocontroladora del género Trichoderma spp ha venido estudiandose
ampliamente en diversos cultivos agricolas, comprobando la variedad de adaptacion y
desarrollo que presentan en las variadas condiciones en las que se desenvuelven.
Durante los experimentos de este trabajo, todas las cepas presentaron capacidad
biocontroladora (Tabla 2), donde puede apreciarse que con la cepa TV72 (T.
harzianum) no se observd ninguna planta infectada y con TV190 (T. asperellum) solo
se observd una planta infectada. Para las plantas tratadas con la cepa TV219
pertenecientes a T. reesei también se obtuvo un efecto controlador de la enfermedad
pero en menor proporcion con solo 4 plantas infectadas.

Tratamiento N° de plantas % de
infectadas infeccion
Control 11 36
TV72 0 0
TV190 1 3,33
TV219 4 13,33

Tabla 2. Efecto de Trichoderma spp en el biocontrol de Sclerotium sp en plantulas de
pimenton.

Hoyos et al., [22] obtuvieron resultados similares al controlar Sclerotium rolfsii con
diversas cepas de T. asperellum, encontrando una disminucion de la enfermedad
causada por este patdgeno en plantas de frijol desde un 47% hasta un 100% de
inhibicion. Asi, las condiciones de desarrollo de las plantas conferidas por el sustrato
pueden influir en el desarrollo tanto del patdgeno como del antagonista. Guigon et al.,
[24] sefalan que la capacidad biocontroladora de Trichoderma spp esta ligada al
tamafo del indculo del patégeno y a la rapidez de desarrollo que este tenga, ya que
logra colonizar con mayor rapidez los tejidos de la planta. Estos autores lograron
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inhibir en 70% la enfermedad causada por Phytophthora capsisi en plantas de
pimiento en aquellas que la densidad del in6culo estaba por debajo de una
concentracion de 1,2x10° esp/mL y en donde el tratamiento con Trichoderma spp fue
aplicado desde la etapa de semilla de las plantas.

El desarrollo y la eficiencia de Trichoderma spp depende también en gran medida del
tipo de sustrato y las condiciones en las que se desarrolla, mientras mayor sea la
colonizacién de este en las zonas radicular de la planta mayor sera el efecto de
biocontrol a nivel de campo. Es por ello que Trillas et al., [25], sefialan que la eficiencia
de T. asperellum se incrementa al ser aplicado junto con un sistema de composta en
los cultivos, que cuando son evaluados a nivel de campo se encontré un 70 y 80% de
efectividad del antagonista.

También es importante sefialar que mientras mayor sea la aplicaciébn de los
antagonistas al medio, mayor sera la capacidad de controlar la enfermedad. Durante
nuestros ensayos se realiz6 la aplicacion de las cepas de los antagonistas
semanalmente durante 5 semanas, logrando garantizar el desarrollo de los mismos en
el sustrato. Correa et al., [26], sefialan que lograron inhibir el desarrollo de Sclerotium
rolfsii en plantas de soya entre 40% y 100%. De igual forma hay que tener presente el
hecho de que la capacidad biocontroladora de los antagonistas del género
Trichoderma spp puede variar con la cepa utilizada y con su adaptabilidad a las
condiciones bidticas y abidticas, asi como también presentar grados de selectividad
contra diferentes hongos patdgenos en cultivos agricolas.

Un trabajo interesante realizado por Ros et al., [27], evidenciaron que un compost
fortificado con T. asperellum fue el mas efectivo comparado con otras cepas de
Trichoderma, contra Phytophthora nicotianae en plantulas de pimenton. El efecto del
compost fortificado fue mas alto que el del compost solo. Los autores sugieren que el
efecto de biocontrol deberia ser atribuido a las cepas de Trichoderma mas a que la
microbiota del compost, aunque algunos microorganismos pudieran ayudar en el
efecto de biocontrol.

4. Conclusiones y Recomendaciones

Las cepas utilizadas durante los ensayos lograron suprimir el desarrollo del patégeno
Sclerotium sp in vitro y en plantulas de pimenton en condiciones de vivero. Las cepas
T. asperellum y harzianum fueron los mejores tratamientos para lograr el biocontrol de
Sclerotium sp, inhibiendo la enfermedad hasta en un 100%. T. asperelum ademas de
ser un buen antagonista, también logré promover los mayores incrementos en el
crecimiento de las plantulas. A pesar de que T. reesei no ha sido reportado como un
biocontroldor efectivo, sino como productor de enzimas celulasas, los hallazgos
sugieren gue si posee alguna capacidad de suprimir a Sclerotium sp. El estudio de un
mayor numero de cepas asi como ensayos de campo determinando rendimientos, son
necesarios para conocer la factibilidad del uso de Trichoderma spp como una
herramienta dentro de los programas de manejo integrado de plagas y enfermedades.
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CAPITULO 4

Principales bacterias transmitidas por alimentos,
preservacion y control

Luis Daniel Martinez Angulo
https://doi.org/10.4322/mp.2020.001.04

Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) representan un problema de
salud publica a escala mundial. Son transmitidas por el consumo de agua o alimentos
contaminados con microorganismos vivos 0 sus toxinas. Una de las principales
estrategias para combatir las infecciones y toxiinfecciones que caracterizan a las
ETAs, es la eliminacién o reduccion del patdgeno en el alimento mediante técnicas de
preservacion. Entre los métodos mas comunes de preservacion se encuentra la
pasteurizacién, la congelacion, refrigeracion, adicion de sales, azucares entre otros.
Aunque estas técnicas han sido empleadas por afios, pueden ocasionar alteraciones
en el sabor, aroma y color de algunos tipos de alimentos. Por tal motivo, han surgido
métodos de preservacion alternativos, como la biopreservacion, que consiste en la
utilizacion de sustancias naturales con el fin de mantener la calidad de los alimentos
controlando microorganismos deteriorantes y patdégenos. Es por ello que esta revision
tiene como objetivo recopilar informacion sobre las ETAs y algunas de las bacterias
patégenas asociadas a esta enfermedad, los focos de contaminacién y la manera de
eliminar o preservar los alimentos de dichos patégenos.

Palabras clave: Contaminacion de alimentos, ETA, patdgenos, preservacion,
refrigeracion.

1. Introduccioén

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) representan un problema de
salud publica a escala mundial. Son transmitidas por el consumo de agua o alimentos
contaminados con microorganismos vivos 0 sus toxinas [1]. Tales microorganismos
pueden causar diarreas graves, vomitos, meningitis y hasta la muerte. Entre los
principales microorganismos asociados con las ETAs se encuentra: Salmonella sp,
Campylobacter sp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae y
Staphylococcus aureus [2].

La inocuidad de los alimentos junto con las ETAs constituye un problema de salud
publica cada vez mas importante. Se estima que las enfermedades gastrointestinales,
transmitidas por el consumo de alimentos contaminados provocan la muerte de
aproximadamente 2,2 millones de personas al afio, [3]. De igual modo, ante un mundo
globalizado y en creciente expansion, cada dia las importaciones y exportaciones de
alimento se incrementan, lo que conlleva a la propagaciéon de patdégenos a través de
las fronteras, de manera que las enfermedades de transmisién alimentaria constituyen
una amenaza para la seguridad publica a nivel mundial. A pesar de las deficiencias en
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la transmision y reportes de datos y a las limitaciones de estas estimaciones iniciales,
se evidencia una alta carga mundial de ETA [4-9].

Aungue los gobiernos y diversas organizaciones de todo el mundo realizan esfuerzos
por aumentar la salubridad de los alimentos, la existencia de enfermedades de
transmision alimentaria sigue siendo un problema de salud significativo; tanto en los
paises desarrollados como en los paises en desarrollo [3,6]. Por tal motivo, se deben
promover e incrementar el nimero de investigaciones relacionadas con la
preservacion de los alimentos y el desarrollo de farmacos contra los organismos
patdgenos presentes en ellos [2,4,5].

El grupo mas susceptible a las ETAs son los nifios, debido a su inmadurez
anatomofuncional alcanzan concentraciones mas elevadas de sustancias téxicas que
afectan gravemente su desarrollo, por lo que se ven obligados a someterse a diversos
tratamientos, muchas veces de altos costos, que le permitan recuperar su salud. Otro
grupo susceptible a las ETAs, son los adultos mayores. De manera que al contraer
una ETA, tienen mayor probabilidad de ser hospitalizados o incluso fallecer
consecuencia de la infeccion [3,7,8].

Una de las principales estrategias para combatir las infecciones y toxiinfecciones que
caracterizan a las ETAs, es la eliminacién o reduccion del patdgeno en el alimento
mediante técnicas de preservacion. Entre los métodos mas comunes de preservacion
se encuentra la pasteurizacion, la congelacién, refrigeracion, adicion de sales,
azucares entre otros. Aunque estas técnicas han sido empleadas por afios, pueden
ocasionar alteraciones en el sabor, aroma y color de algunos tipos de alimentos [9,10].
Sin embargo, la creciente demanda de productos “similares a los frescos” con calidad
sanitaria, organoléptica y nutricional ha impulsado el desarrollo de tecnologias
alternativas con el objetivo de suplir a las tradicionales o térmicas y garantizar de esta
forma lo que el consumidor solicita [10]. Se han desarrollado investigaciones para
evaluar el potencial antimicrobiano sobre agentes patdégenos de alimentos a partir de
metabolitos de plantas, hongos, bacterias y microalgas [11-13].

Estudios como los antes referidos han permitido el desarrollo de una técnica conocida
como biopreservacion, que consiste en la utilizacion de sustancias naturales con el fin
de preservar la calidad de los alimentos controlando microorganismos deteriorantes y
patégenos. La aplicacién de sustancias antimicrobianas como una alternativa para la
preservacion de alimentos permitira la disminucion de los riesgos a la salud provocada
por patégenos alimentarios asi como la reduccién de pérdidas econémicas asociadas
con alimentos contaminados. De igual modo permitiria remplazar compuestos
sintéticos utilizados en la preservacion de alimentos, que en muchos casos han
evidenciado su efecto nocivo a la salud del consumidor [15,16]. De esta manera la
identificacion y utilizacion de antimicrobianos naturales y su caracterizacion respecto a
la seguridad, especificidad y eficacia representan un objetivo clave para las
investigaciones relacionadas con la industria alimentaria y farmacéutica [16]. Este
articulo tiene como objetivo ofrecer el estado del arte sobre tépicos relacionados con
bacterias patdgenas de alimentos y su preservacion.

