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Resumen

El uso del lactosuero en aplicaciones agricolas es una opcion para disminuir el impacto
ambiental que ocasiona cuando se vierte sin control. El propésito de este trabajo fue medir la
fitotoxicidad del suero dulce que se genera durante la elaboraciéon de queso fresco en semillas y
plantulas de alfalfa (Medicago sativa L.) y maiz (Zea mays L.) como organismos de prueba-
objetivo. Se realizaron cuatro experimentos individuales en el laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana del CICM-ICBUAP en la ciudad de Puebla, México durante junio a diciembre de 2018
y enero de 2019, bajo condiciones controladas, tanto en cajas Petri con medio de cultivo y en
germinadores con soporte, en un disefio experimental completamente al azar (DECA)
con cinco tratamientos (4, 8, 12, 16 y 20% de lactosuero y un control de agua potable). Las
variables evaluadas fueron la concentracion letal (CLsy), por inhibicion de la germinacion en ambas
semillas y la concentracion subletal (CSL), por disminucién del desarrollo de germinados y plantulas.
Los resultados obtenidos indican que el lactosuero dulce tiene una CLsy-5 de 53% y una CSL-10 de
12% en semillas de alfalfa (p< 0.05) y una CLs,-60 de 20% en plantulas de alfalfa y una CLs-20 de
20% en plantulas de maiz. Se observ6 a 60 dias que, a concentraciones entre 4 y 6%, el suero dulce
tiene un efecto promotor de crecimiento en plantulas de alfalfa (p< 0.05) concluyendo que es posible
utilizar el lactosuero diluido en practicas agricolas sustentables de manera segura.
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Introduccion

En la industria del queso, de 100 L de leche procesada se obtienen entre 85y 90 L de suero con
retencion hasta de 55% de los nutrientes de la leche (Utama et al., 2017; Montalvo-Salinas et al.,
2018). A nivel mundial se generan al afio entre 180-190 millones de toneladas de lactosuero
(Guerrero-Rodriguez et al., 2012; Mieles-Cedefio et al., 2018). En México, se generan mas de
2.4 millones de toneladas anuales de suero, pero sélo 50% es procesado (Mazorra-Manzano y
Moreno-Hernandez, 2019), el resto se desecha a los cuerpos de agua o en el suelo y ocasionan
un grave dafio ambiental (Dainka et al., 2019).

Gonzélez (2012) reporta una demanda bioldgica oxigeno (DBO) de 40 g L™ y una quimica
(DQO) de 60 g L™ con un indice de biodegradabilidad (DBO5/COD) entre 0.4 a 0.8 que rebasan
los limites permitidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, sobre los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales para uso agricola,
que es de 0.2 g L™ (DOF, 1997). Ramirez (2012) equipara la fuerza contaminante de 5 L de
lactosuero a la de las aguas negras producidas en un dia por una persona.

Para aprovechar la lactosa, proteinas y microelementos del lactosuero (Chandrapala et al., 2015;
Andrade et al., 2017), se han realizado diversos estudios para aplicarlo en alimentacion humana
y animal, elaboracién de bioplasticos y fertilizantes (Quille et al., 2021) y para riego agricola
(Aragjo et al., 2017; Krause et al., 2017; Araujo et al., 2020). Donde predominan las queserias
con baja tecnificacion (Faria et al., 2002; Villegas-Soto et al., 2018), el uso de lactosuero dulce en
aplicaciones agricolas representa una buena opcion.

Cuando el suero se vierte en el suelo agricola afecta fisica y quimicamente su estructura
(Carvalho et al., 2013) y por tanto disminuye el rendimiento agricola (Parra, 2009; Aradjo et al.,
2013). Sin embargo, en otros estudios se ha demostrado que mejora la agregaciéon del suelo
(Kelling, 1981) y su fertilidad (Robbins y Lehrsch, 1998; Jones et al., 1993).

Los bioensayos realizados en DBO y DQO se utilizan para estimar la toxicidad o impacto
bioldgico potencial que tiene la exposicion de los efluentes industriales en la funcion fisioldgica de
organismos vivos (Schultz et al., 2002). En estas pruebas se determind la concentracion que
inhibe la germinacién de 50% de los organismos expuestos, lo que se conoce como
concentracion letal media (CLsy), asi como la concentracion a la que se produce un efecto
subletal (CSL), caracterizado por el retraso de su crecimiento (Uc-Peraza y Delgado-Blas, 2012).

