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RESUMEN

En este ensayo se pretende crear una reflexion de la crisis alimentaria que vivimos y de como la
biotecnologia representa una alternativa viable para palear esta grave crisis que segin la FAO se
agravaria en las proximas décadas. Se enfoca en la revision de articulos cientificos recientes para
realizar un andlisis comparativo considerando el uso, aplicaciones, ventajas e impactos de
microrganismos como el Bacillus thuringiensis y el Trichoderma como biocontroladores y como
productores de enzimas glucoamilasas para la produccion de bioetanol a partir de residuos
agroindustriales.
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Applications of Bacillus and Trichoderma in agribusiness

ABSTRACT

This essay aims to create a reflection of the food crisis we are experiencing and how biotechnology
represents a viable alternative to tackle this serious crisis that, according to the FAO, would worsen in
the coming decades. It focuses on the review of recent scientific articles to carry out a comparative
analysis considering the use, applications, advantages and impacts of microorganisms such as Bacillus
thuringiensis and Trichoderma as biocontrollers and as producers of glucoamylase enzymes for the
production of bioethanol from agro-industrial waste.

Keywords: Biocontrollers; Glucoamylases; Bioethanol.
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INTRODUCCION

| término  Biotecnologia  fue

utilizado por primera vez por el
agronomo Karl Ereky en 1919,

quien la definié como

“La ciencia de los métodos que
permiten  la  obtencion  de
productos a partir de materia
prima, mediante la intervencion de
organismos vivos”.

La Organizacion de las Naciones Unidas para

la Agricultura y la Alimentacién (FAO) la

definen como:

“El conjunto de técnicas que
permiten al hombre aprovechar la
capacidad de ciertos seres vivos
para la produccion de bienes y
servicios que satisfagan las
necesidades de la sociedad”.

También, en el Convenio sobre la Diversidad

Bioldgica (CDB) la define como:

“...toda aplicacion tecnoldgica
que utilice sistemas biologicos y
organismos vivos o sus derivados
para la creacion o modificacion de
productos 0 procesos para usos
especificos”.

La Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO,2019)

afirma que

De

“...alrededor de 113 millones de
personas en 53 paises
experimentaron inseguridad
alimentaria aguda en 2018, en
comparacion con 124 millones en
20177,

acuerdo con el informe

presentado por la FAO (2019):

Por su parte el Banco Mundial (2018)

“La inseguridad alimentaria sigue
siendo un reto global. Por ello,
entre 2014 y 2020, la UE habra
destinado cerca de 9 000 millones
de euros a iniciativas sobre
seguridad alimentaria y
nutricional y agricultura
sostenible en mas de 60 paises. El
Informe Mundial de hoy subraya
la necesidad de fortalecer la
cooperacién entre los actores
humanitarios, de desarrollo y de la
paz para revertir y prevenir las
crisis alimentarias. Una Red
Mundial més fuerte puede ayudar
a lograr cambios sobre el terreno
para las personas que realmente
los necesitan. ”

presenta un informe en donde sefiala que:

“Se espera que la demanda de
alimentos en el mundo aumente
como minimo en 20 % durante los
proximos 15 afos; (i) las mayores
alzas se prevén en Africa al sur del
Sahara, Asia meridional y Asia
oriental. Sin embargo, el capital
natural se estd agotando a tasas
sin precedentes y el cambio
climatico podria provocar una
disminucién considerable en la
produccion de alimentos,
especialmente en las regiones con
mayor inseguridad alimentaria.
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Segun estimaciones de 2016, 1 de
cada 9 personas (PDF) sufre de
hambre crénica, y en 2014 el 12,9
% de la poblacion de los paises en
desarrollo padecia desnutricion. ”

En este orden de ideas, otro informe
presentado por la FAO (2018) describe la

situacién como:

“La contaminacién del agua por
practicas agricolas insostenibles
plantea una grave amenaza para
la salud humana y los ecosistemas
del planeta, un problema que a
menudo subestiman tanto los
responsables de las politicas como
los agricultores. En muchos
paises, la mayor fuente de
contaminacion del agua es la
agricultura -no las ciudades o la
industria-, mientras que, a nivel
mundial, el contaminante quimico
mas comudn en los acuiferos
subterraneos son los nitratos
procedentes de la actividad
agricola, advierte el informe Mas
gente, mas alimentos, ¢peor agua?
La agricultura moderna es
responsable del vertido de grandes
cantidades de  agroquimicos,
materia organica, sedimentos vy
sales en los cuerpos de agua, dice
el informe.”