2. Bacterias patogenas asociadas a alimentos

La contaminacién de alimentos puede ocurrir en cualquiera de las etapas de la cadena
productiva, desde la recoleccion de la materia prima, pasando por la recoleccion y
transporte, hasta el momento de su consumo [17]. Los cuadros de ETA como
enfermedad pueden ser de tres tipo: infecciones, intoxicaciones y toxiinfecciones
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alimentarias; como se observa en la Figura 1. La infeccién alimentaria, ocurre por la
ingestion de un alimento contaminado por agentes patégenos viables, de manera que
la enfermedad se genera por la invasién y multiplicacion del patogeno [18]. En el caso
de la intoxicacién alimentaria ocurre por la ingestién de alimentos contaminados con
toxinas preformadas de origen bacteriano o flngico. En este caso no es necesaria la
presencia del patégeno viable para generar el cuadro de la enfermedad [1,4,8]. Por
Ultimo, las toxiinfecciones alimentarias son una combinacién de las anteriores, donde
el patdgeno contaminante del alimento, produce las toxinas en el intestino tras la
ingesta [4,8].

Una cantidad importante de ETAs son producidas por bacterias, que causan diversos
dafios y sintomas que van desde un leve malestar, hasta la muerte del paciente. El
origen alimentario varia en relacion a la bacteria siendo los alimentos contaminados
mas frecuentes enlatados, productos carnicos, jugos, salsas, alimentos crudos, frutas
y verduras [2,3] En la tabla 1 pueden observarse algunos ejemplos de bacterias

patégenas asociadas a los alimentos y los sintomas.

Bacteria Sintoma Alimentos asociados Ref
. Peritonitis, endocarditis,
Aeromonas hydrophila, A - | o |
Aeromonas spp pneumo_nla,_lnfecuon del Productos carnicos en general [18]
) tracto urinario
ﬁ;gggzgg; lsaggzlerl, y otras Septicemia, bacteriemia Productos carnicos en general [1]
Artritis, pancreatitis, .
Campylobacter jejuni (0:19, meningitis, Guillain- Barré, ;Ien(izzgrwa’ higado de res,
0:4, 0:1), y otras dolores abdominales, crudejls roductos cArnicos [19,22]
Campylobacter spp. diarreas, dolor » prodt d !
de cabeza, fiebre, contaminacion cruzada.
Vértigo, vision doble,
dificultad para deglutir, Conservas caseras poco acidas,
Clostridium s hablar y respirar, paralisis pescado envasado al vacio, 30]
PP respiratoria, huevos
muerte, dolores de pescado fermentados.
abdominales, diarrea
Colitis hemorrégica, diarrea . .
_ . . . . Alimentos diversos no tratados
Escherichia coli (0157:H7, acuosa seguida por diarrea o
; higiénicamente, ensaladas, leche,
otros cepas productores de sanguinolenta, dolor UESOS [31]
Shigatoxina abdominal ]9
rescos.
severo.
Nausea, vémito, meningitis, .
Listeria monocytogenes meningoencefalitis, Lecl;e, quesgs,.hortallzas id [47-49]
septicemia, abortos productos cérnicos, embutidos.
Salmonella Typhimurium Fiebre tifoidea, dolor de Leche, quesos, vegetales
(DT104, cabeza, mariscos, carnicos, huevos,
DTU302), Salmonella dolores abdominales y contaminacion cruzada, [60,61]
Enteritidis (PT4, corpéreos, refrigeracion
PT8, PT13, PT14b) diarrea o0 constipacion insuficiente.
Dolores abdominales, Ensaladas, atun, pollo,
Shigella sp. diarrea, fiebre, hortalizas, leche [29,31]
vomito, sangrado derivados lacteos.
Jamon, productos de carne de res
NAuseas. vémito. dolores y ave, pasteles rellenos de crema,
Staphylococcus aureus g . mezclas de alimentos, [65,70]
abdominales, diarreas . - D
refrigeracion, contaminacion o
manipulacién deficientes.
Diarrea acuosa y profusa, Pescados y mariscos crudos,
_ vomitos, alimentos lavados o preparados
Vibrio cholerae deshidratacion, sed, dolores con [1,31]
abdominales. aguas contaminadas.
Fiebre, dolores Productos céarnicos, ostras
Yersinia enterocolitica abdominales, diarrea, ! ! [1,20,31]

vomito.

pescado, leche

Tabla 1: Principales Bacterias involucradas en enfermedades alimentarias.
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igella sp

v Aeromonas sp

Figura 1. Tipos de ETA y principales bacterias involucradas.

Muchos de los microorganismos involucrados en las ETAs, son previamente conocidos
y se ha documentado su trayectoria en este tipo de enfermedades. Mientras que los
denominados patégenos emergentes, son cepas microbianas que no han sido
previamente descritas en la contaminacién de alimentos y que se han adaptado al
estrés de estos entornos, ocupando nuevos nichos, por lo que las ETAs producidas
por ellos, han sido errbneamente asociadas a otros microorganismos [18]. Algunos de
estos patdégenos emergentes son: Campylobacter Jejuni, Salmonella sp, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes entre otros. Estos microorganismos son capaces de
causar envenenamiento por consumo de toxinas, como es el caso del botulismo, asi
como diarreas, colitis hemorragica, listeriosis, salmonelosis, gastroenteritis entre otra
gama de enfermedades que en algunos casos pueden desencadenar la muerte del
paciente en cuestion de horas [19-21].

2.1. Campylobacter sp

El género Campylobacter corresponde a la familia campylobacteriaceae, son Gram-
negativas con forma de espirilo, microaerdfilos obligados, con temperatura 6ptima de
crecimiento de 42 °C. Campylobacter jejuni tiene la capacidad de sobrevivir a la
congelacion y refrigeracion, representando un riesgo a la salud publica en el area de
alimentos [20]. Dado su dificultad para ser cultivado en el pasado, las epidemias
producidas por esta bacterias fueron reportadas como agente desconocido o
errbneamente atribuida a otros microorganismos especialmente Salmonella sp. La
enfermedad alimentaria producida por el género Campylobacter lleva el nombre de
campylobacteriosis [18,20]. En la Tabla 2 se puede observar algunos brotes de
campylobacteriosis a nivel mundial.

Campylobacter spp puede aislarse de diferentes animales, siendo las aves de corral
especialmente sensibles a la infeccion por dicha bacteria. De manera que su
transmision ocurre principalmente por la manipulacion y consumo de productos
carnicos y leche contaminada [20,28]. Los huevos, a pesar de estar involucrado con
aves, no se consideran una fuente importante de contaminacion. La
campylobacteriosis es frecuente en los meses de verano y tiene un periodo de
incubacion de 3-5 dias. Entre sus sintomas destaca la diarrea, fiebre y dolores
abdominales. Aunque esta enfermedad no posee una alta tasa de mortalidad puede
resultar en complicaciones secundarias como artritis, pancreatitis, meningitis,
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endocarditis y el sindrome de Guillain- Barré [19]. Campylobacter jejuni O:19 y otros
serotipos (0:4, 0:1), son los agentes etioldgicos mas comunes de este sindrome.
Ademas se ha descrito la resistencia de la bacteria al antibidtico ciprofloxacina y
tetraciclina, evidenciandose la capacidad adaptativa de este microorganismo ante
condiciones adversas [18,20].

Afio Lugar Infectados Allmgntos Ref.
asociados
2019 Peru 7 No reportado [21]
2001-2016  Australia o0ga  Lechesyproductos g
carnicos
2005-2015  Dinamarca 1823 ~ Froductos carnicos, )4
agua, lechuga
1997-2008 ~ Estados 9135 Leches, queso, — 1
Unidos productos carnicos.
2019 Noruega 2000 ~ 2guacontaminada .o

para el consumo.
Tabla 2: Diversos brotes de campylobacteriosis en el mundo.

2.2. Clostridium sp

Bacteria Gram-positiva perteneciente a la familia Clostridiaceae sus caracteristicas
son variadas de acuerdo a la especie. Entre sus caracteristicas generales incluye
anaerébicos obligados y aerotolerantes, con la capacidad de formar esporas en
ausencia de oxigeno, posee diversas morfologias que van desde cocobacilos hasta
filamentos largos. Bajo condiciones de estrés es capaz de formar endoesporas
resistente al agua en ebullicidon y al aire. Su distribucion es ubicua en la naturaleza
encontrandose principalmente en el suelo. Sin embargo, su principal reservorio es el
tracto intestinal animal y humano [29-31]. En la Tabla 3 se pueden observar algunos
brotes causados por Clostridium sp.

Afio Lugar Infectados Allmgntos Ref.
asociados

2012 Eslovenia 104 no reportado [33]

2009-2010 Costa Rica 84 no reportado [34]

Tabla 3: Diversos brotes de Clostridium en el mundo

Dos especies correspondientes al género Clostridium son de interés alimentario. En
primer lugar C. botulinum cuya importancia radica en la capacidad de producir una
potente neurotoxina, sumado a la capacidad de producir esporas resistentes a altas
temperaturas que pueden permanecer en alimentos mal o minimamente procesados.
De la neurotoxina botulinica existen siete tipos, basadas en la especificidad del
antigeno. El ser humano solo se ve afectada por los tipos A, B, E y F. Esta bacteria
produce la enfermedad del botulismo, la cual aparece tras el consumo de la toxina
liberada por la bacteria durante su crecimiento. Esta enfermedad genera pardalisis de
los musculos incluido el sistema respiratorio [29-31].
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Aungue la incidencia de la enfermedad es baja, es de gran importancia pues posee
una alta mortalidad si no se trata al paciente inmediatamente. El tiempo de aparicién
de esta enfermedad es de 18-36 h tras la ingesta del alimento contaminado con la
toxina. Sin embargo, se han reportado casos en el que los sintomas aparecen incluso
a las 4 h [31]. Entre sus sintomas destacan visiébn doble o nublada, dificultad para
tragar y debilidad muscular. Si la enfermedad prosigue sin tratamiento, desencadena
en paralisis de brazos, piernas tronco y vias respiratorias. Los alimentos focos de
contaminacion varian de acuerdo a la preservacion del alimento y a la correcta
coccion, los mas comunes son alimentos vegetales enlatados como maiz, pimientos,
judias verdes, sopas, esparragos champifiones, aceitunas, entre otros [29-31]. De
igual forma, productos carnicos como atun, pollo, jamones y pescados [29].