Ademas de las pruebas realizadas in vitro, Teac# y Bod#rl#u (2008) proponen bioensayos de
fitotoxicidad en sistemas hidropénicos. Por tanto, el objetivo fue evaluar la toxicidad de diferentes
concentraciones de lactosuero en el riego de alfalfa (Medicago sativa L.) y maiz. (Zea mays L.)
en las etapas de germinacidén y desarrollo de plantulas.

Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas (CICM) de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla (ICUAP-BUAP). Preparacion y analisis del lactosuero. Se obtuvo suero dulce de la
elaboracion de queso fresco en la queseria ‘Lacteos Galeazzi’ en Chipilo Puebla, el cual se
caracteriza por su baja acidez, pH neutro y ausencia de sales. Inmediatamente se refriger6é a
4 °C en frascos Schott de 1 L hasta su uso. Para caracterizarlo se midio por triplicado su pH con
un potenciometro Hanna 2010 y su acidez por titulacién expresada en grados Dornic (°D)
(AOAC, 1995).

Material bioldgico

Se utilizaron semillas de productores locales sin esterilizar de alfalfa (Medicago sativa L.) y maiz
(Zea mays L.) seleccionadas segun su forma y tamafo, almacenadas en frascos ambar
herméticos a temperatura ambiente. Disefio experimental, tratamientos y variables. Se utilizé un
disefio experimental completamente al azar (DECA).
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Se evaluaron seis concentraciones del lactosuero en un rango entre 0 y 100% para medir la
variable CLsg, (concentracion del efluente que causa 50% de mortalidad de la poblacion en cinco
dias) y seis concentraciones entre 0 y 20% para evaluar la CSL (disminucién significativa del
desarrollo de germinados y plantulas medida por biomasa total, longitud total y de hipocétilo) en
cuatro bioensayos de toxicidad aguda y crénica (Eaton et al., 1995) con 3-10 repeticiones con
dos especies vegetales en dos etapas fenoldgicas conforme se describe en el (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio experimental.
Variable Tiempo (dias) Especie Etapa fenoldgica Nivel Tratamientos
experimentacién  (concentracion
% lactosuero)
CL50 5 Alfalfa Germinacion in vitro * 0, 20, 40,
semilla 60, 80,100
CL50 5 Maiz Germinacion in vitro * 0, 20, 40,
semilla 60, 80,100
CSL 10 Alfalfa Desarrollo in vitro 0,4, 8, 12,16, 20
germinado
CSL 10 Maiz Desarrollo in vitro 0, 4,8, 12,16, 20
germinado
CL50 60 Alfalfa Emergencia hidropénico” 0, 20, 40,
plantula 60, 80,100
CL50 20 Maiz Emergencia hidropénico 0, 20, 40,
plantula 60, 80,100
CSL 60 Alfalfa Desarrollo plantula hidropénico 0, 4,8, 12,16, 20
CSL 20 Maiz Desarrollo plantula hidropénico 0, 4,8, 12,16, 20
" = en cqjas Petri, obscuridad y temperatura controlada. ~*= en germinadores y tubos Falcon, vermiculita estéril y
condiciones de temperatura-fotoperiodo controladas.

Descripcion de experimentos

La determinacion de la CLs, se hizo con el objetivo de determinar la concentracion a la cual un
residuo produce el 50% y mas de la muerte de los organismos a los que se expone y que se
considera como potencialmente téxica. Para calcular la CLs, del lactosuero en semillas de alfalfa
y maiz se prepararon cajas Petri con papel Whatman saturado con 5 ml de cada dilucion. Se
pusieron 10 semillas por caja y por dilucién separandolas al maximo para permitir su desarrollo
(tres cajas por dilucién). Cada caja se sell6 con Parafilm®, se envolvieron en plastico negro y se
incubaron a 20 £2 °C durante 5 dias (Wang, 1987; Navarro et al., 2006).