En este contexto, es necesario hacer uso
eficiente de los recursos naturales disponibles
de manera amigable con el ambiente, y asi
lograr una produccion agricola sostenible que
garantice la soberania alimentaria de la
poblacién mas vulnerable. Con el objetivo de
brindar herramientas que ayude a los

productores a producir sin utilizacion de

agroquimicos. ElI uso de Biocontroladores

representa una alternativa viable para tal fin.

Los biocontroladores son productos, de origen
biol6gico, que actian como antagonistas
frente a microorganismos patégenos que
producen dafio en los cultivos. Tienen la
caracteristica de no dejar residuos, y no ser
perjudiciales para la salud humana, como
tampoco para el medio ambiente. El Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de

Argentina (INTA,2018) resefia lo siguiente:

“Desde INTA consideramos que el
control  biolégico es  una
alternativa para el control de
plagas y enfermedades, consiste en
el uso de un organismo vivo para
controlar a otro. Con esto
buscamos que los productores
reduzcan el uso de quimicos que,
mal utilizados, son perjudiciales
tanto para la salud del productor,
como la del consumidor y el
medioambiente. ”

Tomando en cuenta lo anteriormente dicho, es
evidente que existen una gran cantidad de
aplicaciones de las técnicas biotecnoldgicas
en el campo de la agricultura y de la
agroindustria, que podrian mejorar los
procesos. Por ejemplo, se pueden producir
productos comerciales biocontroladores vy
convertir los residuos de cosechas en
productos con un alto valor agregado, como

explicaremos més adelante.
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Desarrollo

En este sentido, se seleccionaron articulos
cientificos recientes para realizar un analisis
comparativo  considerando el uso, las
aplicaciones, ventajas e impactos de
microrganismos como el Bacillus
thuringiensis 'y el Trichoderma como
biocontroladores y como productor de

enzimas glucoamilasas respectivamente.

Bacillus thuringiensis como
biocontrolador, aspectos basicos

Entre los articulos relacionados con el
Bacillus thuringiensis encontramos que en
una investigacion realizada para controlar dos
especies de moscas de las frutas (Ceratitis
capitata y Anastrepha frateculuses) con el
objetivo de evaluar la patogenicidad de dos
biocontroladores (Beauveria bassiana vy
Bacillus thuringiensis) concluyen que los dos
microorganismos utilizados causan
mortalidad a adultos de esta plaga (Montes,
2021). Esta bacteria también es utilizada
como controlador biolégico contra el
cogollero (Spodoptera frugiperda) en el
cultivo del maiz (Zea mays) segun (Guevara,
2020). Bacillus thuringiensis produce durante
su fase de esporulacion una o varias formas
cristalinas, que contienen las proteinas “Cry”
y “Cyt” (del inglés crystal y cytolytic).
Mientras que en su fase vegetativa la bacteria

produce las proteinas Ilamadas Vip (del inglés

vegetative insecticidal proteins). Desde el
punto de vista del control de plagas, las
principales toxinas insecticidas utilizadas son
las proteinas formadoras de poro Cry y Vip
por su alta especificidad de accion. Las
proteinas citoliticas Cyt ha sido poco
estudiadas, aunque se utilizan en el control de
dipteros (Peralta,2017).

El modo de accion de estas proteinas
insecticidas segun (Areco et al. 2019) indican

que:

“En lo que respecta a las toxinas
Cry, la mayoria de ellas, y las mas
estudiadas, se corresponden a la
familia conocida como proteinas
Cry de 3 dominios, por un
conjunto de 3  secuencias
aminoacidicas conservadas que
constituyen los dominios amino
terminales o de perforacion,
central, y carboxilo terminal. Estos
tres dominios poseen roles clave
responsables de la actividad
insecticida de estas proteinas. El
dominio amino terminal (I)
participa de la formacion del poro,
el dominio central (1) participa en
las interacciones toxina-receptor
mientras que el dominio carboxilo
terminal (111) colaboraria con los
dominios anteriores en la union de
la toxina al receptor y en la
formacion del poro. (p.13)

Trichoderma como controlador biolédgico
En cuanto a los articulos seleccionados para el
analisis comparativo del entomopatogeno

Trichoderma, se hace referencia al estudio
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realizado por Sharon Acosta y Jorge Villa en
el afio 2016 en Santo Domingo, Antioquia
(Colombia), en una finca productora de cacao,
donde se seleccionaron 17 arboles en 3 lotes,
se aplico un control bioldgico correspondiente
a un lixiviado combinado con el hongo
Trichoderma spp., asperjado al arbol (n=6).
Un tratamiento de sintesis quimica, inductor
de resistencia (K3PO3) inyectado en el tronco
del arbol (n=5) y un control sin aplicacién
(n=6). Luego de la aplicacion, se contaron las
mazorcas sanas y enfermas y se registro el
peso himedo de las semillas durante un
periodo de 2 meses en cada uno de los
tratamientos. Los resultados arrojaron que no
se encontro diferencia significativa en las
fracciones de mazorcas sanas y el
rendimiento, aun asi, el control bioldgico
mostré una mejora con relacion al control, lo
cual indica su potencial como una alternativa
de bajo costo para plantaciones de pequefia

escala.