La segunda especie de interés alimentario del género Clostridium es C. perfringens, a
diferencia del anterior no posee motilidad, es aerotolerante y no produce la toxina
botulinica. Aunque, produce otro tipo de toxinas que pueden también afectar al ser
humano. La temperatura de crecimiento es amplia para la célula vegetativa, pudiendo
desarrollarse en ambientes que van desde los 6-50 °C, siendo su temperatura optima
de crecimiento de 43-47 °C. Crece a una concentracion de cloruro de sodio de entre 5
a 8%, pudiendo variar este intervalo de acuerdo a la cepa. El pH de crecimiento que
puede resistir es de 5 a 9, siendo el 6ptimo de 7 [29-31]. Clostridium es una especie
encontrada con mayor frecuencia en muestras clinicas humanas, excluyendo las
heces, convirtiéndola en la segunda bacteria mas comun causante de ETAs en
Estados Unidos [5-7].

Las enfermedades causadas por C. perfringens pueden tomar dos formas. La primera
en forma de gastroenteritis severa, que puede causar dafios a la pared intestina
raramente fatal. Sus sintomas son diarrea muy liquida y dolor abdominal moderados.
La segunda es en forma de enteritis nectroticas, aunque es menos frecuente que la
primera, suele ser fatal. Sus sintomas son: dolor abdominal con distencién, diarrea,
vomitos y necrosis de la pared intestinal [29,30]. Los alimentos que sirven de vehiculo
para contaminacién con esta bacteria son alimentos mal cocinados, especialmente
productos céarnicos y vegetales [34].

2.3. Escherichia coli

Bacteria Gram-negativa, en forma de bacilo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Es un organismo comensal, presente en intestino tanto de
animales y humanos. No crece a temperaturas mayores a 50 °C, puede resistir pH
acido de entre 4-4,5 [29]. Se ha reportado resistencia a antibioticos en la cepa E. coli
0157:H7, especialmente estreptomicina, sulfisoxazole y tetraciclinas [34]. En la Tabla
4 se pueden observar algunos brotes causados por E.coli.

La importancia de Escherichia coli verocitotoxigénicos (VTEC) como agentes causales
de toxiinfecciones alimentarias estd aumentando en el mundo en general y en Europa
en particular. Entre los VTEC, el serotipo mas frecuentemente implicado es el 0157. El
periodo de incubacién es de entre 2- 10 dias, tras lo cual aparecen los sintomas. Estos
pueden ser: diarrea, dolor abdominal, vomitos, colitis hemorragica, uremia hemolitica,
trombocitopenia. El principal foco de contaminaciéon de los alimentos con este
organismo es el contacto con material fecal, resultado de una mala manipulacion,
transporte y preparacion. De manera que, es un organismo indicador de la
contaminacién por materia fecal en alimentos y la posible presencia de patégenos
entéricos [18,20,43]. Se ha reportado la contaminacion por E.coli en productos
carnicos, leche, queso y otros derivados lacteos, embutidos [29,44].
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Afio Lugar Infectados allmgntos Ref
asociados
2013 Korea del Sur 33 huevos y sopa [36]
2011 Alemania 3816 Coles [37]
2011 Japon 181 Carne avicola [38]
2010-2011 Inglaterra 251 Came avicola 54,
y papas
2010 China 112 Comerclos de a0
esayuno
2011 Francia 42 camicosy 141 491
vegetal

Tabla 4: Diversos brotes de E. coli en el mundo.

2.4. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es un bacilo Gram-positivo, anaerobio facultativo, capaz de resistir
a la refrigeraciéon y temperaturas de hasta 45 °C. De igual modo, es capaz de tolerar
un amplio rango de pH que va de 6 a 9. Asi como altas concentraciones de NacCl (por
encima de 10%) [29,45]. Este microorganismo posee la capacidad de crear biofilm,
gque le brinda resistencia contra diversos tratamientos antimicrobianos. Los principales
reservorios de este microorganismo son el suelo, el forraje, el agua, silos de grano y el
tracto gastrointestinal de aves, peces y mamiferos, incluyendo al hombre. En este
altimo, la infeccién se adquiere mediante el consumo de alimentos contaminados.
Entre los alimentos que pueden servir como fuente de contaminacién son: carnes,
pescado, vegetales crudos, lacteos no pasteurizados, helados, embutidos y otros
productos refrigerados [29, 46-49]. En la Tabla 5 se pueden observar algunos brotes
causados por L. monocytogenes en distintas partes del mundo.

Afio Lugar infectados alimentos asociados Ref
Leche, ensaladas, quesos,
1990-2019 Estz_ados 768 vegetgles, productos [45]
Unidos céarnicos, helados,
camarones
1999-2006 Unién 8378 Productos carnicos, frutas, [45]
Europea vegetales
. Melones, alimentos
2003-2018 Australia 310 procesados, pollos [45]
1996-2002  Japon 92 Cerdo, pollo, bovino, leche [50]
queso
1964-2010  China 147 Leche, carne, pescados,
huevo, leches
2017-2018  oUf 820 No reportado [51]
Africa P

Tabla 5: Diversos brotes de L. monocytogenes en el mundo.

Este microorganismo es un patogeno facultativo, intracelular y oportunista. Produce la
listeriosis, una ETA que afecta tanto a paises industrializados como en vias de
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desarrollo. Esta enfermedad se puede agrupar en dos categorias basadas en sus
manifestaciones clinicas: listeriosis invasiva y listeriosis no invasiva. En primer lugar la
listeriosis invasiva, ocurre cuando la célula bacteriana atraviesa la pared intestinal y
alcanza sistemas y o6rganos, como el sistema nervioso y el Utero de la mujer,
produciendo meningitis, septicemia, romboencefalitis entre otras dolencias. Por otro
lado, esta la listeriosis no invasiva, la bacteria no atraviesa la pared del intestino,
limitAndose a causar gastroenteritis, diarrea, fiebre, cefalea y mialgias. Siendo el
tiempo de padecimiento de esta enfermedad corto comparado con la listeriosis
invasiva [29, 47,52].

La listeriosis suele afectar principalmente a nifios, ancianos, mujeres embarazadas y
pacientes inmunosuprimidos. A pesar de su baja morbilidad comparada con otras
ETAs, la listeriosis posee una elevada tasa de mortalidad que varia entre un 20 y un
30%. Lo que convierte a L. monocytogenes en un organismo prioritario en los planes
de andlisis de peligro y puntos de control criticos (HACCP) llevados a cabo en la
industria de alimentos, al igual que en los planes de prevencion de enfermedades de
instituciones sanitarias [45,47]. Aunque solo 3 de los 13 serotipos de L.
monocytogenes estan asociados en mayor frecuencia a la listeriosis humana, para
efectos de salud publica todos los serotipos de L. monocytogenes son calificados
como patogénicos [47]. Algunos trabajos muestran el uso de sustancias con potencial
de uso como biopreservante de alimentos contra L. monocytogenes, con ventajas de
no producir cambios organolépticos en el alimento [53-55]. Aunque, esta bacteria
todavia es sensible al efecto de un amplio rango de antibiéticos, se ha observado la
resistencia a la primera generacion de quinolonas, fosfomycina y cefalosporinas. De
manera que el antibiético cominmente utilizado para combatir la listeriosis son los B-
lactamicos con o sin acido clavulonico [45].

2.5. Salmonella spp

Bacteria perteneciente al género Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram-negativos,
anaerobios facultativos, no formadores de esporas, poseen flagelos lo que les provee
de movilidad. Se desarrolla en un rango de temperatura que va de 5 a 46 C°, siendo la
temperatura optima de crecimiento 37°C. Respecto al pH su crecimiento se ubica entre
3,8 a 9,5. No fermenta la lactosa ni producen desaminasas. La serotipificacion de este
organismo se logra mediante la deteccién de antigenos H y O. Este microorganismo
no solo representa una amenaza a la salud, sino que también es causante de graves
pérdidas econdmicas valoradas entre 2,3y 11,3 billones de USD [34,51,57,58].

En humanos, pueden ocasionar dos modelos de infeccién, en primer lugar una
infeccidn generalizada que afecta el sistema reticulo-endotelial con la aparicion de
fiebre. El segundo modelo es una infeccién localizada en el tubo digestivo
consecuencia de la toxiinfeccién por el consumo de la bateria [51,57-59]. Esta bacteria
infecta al ser humano por la via oral-rectal, resultado del consumo de agua y alimentos
contaminados por materia fecal, por lo que resulta en un patégeno de interés
alimentario. La distribucion de la infeccion alimentaria causada por el género
Salmonella es a escala mundial, siendo uno de los principales vehiculos de infeccion
el consumo de huevos contaminados por estos microorganismos, pues el tracto
intestinal de las aves es el principal reservorio [60,61].

De igual modo la Salmonella estd asociada con enfermedades diarreicas, las cuales
continlan siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
lactantes, nifios y ancianos [56]. En el caso de Latinoamérica se estima que la
probabilidad de que un nifio muera por una enfermedad diarreica antes de los 7 afios
puede ser de hasta un 50%, por lo que el control de esta bacteria es determinante
para mantener los niveles de salud publica en un pais. Requiriendo de un gran celo y
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cuidado en el disefio de las medidas proyectadas para controlar la diseminacion de los
microorganismos causantes de las intoxicaciones alimentarias en los diferentes
aspectos del control microbioldgico de la produccion de alimentos [59]. La Tabla 6
muestra algunos brotes causados por Salmonella spp en diferentes partes del mundo.

Afo Lugar Infectados alimentos asociados Ref
1973-2011 Estgdos 3684 Produ_ctos carnicos de [60]
Unidos origen vacuno
2014-2017  Espafia 25 Posibles huevos [61]

contaminados
2014-2017 Portugal 6 No reportado [61]
2017 Francia 10 No reportado [61]
2017 Reino Unido 296 Posibles alimentos avicolas [61]

(carnes y huevos)
Tabla 6: Diversos brotes de Salmonella en el mundo.