Se grafico el porcentaje de semillas germinadas contra la concentracion del lactosuero y se
obtuvo el valor que produjo la inhibiciébn de la germinacion en el 50% de la poblacién por
extrapolacién, asi por la ecuacion obtenida de la regresion polindmica. Se consideraron como
semillas muertas aquellas que no germinaron después de 20 dias aun regadas con agua
potable. El experimento se hizo tres veces, con lactosueros de diferente lote y fechas y se
reportaron los resultados del experimento mas ilustrativo.

El objetivo de determinar la concentracién subletal (CSL) es conocer si un residuo, aunque no
sea téxico, afecta el crecimiento en etapas tempranas de un organismo. La CSL de lactosuero
dulce se determind a los 10 dias en diluciones menores al 20%, en el cual se evalud la
disminucién del desarrollo de germinados (longitud del hipocétilo, longitud y peso total), en las
mismas condiciones del experimento anterior conforme al método descrito por Tiquia y Tam
(2000). Para evaluar la CLs, del lactosuero dulce en plantulas de alfalfa y maiz se prepar6 un
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germinador de unicel con vermiculita estéril como sustrato con 10 semillas de alfalfa por pozo y
después se asignaron cinco de ellos para cada tratamiento.

Paralelamente se prepararon tubos Falcon de 50 ml con 30 ml de vermiculita estéril y se sembro
una semilla de maiz por tubo con 10 repeticiones por tratamiento. El material se puso en
condiciones de incubacién controlada (20 +4 °C con fotoperiodo 12-12) en una camara climatica
TE-4002 Tecnal Trae® y se regé con 5 ml de cada tratamiento durante 20 dias para el caso de
maiz con pipeta seroldgica y 60 dias para la alfalfa con una jeringa hipodérmica. Se contabilizé el
namero de plantulas emergidas, se grafic6 el porcentaje de estas contra la concentracién
del lactosuero y se obtuvo el valor que inhibié la emergencia en 50% de la poblacién por
interpolacidon y mediante la ecuacion obtenida por la regresion de la curva polinémica.

Para determinar la CSL del lactosuero dulce en plantulas de alfalfa y maiz se probaron diluciones
menores al 20%. Se evalué la disminucién del desarrollo (biomasa expresada en peso seco,
longitud total y longitud de la raiz con respecto al control de agua potable) conforme al método
descrito por Tiquia y Tam (2000) a 20 dias para maiz y 60 para alfalfa, se empez6 el riego
con los tratamientos una vez que emergieron las plantulas y se regaron en su base. Se considero
que habia un efecto subletal significativo cuando la comparacion de medias entre cada
tratamiento contra el control resulté menor de manera estadisticamente significativa segun la
prueba t-Student (p< 0.05).

Para la determinacion de la longitud de germinados y plantulas se utilizé un vernier electrénico
digital LCD Metric® con capacidad maxima de 150 mm. Las determinaciones de biomasa se
hicieron por gravimetria a peso constante; es decir, se comprob6é que no habia variacién en
la lectura por exposicidn sucesiva a secado en estufa de conveccion en una balanza analitica
Ohaus Adventurer® con capacidad maxima de 420 g y resolucion de 0.001 g. El secado se realizé
en una estufa de conveccién Thermo Cientific® equipada con termOémetro para ajustar la
temperatura de secado.

Andlisis estadistico. Para lograr que el coeficiente de variacién se mantuviera por debajo de 30%
se elimind, cuando fue necesario, un par de datos (maximo y minimo). Se utilizaron los paquetes
estadisticos Excel y SAS v 9.4 (2004).

Resultados y discusion

Analisis fisicoquimico. Se encontraron dos tipos de lactosuero como subproducto de la
elaboracién de queso: dulce y salado. El primero, que proviene principalmente de la elaboracién
de queso fresco, presentd un pH cercano al neutro (6.8 £0.3) y baja acidez (19 +0.5 °Dornic) por
no tener sales afadidas y con bajas concentraciones de cloruro de calcio. El segundo, que
proviene de la elaboracion de quesillo, requesén y queso ranchero, present6 un pH de 5.41 +0.3
y acidez de 38 0.6 °Dornic. Estos resultados son similares a los reportados por Panesar et al.
(2010) para el lactosuero dulce y por Guerrero-Rodriguez et al. (2012) para el acido.