2.6. Staphylococcus aureus

Microorganismo Gram-positivo, con un tamafio que oscila entre 0,5 a 1,5 pm. Sus
células tienen forma de cocos y se dividen formando agrupaciones similares a racimos
de uva. Posee un cromosoma circular con un tamafo de entre 2,8 a 2,9 Mbp con un
contenido de C+G de aproximadamente 33% [63,64]. Este organismo es capaz de
afectar a la mayoria de los mamiferos y se ha reportado resistencia contra diversos
antibioticos como es el caso de la penicilina [63]. S. aureus es una de las principales
bacterias implicadas en ETA, esto se debe a la capacidad del patégeno de producir
toxinas, de manera que las infecciones ocurren por la ingesta de alimentos
contaminados por las toxinas del microorganismo, las cuales a pesar de ser de
naturaleza proteica, presentan termorresistencia [64]. Existe una amplia variedad de
alimentos capaces de albergar a S. aureus siendo mas susceptibles aquellos que
tienen contacto con la piel del animal, como es el caso de la leche, huevos, productos
céarnicos [65,61]. Los sintomas aparecen después de 2-4 h tras el consumo [20,63]. En
la Tabla 7 se pueden observar algunos brotes causados por S. aureus en diferentes
partes del mundo.

Ao Lugar Infectados  Alimentos asociados Ref
Sushi, pollo, agua,
2014 Australia 12 yogurt, café, frutos [69]
Secos y jugos.
2011 Italia 26 Posible ensalada [68]
2017 ESt‘f"dOS 50 Comida de hosteleria [70]
Unidos
2000 Japon 13,420 Productos lacteos [66]
2004 Brasil 4000 No reportado [67]

Tabla 7: Diversos brotes de S.aureus en el mundo.

3. Focos de contaminacién en alimentos por patégenos

Los focos de contaminacion de los alimentos varian de acuerdo a la localizacion del
productor, la topologia, el clima, la tierra, la cercania e interaccidn con recintos para
animales que favorecen el desarrollo de microorganismos saproéfitos que pueden
colonizar los alimentos, manipulacion y traslado por parte del operador, el contacto con
materia fecal proveniente de animales o humanos ya sea directo o indirecto mediante
la contaminacion de cuerpos de agua empleados en la irrigacion. Dado el minimo
procesado de los alimentos frescos, y la carencia de pasos adicionales para reducir o
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eliminar microorganismos, lo hace especialmente sensible a la contaminacién por
estos patogenos [29,33,44,45].

3.1. Aguas de irrigacion

El proceso de irrigacion es la aplicacion de agua a los suelos durante la agricultura. Es
un requerimiento critico para el adecuado crecimiento de los cultivos en las granjas,
especialmente en las temporadas secas. De manera que satisfacer esta necesidad es
un recurso clave para la produccion, y no siempre se garantiza la calidad de las
mismas debido a su contaminacion por el proceso de industrializacion, urbanismos,
niveles de poluciéon entre otros [44]. Existen diversas fuentes de agua para la
irrigacion, pudiéndose encontrar el agua residual tratada, aguas de superficie, aguas
subterrdneas o proveniente de la lluvia. En el caso de las aguas de superficie incluye
lagos, estanques, rios y presas. Aunque globalmente son los mas usados para la
agricultura, el hecho de estar expuestos al aire lo hace especialmente susceptible a la
contaminacion por microorganismos, comparado con otras fuentes de agua [44,45,52].

Ademas son susceptibles a la contaminacion por la polucién de origen doméstico e
industrial. Pudiendo verse contaminada con metales pesados, carcinogénicos entre
otros [44]. Esta fuente de agua se ve especialmente afectada por microorganismos de
origen fecal por lo que su uso en la agricultura requiere de tratamientos que garanticen
su inocuidad [44,52].

Otra fuente de agua para irrigacion, son las aguas subterraneas, consideradas una
fuente rentable en la agricultura. Al estar bajo tierra, generalmente posee menos
contaminacion que los cuerpos acuiferos superficiales. Sin embargo, se ha reportado
gue esta fuente de agua puede contaminarse por bacterias patégenas como E.coli,
Staphylococcus sp y Clostridium resultado de una mala disposicién de materiales en
tierra asi como tanques sépticos que percolan y contaminan las aguas profundas. A
pesar de esto, la contaminacion en general es minima y suele ser adecuada para el
uso agricola. Su mayor limitacién es que en largos periodos de sequia, existe una alta
probabilidad de que se reduzca la disponibilidad de agua en el sistema acuifero,
reduciendo la cantidad de agua que se puede emplear para la agricultura [17,52].

3.2. Suelo

El suelo destinado a la agricultura es foco de patégenos puesto que es su habitat
natural o son introducidos al emplear abonos a base de estiércol o vegetales
contaminado [44,71-74]. Dado la exposicion del suelo a cualquier particula, y la
variedad de nutrientes que posee, es especialmente sensible a la proliferacion de
microorganismos patdégenos. Diversos factores como la acidez, la alcalinidad, la
temperatura, humedad y cantidad de materia organica, puede provocar variaciones en
la incidencia, existencia o persistencia del patégeno. A pesar de ello este es un foco
dificil de controlar [74].

3.3. Abono a base de estiércol

La aplicacion de estiércol animal antes del cultivo de plantas, es una técnica frecuente
en la mayoria de los paises con el fin de aumentar la fertilidad de los suelos y los
rendimientos en las cosechas. Sin embargo, esta practica puede incrementar la
transferencia de patégenos como L.monocytogenes, Salmonella y E.coli al cultivo
cuando el compost carece del tratamiento adecuado, observandose una alta
correlacion entre la presencia de este tipo de materia orgénica y la incidencia de
patégenos entéricos cuando el producto crece en el suelo. Se han empleado
diferentes estrategias para reducir o eliminar la presencia de estos patdgenos en el
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compost, tales como: la aireacion, calentamientos a temperatura de 64-67 °C durante
43 h, estabilizacion alcalina, secado por calor entre otros. Variando la eficiencia del
método en relacién al microorganismo presente [44,52,75].

3.4. Intrusién animal

La introduccion intencional o sin intencién de animales domésticos o salvajes puede
ser una fuente contaminacién en las granjas, pues ayudan a dispersar patdgenos
sobre la produccion mediante las heces fecales que liberan durante su transito por el
lugar de produccion. Estos animales pueden causar ciertas zoonosis que también
afectan al ser humano. Algunos de los patégenos asociados a la intrusién animal son:
Campylobacter spp, E. coli O157:H7, Yersinia pseudotuberculosis y Cryptosporidium
sp [44,72,75].

3.5. Contaminacién durante la colecta del alimento

La contaminacion de alimentos frescos por patégenos puede ocurrir durante la colecta
del producto, resultado de que este entra en contacto con equipos, traslado en
conteiner, herramientas y cuchillos, las manos del operador o guantes que facilitan la
dispersion del patégeno sobre el producto [29,46]. Durante esta etapa de la
produccién, el operador juega un papel clave para la propagacion de enfermedades,
cuando no cumple las debidas normas higiénicas. Se estima que el 20% de las
enfermedades alimentarias son el resultado de una manipulacion deficiente por parte
del operador. Incluso con el uso de guantes, existe la posibilidad de trasmitir el
patdbgeno hacia los alimentos. Por lo que, se deben promover y garantizar el
cumplimiento de las normas de bioseguridad durante la manipulacion y colecta de los
alimentos [73-75].

3.6. Contaminacion después de la colecta

Tras la colecta de los alimentos, puede ocurrir contaminacion de los mismos durante el
transporte, almacenamiento y procesamiento. Durante el transporte de los alimentos,
es especialmente necesario controlar la temperatura del recinto [73]. Esto no solo
prolonga la vida util del alimento evitando su deterioro, sino que ayuda a evitar la
proliferaciéon de microorganismos patdgenos. Sin embargo, es importante garantizar la
calidad de los sistemas de ventilacion, de agua ya sea fria o hielo, para evitar que
estos sean focos de transmision [33,47,50].

Dado que los alimentos frescos, suelen estar minimamente procesados, las etapas de
lavados, cortados, secados y almacenamiento favorece la contaminacién durante
cualquiera de estas etapas. La contaminacion del alimento, también puede ser
cruzada por la combinacion de diferentes alimentos de origen distinto, como el picado
de verduras con cuchillos empleados en los céarnicos. Asi mismo, los equipos de
trabajo pueden ser fuente de contaminacion. Los sitios de distribucién de alimentos tal
como: restaurantes, centros de comida rapida, locales comerciales o cualquier lugar
que sirva de distribuidor en la red alimentaria puede verse contaminado por la
manipulacion deficiente de los operadores al no cumplir las normas higiénicas [52,
74,75].

4. Métodos de preservacion de alimentos

La preservacién de los alimentos es una de partes mas importantes de la salud
humana. Su principal objetivo es prolongar las propiedades del alimento desde su
colecta o preparacion hasta que llega al consumidor. Asi como evitar la proliferacion
de microorganismos que por la accién de sus enzimas puedan deteriorar el alimento o
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sean patégenos para el ser humano. Mediante la aplicacion de tratamientos
tradicionales como: secado, adicién de acidos, congelacion, fermentacién, salado,
ahumado, adiciébn de componentes quimicos entre otros [9,10]. Sin embargo, la
aplicacion de estos métodos trae consigo la alteracion de las propiedades
organolépticas del alimento: perdida de su sabor natural, desnaturalizacion de
proteinas, perdida de la estructura del alimento, formacion de nuevos componentes no
deseado, perdida de color entre otros [9]. Sumado a esto, la creciente demanda por
parte de los consumidores por alimentos frescos ha impulsado el interés de nuevos
tratamientos que logren preservar los alimentos sin que se vea alterado las
propiedades organolépticas de los mismos, y de esta manera sustituir de manera
progresiva los tradicionales [9,56,57]. En la tabla 7 se observan algunos ejemplos de
métodos de preservacion tradicionales.

Tipo de método Método Alimento Tiempo de anaquel
Jugos envasados, leche,
Pasteurizacion. bebidas fermentadas, alimentos 3-7 semanas
acidos
Leche, productos carnicos,
Tratamiento térmico Esterilizacion. enlatados, maiz, zanahorias y meses-afos

otros vegetales,
Leche, huevos, frutas vegetales,

Coccion. pescado, pollo y otros alimentos dias- semanas
carnicos.
Leche, quesos, carnes, . .
. . . 5 dias-semanas(varia
Refrigeracion. pescado, verduras, hortalizas, 9 ;
L en relacion al alimento)
Disminucion de la frutos, dulces
temperatura. Frutas, derivados |acteos,
Congelacion. verduras, granos, productos 1 semana-12 meses.

carnicos, mariscos, pescados.
Vegetales, frutas, verduras,

Secado 12 meses
., carnes
Reduccién de la —
- Adicion de solutos Frutas, carnes, vegetales semanas-meses
actividad del agua
e Carnes, frutas, verduras, salsas, ~
liofilizacion o meses-afios
champifiones
Uso de C Quesos, yogurt, bebidas ~
. . Fermentacién o~ meses-afios
microorganismos. alcohdlicas

Tabla 7. Ejemplos de métodos de preservacion de alimentos tradicionales cominmente usado
en la industria.

4.1. Métodos de tradicionales de preservacion de alimentos
4.1.2. Tratamiento térmico

Es uno de los métodos mas comunmente utilizados en la preservacion tradicional de
los alimentos. Consiste en el calentamiento a determinadas temperaturas, que logren
la eliminacién o inactivacién de los microorganismos y sus enzimas mediante la
desnaturalizacion de proteinas o disolviendo lipidos que constituyen a la célula. Sin
embargo, también pueden ocurrir reacciones no deseada como cambios de color y
destruccién de nutrientes, lo que modifica las propiedades naturales del alimento
[10,76].

Entre los métodos mas comunes, se tiene la pasteurizacion y la esterilizacion. La
esterilizacién es un proceso en el que se emplean temperaturas elevadas de entre 120
a 150°C a una presion especifica, en la que el producto final esta libre de células
vegetativas y esporas. Este método agrega seguridad y estabilidad al alimento por
largos periodos de tiempo [77,78]. Mientras que la pasteurizacion usada
frecuentemente en jugos, leches, bebidas fermentadas, y otros alimentos similares, es
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un proceso térmico intermedio en el que se alcanzan temperaturas promedios de 75°C
cuyo obijetivo es reducir la poblacion microbiana para prolongar la vida atil del alimento
[79]. Debe ser acompafado por otros métodos de preservacion para garantizar su
eficiencia. Su tiempo de efectividad es de bajo a mediano plazo dependiendo del tipo
de alimento sobre el cual se aplica [9,10].

4.1.3. Enfriamiento

Este método consiste en la disminucion de la temperatura del alimento y el mantenerlo
bajo esas condiciones durante su almacenamiento. Es muy utilizado en la industria
alimentaria puesto que los cambios que genera en las propiedades organolépticas del
alimento son muy bajas comparado con otros métodos [75]. Dado que la temperatura
es una medida fisica relacionada con la energia del sistema, a bajas temperaturas la
energia molecular es baja, en consecuencia disminuyen las reacciones involucradas
en el sistema. En el caso del enfriamiento a temperaturas bajas, en la que el agua ain
permanece en estado liquido, existen microorganismos que pueden desarrollarse a
temperaturas bajas, proliferando incluso con la aplicacion de este método [81]. De esta
manera, el enfriamiento puede no reducir el crecimiento microbiano, mas bien previene
el desarrollo de los microorganismos que no resisten las bajas temperaturas, por lo
gue sirve de medio selectivo. En consecuencia, para garantizar la eficiencia del
mismo, debe ser acompafiado por otros métodos de preservacion [10,81].

A parte del enfriamiento, se puede emplear la congelacion. Método que a diferencia
del anteriormente descrito, se disminuye la temperatura a niveles que favorecen la
congelacion del agua, evitando que esta se encuentre disponible. De esta forma, se
reduce de manera drastica la movilidad molecular evitando que se lleven a cabo la
mayoria de las reacciones quimicas. Es un método muy efectivo aunque debe ser
acompafiado de otros métodos de preservacion dada la capacidad de algunos
microorganismos para entrar en fase de latencia, y resistir hasta la aparicién de
condiciones mas favorables [9,80].

4.1.4. Reduccion de la actividad del agua

Conocer el contenido de agua en los alimentos, no es suficiente para comprender las
reacciones quimicas que puedan ocurrir en el sistema, dado que las moléculas de
agua pueden unirse a otras moléculas y por ello no estar disponible para las
reacciones enzimaticas, microbioldgicas o productos fisicoquimicos. Es por ello que se
requiere del uso de un término mas preciso denominado actividad del agua, el cual
indica la cantidad de agua disponible para que una reaccién quimica pueda ocurrir. La
disminucion de la disponibilidad del agua se traduce en una disminucion de las
reacciones guimicas en los alimentos, incluyendo el metabolismo de microorganismo y
por tanto su desarrollo en el alimento. La reduccion de la disponibilidad del agua
puede resumirse en dos grandes grupos de metodologias: la deshidratacion y la
deshidratacion térmica osmotica [80-82].

La deshidratacion osmdtica, es especialmente utilizada en carnes, frutas y vegetales.
En este proceso se reduce el agua disponible mediante la inmersion del alimento en
una solucién concentrada. Entre los solutos frecuentemente utilizados, destaca las
sales como cloruro de sodio, nitrato de potasio, nitritos y otros nitratos para la
preservacion de carnes y quesos. El salado es un proceso de miles de afios que
genera un producto estable en el tiempo, sino que también dichas sales sirven como
preservativos protegiendo el alimento de la mayoria de microorganismo. Otros solutos
empleado para preservar las frutas consiste en la adicion de azucares para provocar la
deshidratacion del alimento [9,10,82].
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Este método tiene algunas desventajas, siendo la principal desventaja que modifica las
propiedades organolépticas del producto tal como: color, aroma, textura, aumento de
la salinidad, disminucion de la acidez entre otras caracteristicas que difieren al
producto fresco. Otra limitacion es el manejo de los almibares, su composicion,
concentracion, reciclado, solutos empleados afectan el costo del almibar lo cual limita
su uso. De igual manera a lo descrito para la adicién de sales puede alterar las
propiedades organolépticas del alimento [10].

Otra manera de disminuir la actividad del agua, diferente a la adicion de solutos, es el
secado. Este método ha sido utilizado a través de los siglos, primero mediante la
exposicion al sol y ahora haciendo uso de sofisticados equipos automatizados. El
secado reduce la actividad del agua preservando al alimento del crecimiento de
microorganismos y el deterioro por reacciones quimicas. Esto se logra principalmente
calentando el alimento directamente o mediante cambios de presion y temperatura con
el fin de evaporar el agua presente en la muestra. La técnica de secado no puede ser
utilizado para todos los alimentos. A pesar de ser un método altamente efectivo,
posee efectos secundarios no deseado en el alimento, como pardeamiento, perdida de
color aroma, textura, perdida de vitaminas y proteinas entre otros aspectos que
modifican las propiedades nativas del alimento [80-82].

4.1.5. Modificacion del pH

El termino pH se emplea para referirse a la concentracion de iones hidrogeno en un
determinado compuesto. Este paramento ejerce un papel controlador en las
principales reacciones quimicas, bioquimicas y microbiolégicas que ocurren en los
alimentos. En consecuencia, su modificacion puede evitar la proliferacién y deterioro
de los alimentos. El modo de accion de la variacion del pH puede ser a nivel de
desnaturalizacion de enzimas y otras proteinas, aumento de la permeabilidad en la
membrana hacia los protones y la disminucién del pH citoplasmatico. Todo esto afecta
el metabolismo del microorganismo y evita su crecimiento [10].

La disminucién del pH favorece la eficiencia de otros métodos de esterilizacién, por lo
que su uso combinado aumenta la eficiencia de la preservacién. En el caso de la
preservacion por calentamiento, pH bajos requieren de una menor temperatura para
lograr la esterilizacion. De igual modo, aumenta la eficacia de algunos preservativos
quimicos en la eliminacion de microorganismos, respecto a su utilizacion sin el acido.
Otra ventaja de la acidificacion, es que a los consumidores les agrada el sabor acido
en los alimentos [80,83]. Para modificar el pH se puede agregar acidulantes como el
acido acético, citrico, ascorbico y lactico o mediante la accién de microorganismos que
liberan acidos al medio durante su metabolismo [10,84]. EIl desarrollo de estos
microorganismos es controlado por la propia acciéon de estas sustancias acidas,
especialmente 4cido lactico o acido ascético [10].

4.2. Métodos de preservacion alternativos

Los métodos tradicionales de preservacion de alimentos, frecuentemente modifican las
caracteristicas organolépticas del alimento, provocan la perdida de nutrientes e incluso
la estructura de los mismos. En consecuencia, cada dia aumenta la demanda de
alimentos que sean de facil consumo y tengan alta calidad nutricional, aroma y sabor
lo més similar posible a los alimentos frescos o0 minimamente procesados [76]. En
respuesta a este movimiento, en los afios recientes la industria alimentaria ha
incrementado su interés en disefiar nuevos métodos que aunque preserven el
producto, conserven la calidad, tengan bajo impacto ambiental y tengan sobre el
producto un valor agregado. Las nuevas metodologias abarcan desde métodos fisicos
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hasta quimicos, siendo el uso de compuestos microbianos de origen natural una
estrategia que ha cobrado fuerza en los ultimos afios [15].