Es importante considerar que las caracteristicas de los lactosueros varian dependiendo del tipo
de queso que se procese, y que su uso agricola dependera principalmente de que esté libre
de sal afiadida. Por otra parte, el lactosuero, aunque tiene una acidez baja en el momento en que
se genera, tiende a acidificarse rapidamente de manera natural por efecto del desarrollo de su
flora microbiana: el acido lactico generado en dicho proceso puede tener un efecto benéfico en
procesos agricolas como en la quelacion y solubilizacion de fosfatos (Paredes-Mendoza y
Espinosa-Victoria, 2010) pero sera prioritario cuidar el desarrollo de microorganismos patégenos
con procesos de fermentacion controlada; por ejemplo, con la tecnologia de microorganismos
benéficos o eficientes (Morocho y Leiva, 2019).

CLs en la germinacion de semillas. En concentraciones de 0 a 40% de lactosuero, la germinacién
se mantiene casi al 100%; sin embargo, con una CLsy-5, la germinacion bajé hasta 53% en
semillas de alfalfa (Figura 1) valor obtenido graficamente por interpolacion y que coincide al
sustituir el valor y= 50 (50% de la poblacién que no sobrevive) en la ecuacién polinémica.
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La disminucion de la germinacién a partir de 40% de concentracion de suero se debe a la alta
concentracién de NaCl que eleva la presion osmotica y caus6 un efecto fisioldgico adverso.

Figura 1. Efecto toxico de lactosuero dulce a diferentes concentraciones en la germinacion de semillas
de alfalfa a five dias. Valores corregidos que se consideraron con un 83.5% de germinacion del control.

Dantas et al. (2005) encontraron resultados similares en la germinaciéon de semillas de alfalfa
expuestas a estrés salino. Laynez-Garsaball et al. (2008) observaron una disminucién de la
germinacion por efecto del aumento del potencial osmoético ejercido por el NaCl, mientras que
Porta et al. (1999) demostraron que la inhibicion total de la germinacion en altas concentraciones
de sal es debida a la acumulacién de cloruro que disminuye la absorcién de agua y afecta la tasa
de germinacion.

Por su parte Mahdavi y Sanavy (2007) reportan que los iones presentes en el suero de leche
también pueden causar endurecimiento de las paredes celulares y afectar el crecimiento
de la plantula. No se obtuvo la CLs, en maiz, debido a que en todos los tratamientos hubo
contaminacion por hongos filamentosos. Esto puede ser debido a la carga microbiana natural del
maiz, la cual se ve favorecida con el aporte de nutrientes del lactosuero.

CSL en el desarrollo de germinados. El suero dulce presentd un efecto subletal a concentraciones
mayores al 12% en el desarrollo de germinados de alfalfa a los 10 dias de exposicion, observandose
diferencias significativas entre la longitud total de los germinados y de los hipocétilos en comparacion al
control de agua potable (p< 0.05) (Figura 2 a y b), aungque no se observaron efectos en la biomasa total
(datos no presentados). En trabajos similares Navarro et al. (2006) reportan la inhibicion en el
crecimiento de hipocotilos de semillas de achicoria, lechuga y escarola expuestas a efluentes
neutralizados de industrias citricolas y vitivinicolas diluidos al 10°.
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Figura 2. Efecto subletal de lactosuero dulce en la longitud total (a) y longitud del hipocétilo; y (b) de
germinados de alfalfa de 10 dias. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (t-
Student p< 0.05).

Si se compara este valor con el obtenido en el presente trabajo, en el cual se observé inhibicién
del desarrollo del hipocétilo a una concentracion de 12% (10%), entonces se puede afirmar que el
lactosuero dulce tiene una toxicidad baja. Por otro lado, no se obtuvieron valores de CSL para
maiz debido a que, al igual que en el experimento anterior, las semillas se contaminaron con
hongos filamentosos en todos los tratamientos.