5. Consideraciones finales y expectativas futuras

Las ETAs contintian siendo un grave problema a nivel mundial, afectando no solo a los
paises en via de desarrollo sino también a los paises desarrollados. Sumado al hecho
de que muchos patdgenos alimentarios, estan adquiriendo resistencia a los
antibioticos que sirven para el tratamiento de pacientes afectados, asi como muchos
procesos de preservacion y manipulacion inadecuados empleados en la industria de
alimentos, hace con que la tecnologia e inocuidad alimentaria sea fundamental para
prevenir brotes de ETAs. Se debe promover la investigacion de nuevos métodos de
preservacion de alimentos que eviten la entrada o eliminen al patdégeno de la cadena
alimentaria antes que llegue al consumidor. Estas estrategias deben satisfacer la
creciente demanda de alimentos frescos, naturales e higiénicos. La aplicacién de la
ciencia y tecnologia de alimentos, persigue proporcionar herramientas adaptadas a la
necesidad real de mantener servicios adecuados en todos los niveles productivos de la
cadena de alimentacién. La busqueda de elementos naturales que puedan ser
empleados como preservante es muy beneficioso para la industria de alimentos ya que
presenta ventajas como ser biodegradable, menos toxico que otras sustancias
coadyuvantes, no desequilibrar la biodiversidad de los agroecosistemas, no alterar las
caracteristicas organolépticas del producto, todo esto tendria gran impacto en la
economia ya que, al contar con un buen control de los microorganismos, se
prolongaria el tiempo de vida util del alimento en anaquel, protegiéndolo de la
putrefaccion, perdida de color, sabor y valor nutritivo. Por esto, los alimentos
producidos tendrian una mejor calidad y lo que se veria reflejado en las ventas del
producto. Ademas, podria generar brechas de gran interés para la industria
farmacéutica porque a partir de un producto con capacidad para inhibir
microorganismos se pueden originar nuevos antibiéticos para el control de patégenos.
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CAPITULO 5

Caracteristicas nutracéuticas, herramientas de cultivo y
estudio genotoxico de Spirulina

Andressa Ribas Barreto, Maria Angélica Oliveira Linton
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Resumen

La Spirulina como producto o suplemento alimenticio ha permanecido en la dieta de
muchas sociedades por siglos. En los ultimos afios se ha evidenciado un auge en el
consumo de microalgas como alimento en paises occidentales, lo que trajo la
necesidad de garantizar productos libres de elementos téxicos. El cultivo de Spirulina
puede ser muy variado, siendo los sistemas abiertos los mas utilizados para
produccién de biomasa. Diversos medios de cultivo se han propuesto para el
mantenimiento y desarrollo de Spirulina, buscando aumentar la produccion y
rendimientos tanto en biomasa como en bioproductos, y disminuir los costos. Asi,
medios de cultivo con adicién de fertilizantes inorganicos del tipo NPK pueden servir
como una fuente alternativa importante, ya que tienen altas concentraciones de los
nutrientes requeridos por la microalga para generar biomasa. Spirulina posee una
composicién quimica que la acredita como un alimento altamente nutritivo, esto por la
alta proporcién de proteinas, aminoacidos esenciales y otros compuestos de
importancia alimentaria. Ademas, Spirulina contiene compuestos bioactivos que le
proporcionan caracteristicas para ser catalogada como un alimento funcional.
Productos con estas condiciones, deben tomar en consideracion efectos colaterales
por sustancias toxicas. Pruebas simples, especificas y econdmicas, como la prueba de
Allium cepa, se presenta como una metodologia que garantiza la evaluacién
genotoxica y la actividad antiproliferativa de la biomasa de Spirulina con fines de
alimentacion.

Palabras clave: Alimento funcional, Allium cepa, biomasa, microalgas.

1. Introduccién

En las Ultimas décadas, el cultivo industrial de microalgas ha aumentado debido al
potencial estos microorganismos poseen para desarrollar aplicaciones comerciales.
Actualmente, las microalgas se usan en muchas actividades y para diversos
propésitos, tales como produccion de: biopigmentos y antioxidantes, marcadores
fluorescentes, enzimas, medicamentos, exopolisacéaridos (utilizados como agentes
gelificantes, emulsionantes, floculantes y humectantes) y diferentes nutrientes, como
vitaminas, proteinas, minerales, lipidos, carbohidratos y compuestos quimicos de
interés cosmético / farmacéuticos [1].

El consumo de microalgas como fuente de alimento humano se remonta al siglo XIV
en el Imperio Precolombino. Sin embargo, su experiencia comercial tiene algunas
décadas, desde principios de la década de 1950, cuando debido al aumento incipiente
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de la poblacién mundial, aparecieron fuentes alternativas de proteinas con el objetivo
de equilibrar la posible escasez de alimentos [2].

Luego, las microalgas aparecieron como una buena fuente de proteinas y continuaron
como tales, pero también con creciente interés debido a los ingredientes bioactivos
gque se encuentran en estos microorganismos, lo que les da un gran potencial como
fuente de alimento y moléculas funcionales [3]. Las evaluaciones nutricionales han
demostrado que la biomasa de microalgas es beneficiosa como suplemento dietético o
sustituto de las fuentes convencionales de proteinas [4].

En las ultimas tres décadas, aumentd el nimero de investigaciones y empresas
relacionadas con produccion de productos y derivados microalgales. Algunas de estas
empresas han estado en el mercado durante muchos afios y han producido con éxito
la biomasa de estos organismos comercializandolos en forma de cépsulas, tabletas y
polvo [5].

La biomasa de microalgas se clasifica como "suplemento dietético" segun el Centro de
Seguridad Alimentaria y Nutricion Aplicada de la FDA (Food and Drug Administration)
de los Estados Unidos de Norteamérica. En Brasil, las microalgas se han incluido en la
lista de nuevos ingredientes aprobados por los Comités Asesores Técnico-Cientificos
sobre Alimentos Funcionales y Nuevos Alimentos (CTCAF), Anvisa (Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), siempre que el producto final para el cual sea agregado la
microalga, esté debidamente registrado [6].

Para reducir posibles acciones tdxicas, se han desarrollado diferentes métodos de
deteccion, incluida la deteccion rapida. Varios estudios han demostrado que las
pruebas en plantas son adecuadas para detectar el potencial genotoxico de diferentes
contaminantes. Allium cepa es una de las especies mas utilizadas para el estudio de
toxicidad general, de citotoxicidad y genotoxicidad. También proporciona resultados
comparables a otros sistemas de prueba, utilizando muchos organismos diferentes,
tanto eucariotas como procariotas [7]. La utilidad de la prueba de A. cepa para
productos alimenticios ya se ha demostrado con éxito [8]. El cultivo de microalgas para
fines alimentarios debe tener una calidad nutricional y toxicolégica adecuada a las
reglamentaciones nacionales e internacionales que garanticen la seguridad del
consumidor para el consumo del producto. Esta revisibn persigue mostrar
caracteristicas generales del potencial de la Spirulina a nivel de la industria de
alimentos, sistemas de produccion y la prueba de A. cepa como alternativa para
evaluaciones tOxicas y antiproliferativa en la biomasa con fin comercial.

2. Proceso de produccién de biomasa microalgal

Las microalgas tienen un gran potencial en la generacién de productos de interés
biotecnoldgico e industrial. Entre estos, la produccion de biocombustibles y energia es
de gran repercusién debido a su naturaleza como fuente renovable. Asimismo, la
produccion de biomasa y subproductos destinados a alimentos, suplementos
alimenticios, nutracéuticos, productos quimicos y farmacéuticos ha hecho que muchos
inversores vean a la industria de las microalgas como un gran potencial de inversion

[9].

Los sistemas de cultivo utilizados para mantener el crecimiento de microalgas son de
dos tipos: sistemas abiertos o cerrados. Entre los diferentes tipos de disefio de
sistemas abiertos, los mas populares por lo relativamente facil de construir, mas
econdmicos y simples en relacion al sistema cerrado son el tanque de canalizacion
(raceway) y el tanque circular, mientras que los sistemas cerrados incluyen el
fotobiorreactor, que puede ser de tipo tubular, de placa plana e hibrido [10]. La
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comprension de los aspectos hidrodindmicos y la tecnologia de los fotobiorreactores
escalables son aspectos que deben tenerse en cuenta para obtener buenos
rendimientos [11].

En el sistema abierto, la superficie es iluminada con el sol, por lo que el cultivo de
microalgas es impactado con la intensidad de iluminacion. Esto en la practica hace con
que en los paises donde se proporcione un clima tropical se mejoren los rendimientos
de produccién en relacién a los que poseen periodos estacionales [12]. La profundidad
de estos tanques de cultivo debe estar entre 35 y 40 cm para garantizar el paso de la
luz al fondo del reactor. Sin embargo, el uso de sistemas abiertos para el secuestro de
CO; no es ventajoso debido al corto tiempo de residencia del gas en el cultivo, lo que
ofrece poco tiempo para la fijacién de CO, proveniente de los gases de combustién por
parte de las microalgas. Una de las desventajas de los sistemas abiertos es la pérdida
de agua por evaporacién y posibles problemas de contaminacion [13].

Por otro lado, los sistemas cerrados proporcionan mejores rendimientos de biomasa,
con algunas ventajas, como la reduccion de la contaminacion lo que genera un cultivo
axénico, permitiendo el control de parametros como son temperatura, pH, luz,
concentracion de CO,, asi como evita la pérdida de CO,, evaporacién del agua,
proporcionando altos rendimientos de bioproductos. Los sistemas cerrados que se
utilizan actualmente son fotobiorreactores tubulares verticales u horizontales e hibridos
[14]. Los fotobiorreactores tubulares y de placa plana son los mas utilizados para el
cultivo de microalgas a escala piloto y de laboratorio. Estos fotobiorreactores se basan
en el principio de tener una gran relacion superficie/volumen (S/V), uso 6ptimo de CO,
y una mezcla adecuada. Los fotobiorreactores tubulares (airlift o columna de burbujas)
parecen ser los mas adecuados para el secuestro de CO,, debido a la mezcla
homogénea, mayor transferencia de gas, menos estrés hidrodindmico, facil de
construir y altamente productivos. Los fotobiorreactores de placa plana son costosos
de construir, por lo que no son factibles para uso industrial. Los fotobiorreactores
hibridos son la combinacion de al menos dos tipos diferentes de fotobiorreactores, por
lo que las desventajas de uno se cubren con las ventajas del otro y viceversa. Se han
estudiado muchas configuraciones que muestran resultados convenientes [15-17].

Hay un proceso complejo de transferencia de CO, en los fotobiorreactores. En el
proceso de aireacion de gas en el fotobiorreactor, su rendimiento de transferencia de
masa y la velocidad de la reaccion bioquimica dependen de factores como el tipo y la
configuracion del fotobiorreactor, el rango diferente de las condiciones de operacion, la
influencia de las propiedades fisicoquimicas en la hidrodindamica debido a la alta
viscosidad, el medio de cultivo, el comportamiento reolégico, el método de medicién
utilizado, el tamafio de las burbujas, el tiempo de retencion de gases, la concentracion
de CO,, el &rea de contacto y la relacién gas-liquido [13].

El desarrollo de fotobiorreactores es uno de los principales pasos que deben
entenderse para obtener una produccion eficiente de biomasa de microalgas y
bioproductos. Se deben tener en cuenta algunas consideraciones al configurar el
sistema durante su instalacién para la produccion de bioproductos y el cultivo de
ciertas microalgas. Los fotobiorreactores cerrados son esenciales para producir
compuestos con alto valor agregado.

La rapida tasa de crecimiento junto con una alta productividad, significa que la
produccion de biomasa de microalgas tiene un futuro prometedor. Se han llevado a
cabo varias investigaciones sobre el uso de microalgas para obtener productos con
aplicabilidad industrial [18-20]. El proceso de produccion de biomasa de microalgas se
puede dividir en dos fases: procesamiento ascendente (USP) y procesamiento
descendente (DSP). USP corresponde a los pasos anteriores del sistema de cultivo
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que involucra cuatro areas: (i) la cepa de microalgas, (i) suministro de carbono, (iii)
fuente de nutrientes (nitrégeno / fésforo) y (iv) fuente de iluminacién. EI DSP incluye
todos los procesos involucrados directamente desde el reactor o sistema de cultivo.
Implican técnicas de cosecha y biorefineria para obtener diferentes tipos de productos
a partir de biomasa, que pueden comercializarse [21].

3. Sistemas de cultivos de microalgas

El cultivo exitoso de microorganismos fotosintéticos depende de varios factores como
la iluminacion, la temperatura, la transferencia de gases, el pH, la agitacion y la
disponibilidad de nutrientes, estos se suministran adecuadamente a través de los
recipientes de reaccién [22].

El cultivo fotosintético de microalgas depende esencialmente del suministro de energia
luminosa a las células. Los fendmenos de foto limitacién y foto inhibicion son
frecuentes en cultivos con poca iluminacion, lo que causa pérdidas significativas del
rendimiento cinético en los biorreactores [23]. Ademas de los aspectos cuantitativos,
debe considerarse la naturaleza cualitativa de la luz incidente en los sistemas. Se
puede utilizar iluminacién natural o artificial dependiendo de las caracteristicas
requeridas en los sistemas de cultivo. Aspectos como la ubicacion, las variaciones
estacionales, las variaciones sobre el fotoperiodo son los principales problemas de los
sistemas con luz natural [24].

La composicion de la biomasa microalgal se compone basicamente de carbono,
nitrégeno y fésforo, en proporciones aproximadas de 50, 8 y 1%, respectivamente [25].
En consecuencia, la disponibilidad de estos nutrientes es esencial para la
multiplicacion celular en biorreactores. A nivel del cultivo fotosintético, el dioxido de
carbono es la principal fuente de carbono utilizado en los cultivos [26]. Después del
carbono, el nitrégeno es el segundo elemento limitante de los cultivos de microalgas.
El nitrato es la fuente habitual, aunque la urea, el amoniaco y las fuentes organicas
son asimiladas por innumerables especies [27]. Finalmente, el fésforo es el tercer
elemento de mayor demanda en estos sistemas. El fosforo reactivo es facilmente
asimilable, aunque el fésforo hidrolizable con acido y el fésforo organico se usan de
manera eficiente [28].

4. Cultivo de microalgas y fertilizantes agricolas

Durante las Ultimas décadas, se han realizado varios estudios para desarrollar
formulaciones de medios para el cultivo de diferentes especies de microalgas. Asi, las
variaciones en las proporciones de las sales [29,30] y la sustitucion de sales
inorganicas de pureza analitica por fertilizantes agricolas como nutrientes [31-34] son
dispositivos que tienen como objetivo mejorar el rendimiento de la biomasa y los
productos de microalgas, asi como reducir los costos en el proceso.

Cultivos de Spirulina platensis utilizando superfosfato simple (P,OsCaS), cloruro de
potasio (KCI), nitrato de sodio (NaNO3), cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio
(MgSQ,), cloruro de calcio (CaCl,) y bicarbonato de sodio (NaHCO3) mostré la misma
produccion de biomasa y clorofila en comparacién con el medio Zarrouk, utilizado
tradicionalmente para este género. Desde el punto de vista de la escala, el medio
alternativo era muy econémico en relacién con el medio Zarrouk [35].

Bajo diferentes condiciones de cultivo y diferentes concentraciones de bicarbonato y
nitrato de sodio, el crecimiento y la productividad de la biomasa de Arthrospira
platensis aumenté con las concentraciones méas altas de bicarbonato de sodio



Caracteristicas nutracéuticas, herramientas de cultivo y estudio genotéxico de Spirulina 82

utilizadas (16 g L™) lo que indica que el bicarbonato de sodio es el factor con mayor
influencia en la produccién de biomasa [29].

Las modificaciones realizadas en el medio Zarrouk con la eliminacion de cinco
micronutrientes (boro, manganeso, cobre, zinc y molibdeno) y con la sustitucién de
nitrato de sodio por nitrato de potasio, mostraron un alto rendimiento para el
crecimiento de Spirulina platensis, aumentando la tasa de crecimiento biomasa y
clorofila-a. Este medio Zarrouk modificado puede usarse como una variante de bajo
costo para el cultivo de cepas de Spirulina platensis [30].

Ramirez-L6pez et al. [36] desarrollaron un nuevo medio para el cultivo de Chlorella
vulgaris con el fin de aumentar la concentracion de biomasa y lipidos. La composicién
del medio mostré una disminucion en las concentraciones de nitrégeno de hasta un
50% en comparacion con los medios de cultivo convencionales (BBM, medio basal de
Bold y HAMGM, medio de crecimiento minimo altamente asimilable). El nuevo medio
formulado en este trabajo demostrd ser una alternativa prometedora para el cultivo de
microalgas a gran escala, lo que resultd en un aumento en la concentracion de
biomasa y lipidos en un 40% y 85%, respectivamente. Las variaciones vy
modificaciones de nutrientes en el medio de cultivo se reflejan en las caracteristicas
bioquimicas de las células de microalgas. Por lo tanto, Chia et al. [37], al evaluar tres
medios de cultivo comerciales (LC Oligo, Chu 10 y WC) en crecimiento, contenido de
biomasa y composicion bioquimica de Chlorella vulgaris, encontraron una mayor
densidad celular en el medio LC Oligo, siendo menor en el medio Chu 10, mientras
que las concentraciones y los rendimientos de carbohidratos, lipidos y proteinas fueron
mayores en el medio Chu 10 y LC Oligo.

La limitacion de nutrientes es un factor eficiente para aumentar el contenido de lipidos
en la biomasa de microalgas. Bajo condiciones de nitrégeno (2.5 mg L) y fésforo (0.1
mg L7, las cepas de Scenedesmus sp acumulan 30 y 53% de los lipidos
respectivamente en su biomasa [38]. Las altas concentraciones de nitrogeno, fésforo y
potasio que tienen los fertilizantes inorganicos, hacen que se puedan utilizar como una
fuente alternativa en la formulacion de medios para el cultivo de microalgas, con el
objetivo de mejorar el rendimiento [33].

5. Spirulina, caracteristicas generales

Las especies de Spirulina son organismos procariotas fotosintéticos con morfologia
filamentosa que pertenecen al filo Cyanobacteria. Las especies mas utilizadas en la
industria alimentaria son S. maxima, S. platensis y S. fusiformis [39]. El género
Spirulina tiene un valor comercial excepcional en la industria alimentaria y esta
clasificado como un organismo con alto valor nutricional debido al alto contenido de
proteinas que presenta [40]. El valor nutricional de la Spirulina ya era conocido por los
aztecas, quienes recolectaron estas microalgas del lago Texcoco, cerca de la Ciudad
de México; asimismo, en Africa, cerca del lago Chad, donde los miembros de la
poblaciéon de Kanembou recolectan Spirulina y la procesan para su consumo y venta
en el mercado local [2].

Spirulina es rica en vitaminas, minerales, B-caroteno, acidos grasos esenciales y
antioxidantes; se ha utilizado como suplemento alimenticio para humanos y animales
en la dltima década [41]. Ademas, presenta aplicaciones terapéuticas extremadamente
diversas como la actividad antitumoral, la reducciéon de la hiperlipidemia, el efecto
antidiabet6geno, el efecto antihipertensivo, el modulador del sistema inmune, entre
otros [42].
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Hay un creciente interés en la Spirulina para fines alimentarios. Muchos paises lo usan
como alimento para animales y suplemento alimenticio vendido en forma de capsulas
y tabletas, ademés de ser utilizado en la industria cosmética y alimentaria, ya que es
una fuente de ficocianina, utilizado como tinte natural [43].

Spirulina con un 60-70% de contenido proteico en peso seco, es considerado un
alimento altamente proteico, superior a cualquier otra fuente alimentaria Tabla 1. Las
proteinas presentes son de alta calidad con presencia balanceada de aminoéacidos
esenciales lo que trae ventajas al consumidor en términos de mejoras profilacticas
para mantener un buen estado de salud [44]. Algunos autores describen un
comportamiento, del perfii de aminoacidos, en varias microalgas con altas
proporciones de leucina y acido glutamico, y bajas tasas de cisteina, metionina y
triptofano [45-47]. El consumo diario para suplir las necesidades nutricionales
mediante biomasa de Spirulina es de 25 g d* [48].

Produto Proteinas Carbohidratos Lipidios
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
S. platensis 51 14 7

Tabla 1. Composicién general de diferentes fuentes de alimentos (% de materia seca)
Modificado de Ramirez [49].

La pared celular estd conformada por polisacéridos digeribles, por lo que Spirulina
presenta alta digestibildad. Los polisacaridos extracelulares pueden presentan gran
potencial para utilizarse en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética como
estabilizante, espesantes, emulsificantes [50]. Presenta un alto contenido de &cidos
grasos poliinsaturados esenciales para mantener un buen estado de salud entre los
que se destacan el acido y-linolénico, a-linolénico y el &cido araquidénico. Algunos
estudios han demostrado el potencial de estos carbohidratos y lipidos para generar
biocombustible para el desarrollo de tecnologias limpias y sustentables [51].

Los pigmentos presentes en Spirulina son de importancia comercial a diferentes
niveles industriales. El B-caroteno es abundante en Spirulina, siendo bien conocido por
la actividad pro-vitamina A y sus efectos sobre la vision y el sistema inmunoldgico.
Ademads, la actividad antioxidante de los carotenoides se asocia con la prevencién del
cancer, la arteriosclerosis, las enfermedades degenerativas y el envejecimiento [52].