CLs, en la emergencia de plantulas. La concentracion letal de suero dulce en plantulas de maiz
se obtuvo a una concentracion de 40% y de forma similar en plantulas de alfalfa, aunque no
se observo letalidad al 100% en alfalfa a altas concentraciones de lactosuero, la sobrevivencia de
50% de la poblacion es evidencia de que esta especie es mas tolerante al lactosuero
dulce que el maiz (Figura 3). Diversos autores como Wang (1987); Navarro et al. (2006), en
trabajos realizados en lechuga, encontraron diferencias de tolerancia a la toxicidad de diferentes
substancias en diferentes especies, siendo la lechuga una de las especies mas utilizadas en este
tipo de estudio por su alta sensibilidad.
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Figura 3. Efecto tdxico de lactosuero dulce a diferentes concentraciones en la emergencia de plantulas
de maiz (Zea mayz L.) y alfalfa (Medicago sativa L.).

La tolerancia de la alfalfa se puede explicar por ser una semilla méas resistente a pH bajo, como
ha sido reportado por Kopp et al. (2011) quienes encontraron que la alfalfa puede crecer de
manera Optima entre pH 5 y 6 pero que puede tolerar valores de pH adn méas bajos, mientras
que el pH optimo de crecimiento de maiz es de 6 a 7.2 y presenta inhibicién de crecimiento en
valores de pH menores de 5 (Aldrich y Long, 1994).

CSL en el desarrollo de plantula. No se observaron diferencias en variaciones de longitud total
en todas las concentraciones estudiadas (p< 0.5) por lo que se asume que el suero dulce no
tiene efecto subletal a una concentracién menor al 10%, en plantulas de maiz o alfalfa; sin
embargo, se observé un efecto benéfico a una concentracién de 5+2.6% para la longitud de
alfalfa (p< 0.05) (Figura 4ay 4b).

Figura 4. Efecto subletal de lactosuero dulce en la longitud (a) y biomasa (b) de plantulas de alfalfa de
60 dias. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (t-Student p< 0.05).
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Las diferencias observadas entre los experimentos con semillas y plantulas indican que es
menor la fitotoxicidad para la alfalfa que para el maiz y que en ambas especies el lactosuero es
mas toxico en las etapas tempranas del desarrollo. Por otro lado, es necesario llevar a cabo mas
investigaciones para evaluar cual es la concentracion 6ptima en otras etapas del desarrollo de
las plantas estudiadas, asi como del uso del suero en condiciones de campo.

Las diferencias observadas entre los experimentos con semillas y plantulas indican que es
menor la fitotoxicidad para la alfalfa que para el maiz y que en ambas especies el lactosuero es
mas tdxico en las etapas tempranas del desarrollo. Por otro lado, es necesario llevar a cabo més
investigaciones para evaluar cual es la concentracién Optima en otras etapas del desarrollo de
las plantas estudiadas, asi como del uso del suero en condiciones de campo.

Conclusiones

De acuerdo con la caracterizacion quimica realizada, se encontré que los principales sueros que
se generan en Chipilo Puebla son dulce y &cido-salado. El primero es el que mayor potencial de
uso biotecnolégico presenta, ya que tiene una toxicidad baja (CL50 de 55%) aunque se
determind que a una concentracion de 12% presenta un efecto negativo en el crecimiento de
germinados de alfalfa de 10 dias, lo que indica que el suero dulce presenta una toxicidad baja,
con altas probabilidades para utilizarse de manera segura en el riego agricola de especies como
alfalfa y maiz.

Se recomienda su uso a concentraciones menores al 12% con la finalidad de maximizar su
aprovechamiento y a concentraciones menores al 4% como promotor de crecimiento vegetal.
El aprovechamiento de subproductos agroindustriales representa un area de investigacion con
mucho potencial.

El uso de lactosuero para la elaboracion de productos de interés comercial, y particularmente
como materia prima para la elaboracion de biocombustibles, metabolitos y biofertilizantes por
transformacion biotecnolégica, gana cada dia mayor atencion. Se sugiere seguir investigando su
uso como medio nutritivo para propiciar el crecimiento de microorganismos de interés agricola
como hongos y bacterias fijadoras de nitr6geno, solubilizadoras de fésforo y antagonicas de
fitopatbgenos y comparar su efecto en maiz y alfalfa en comparacion con el lactosuero sin tratar.
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