Ademéas de los carotenoides y clorofilas, otros pigmentos accesorios, como
ficobiliproteinas, ficoeritrina y ficocianina son sintetizados por Spirulina. Estos
pigmentos se han utilizado como marcadores de fluorescencia no radiactivos cuando
se unen de forma covalente a anticuerpos, proteinas A, biotina, lecitina y hormonas.
Ademéas de esta aplicacion, las ficobiliproteinas tienen una importante actividad
antioxidante y antiinflamatoria. Debido a la estabilidad de las moléculas, la ficocianina
se usa en la formulacién de cosméticos como perfumes y maquillaje de ojos [53].

Spirulina también posee cantidades importantes de vitaminas del complejo B, E,
biotina, &cido félico, inositol, estas estructuras tienen sus aplicaciones consolidadas a
nivel del sistema inmunitario, a través de la actividad antioxidante, la formacion de
células y la coagulacion de la sangre.
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6. Composicion quimica como fuente de alimentos funcionales o nutracéuticos

Un alimento funcional o nutracéutico est4 formado por elementos que, ademas de
proporcionar nutrientes, tienen un beneficio para una o mas funciones del organismo
humano, mejorando su estado de salud y reduciendo el riesgo de futuras
enfermedades. Dichos productos pueden variar desde nutrientes aislados,
suplementos dietéticos en forma de capsulas; hasta productos de disefio beneficioso,
productos a base de hierbas y alimentos procesados como cereales, sopas y bebidas.
A nivel de clasificacion quimica, los compuestos con actividad biolégica se pueden
clasificar en grupos como probiéticos y prebioticos, compuestos fendlicos, alimentos
sulfurados y nitrogenados, pigmentos y vitaminas, fibras y acidos grasos
poliinsaturados [54].

Algunas proteinas, péptidos y aminoacidos tienen funciones bioldgicas asociadas con
los beneficios nutricionales y la salud humana. De esta manera, como la mayoria de
las especies de microalgas, Spirulina tiene contenidos superiores al 50% de proteina
en peso seco, estos biopolimeros pueden usarse como nutracéuticos o incluirse en
formulaciones alimentarias funcionales. Ademas de las propiedades hipolipidémicas e
hipoglicémicas, la ingesta de proteinas unicelulares se asocia con niveles reducidos de
colesterol y triglicéridos. Finalmente, algunas proteinas estan asociadas con la
estimulacioén de la produccién de la hormona colecistoquinina, que regula la supresion
del apetito y, por lo tanto, se han considerado en la formulacién de alimentos
funcionales contra la obesidad. A nivel enzimatico, se han identificado algunas
metaloenzimas como la superdxido dismutasa en células microalgales, cuya actividad
estd asociada con la proteccién contra el dafio oxidativo en las células [55].

Ademas del colesterol, algunas especies de microalgas producen esteroles no
convencionales tales como brasicasterol, campesterol, estigmasterol y silosterol.
Debido a los altos niveles de esteroles, estas especies se han utilizado en la
formulacion de dietas para el crecimiento de juveniles, especialmente las ostras. De
manera controvertida, aunque se reconoce que los niveles altos de colesterol estan
asociados con riesgos para el sistema cardiovascular, los esteroles de las microalgas
marinas parecen mostrar actividad hipocolesterolémica en humanos [56].

El contenido y la composicién de los lipidos en las microalgas varian entre las
especies y las condiciones del habitat. Los compuestos lipidicos mas estudiados en
las microalgas son los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga como los &cidos
eicosapentaenoicos (EPA, 20: 5 w-3), docosahexaenoico (DHA, 22: 6 w-3),
araquidénico (ARA, 20: 4 w -6) y gamma-linolénico (GLA, 18: 3 w-6). La importancia
de estos compuestos se basa en la incapacidad del ser humano para sintetizar
algunos acidos grasos, por lo que se denominan &acidos grasos esenciales [54].

Los carotenoides son otra clase importante de pigmentos que se encuentran
abundantemente en las microalgas. Son bien conocidos por su actividad pro-vitamina
Ay B-caroteno y su efecto beneficioso sobre la visién y el sistema inmunoldgico. La
actividad antioxidante de los carotenoides se asocia con la prevencion de cualquier
tipo de céncer, envejecimiento y enfermedades degenerativas [57].

7. Estudio genotoxico utilizando la prueba Allium cepa

El sistema de prueba Allium cepa tiene como objetivo identificar posibles efectos
téxicos, evaluando la genotoxicidad, la citotoxicidad y la actividad mutagénica,
sirviendo como bioindicador. La prueba de A. cepa estad validada por el Programa
Internacional de Seguridad Quimica (IPCS, OMS) y por el Programa Ambiental de las
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Naciones Unidas (PNUMA), y se considera una prueba eficiente para el andlisis y el
monitoreo in situ de la genotoxicidad de las sustancias ambientales [58].

La prueba Allium cepa ha sido utilizada por muchos investigadores principalmente
como un bioindicador de contaminacion medioambiental [59], para extractos crudos de
cianobacterias [60], asi como para evaluar el potencial genotéxico de plantas
medicinales [61, 62], microalgas [63], aditivos y preservantes de alimentos [64, 65].

La prueba de Allium cepa es importante ya que es un excelente modelo in vivo, donde
las raices crecen en contacto directo con la sustancia de interés que permite predecir
el posible dafio al ADN celular. Por lo tanto, los datos se pueden extrapolar para toda
la biodiversidad animal y vegetal. El andlisis de las alteraciones cromosémicas puede
ser igual a la prueba de mutagenicidad principalmente para la deteccion de
alteraciones estructurales; sin embargo, también es posible observar alteraciones
cromosomicas numéricas.

La prueba Allium cepa es uno de los pocos métodos directos que mide el dafio en
sistemas que estan expuestos a mutagenos o carcindégenos potenciales, y permite la
evaluacion de los efectos de estos dafios a través de la observacion de alteraciones
cromosOmicas. Para esta tarea, es necesario que la muestra permanezca en division
mitética constante, buscando identificar los efectos téxicos y las alteraciones durante
un ciclo celular; y la prueba Allium cepa ha sido ampliamente utilizada para este
propésito. Es ventajoso utilizar el sistema de prueba Allium cepa, ya que su
componente principal es una planta vascular, convirtiéndolo en un excelente modelo
genético para evaluar contaminantes ambientales, detectar mutagenos en diferentes
entornos y evaluar desde mutaciones puntuales hasta alteraciones cromosomicas [66].

La prueba Allium cepa ha demostrado ser importante para la evaluaciéon de la
genotoxicidad celular en vista al sistema de enzima oxidasa capaz de metabolizar
hidrocarburos policiclicos que poseen las células Allium cepa. Aunque se ha
demostrado que otros sistemas de prueba son sensibles para esta deteccién, los
resultados de la prueba Allium cepa deben considerarse como bioindicadores. Los
estudios sobre sensibilidad y correlacion entre los sistemas de prueba son
fundamentales para una evaluacion mas precisa de los riesgos ambientales y para
extrapolar los datos a otros grupos de organismos albos. Existe una alta sensibilidad y
una buena correlacién con las pruebas de mamiferos y la misma sensibilidad que los
sistemas de prueba de algas y linfocitos humanos en comparacion con Allium cepa
[67].

La cebolla es un bioindicador eficiente para observar la aparicién de citotoxicidad y
genotoxicidad, y sus cromosomas son faciles de analizar segun los tamarios, el
namero y las morfologias. La prueba de Allium cepa es un método directo que se
puede usar para medir el dafio a los sistemas que estan expuestos a mutdgenos o
carcinégenos potenciales, y que permite evaluar los efectos mediante la observacion
de cambios cromosOomicos. Para eso, es necesario que el organismo en estudio
permanezca en divisibn mitGtica constante, lo que permite identificar los efectos
toxicos y las alteraciones a lo largo del ciclo celular [7].

Para la preparaciéon de la prueba, los bulbos de Allium cepa se deben colocar en
contacto a nivel de la raiz con un recipiente que contenga agua destilada, esto a
temperatura ambiente (x 26°C) durante 72 h, aireados constantemente y con
fotoperiodo claro/oscuro de 12 h, hasta que se obtengan raices con aproximadamente
1,0 cm de longitud. Se recomienda realizar este procedimiento por quintuplicado.
Luego, las raices se recogen y se fijan en etanol: acido acético (3:1) durante 24 h 'y
posteriormente se almacenan en etanol al 70% en refrigeracién hasta la preparacion
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de las laminas portaobjetos. La preparacion y evaluacion de las raices en laminas
portaobjetos, se realiza tomando en consideracién un promedio de dos portaobjetos
por bulbo y para su andlisis 1,000 células por bulbo, al realizar por quintuplicado la
evaluacion de cada tratamiento, se totalizaran 5000 células para cada condicion. Las
raices se hidrolizan en HCI 1 N cada 5 minutos, posteriormente se lavan en agua
destilada y se colorean con orceina acética al 2% [68]. La region meristematica se
rompe con la ayuda de un pequefio palo de vidrio y se coloca encima un cubreobjetos
para luego observar microscGpicamente a 40X. Al final se realiza el calculo del indice
mitético (IM) con base en el porcentaje de células en division ademas de las
aberraciones celulares evaluadas. Al momento de esta evaluacion, es interesante
evaluar controles tanto positivos como negativos. En el caso de control negativo, se
emplea agua destilada, ya para el control positivo se puede utilizar glifosato, ya que
este ha demostrado su capacidad como inductor de alteraciones en las células
meristematicas de Allium cepa [69].

8. Consideraciones finales

El uso de Spirulina como alimento y suplemento alimenticio representa una realidad
que ha aumentado en los Ultimos afios en el mercado comercial. A medida que
aumenta la demanda del producto, nuevas estrategias de produccion, tanto en el
disefio y operaciones en el sistema de cultivo, como en la composicion del medio, son
fundamentales para generar mayores rendimientos de produccién de biomasa a
relativamente bajos costos que permitan ser competitivos en el mercado. Este tipo de
productos busca generar alternativas nutritivas que ademas proporcionen efectos
nutracéuticos, esto aprovechando la cantidad de compuestos bioactivos que
presentan. Sin embargo, la evaluacion toxicolégica es fundamental para garantizar un
producto adecuado para consumo. El proporcionar pruebas econémicas y efectivas
como las presentadas por la prueba Allium cepa, genera alternativas viables para
realizar evaluaciones genotdxicas y estudios antiproliferativos en la biomasa de
Spirulina destinada a consumo.
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