Los hongos antagonistas resultan importantes
para el control bioldgico de los fitopatdgenos.
En este aspecto, las especies del género
Trichoderma se destacan entre las maés
utilizadas para el biocontrol de patégenos
fangicos del suelo. Estas especies presentan
diferentes modos 0 mecanismos de accion que
le permiten el control de los fitopatogenos.

Entre estos mecanismos se encuentran:

competencia por el sustrato, micoparasitismo,
antibiosis, desactivacion de enzimas del
patdgeno, resistencia inducida, entre otros.
Mientras mayor sea la probabilidad de que un
aislamiento de Trichoderma, manifieste
varios modos de accion; mas eficiente y
duradero sera el control sobre el patdgeno,
aspectos que no poseen los plaguicidas

quimicos.

Es un género de hongos del suelo que engloba
a mas de 200 especies con un gran
oportunismo medioambiental. Muchas de sus
cepas son destacadas productoras de
metabolitos antimicrobianos y de gran
cantidad y variedad de enzimas hidroliticas
(Hermosa-Prieto, 2017).

Las bacterias y hongos referidos en los
articulos anteriores tienen como principio el
control de plagas que afectan a los cultivos,
para evitar o reducir las pérdidas econémicas
que estas ocasionan. No se trata de un
insecticida, ni fungicida, ni herbicida; estamos
hablando de controladores bioldgicos, que
controlan otras formas de vida e inhiben el
crecimiento de fitopatdégenos de los cultivos.
Presentan la ventaja de no generar un impacto
ambiental negativo, no son toxicos ni
perjudiciales para la salud humana ni para el
medio natural, ya que son de actividad
especifica para fitopatogenos, presentan una

excelente relacion beneficio/costo por ser mas

Agroindustria, Sociedad y Ambiente/ ISSN: 2343-6115/ Vol. 19 N° 2/ julio-diciembre 2022/Barquisimeto, VVenezuela/
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” pp. 143-153.

148



Aplicaciones del Bacillus y Trichoderma en la
agroindustria

Rodriguez Alessandri

economicos que los métodos quimicos de
control de plagas, representan una alternativa
a la produccion sostenible y respetuosa con el
medio ambiente. Estos dos microorganismos
se interrelacionan y producen hormonas,
siderdforos, metabolitos secundarios,
vitaminas y aminodcidos, favoreciendo el
desarrollo y produccién de los cultivos.
Tomando en cuenta que, en Venezuela, la
legislacion vigente prohibe explicitamente el
uso de tecnologias recombinantes, el
desarrollo de  productos  comerciales
biocontroladores puede representar una
alternativa viable y econdémica para la
produccion de alimentos desde el punto de
vista agrosostenible que garantice la soberania
agroalimentaria de todos los sectores de la
sociedad, que ayude a erradicar el hambre y
contribuya con el desarrollo de una
agricultura méas respetuosa con el ambiente y
la supervivencia de nuestra especie en el

planeta.

Aplicaciones agroindustriales del género
Bacillus y Trichoderma.

En cuanto a las aplicaciones biotecnologicas
del género Bacillus y Trichoderma en la
agroindustria para convertir los residuos de
cosechas en productos con un alto valor
agregado. Podemos citar el trabajo realizado
por Mendoza Edder y Martinez Melanie

titulado “Produccién de alfa amilasa por

fermentacién en estado solido de residuos

agroindustriales  (Cascara de  Banano)
utilizando Bacillus subtilis” realizado en el
2018, en la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad de Guayaquil, Ecuador. Esta
investigacion tiene como objetivo producir la
enzima alfa amilasa a través del proceso de
fermentacion en estado sélido de los residuos
agroindustriales  (Cascara de  bananos)

utilizando bacterias Bacillus subtilis.

La metodologia utilizada por Mendoza y
Martinez, (2018) indica que: Se inocula el
Bacillus subtilis en el momento de presentar
una tasa de crecimiento exponencial de 10 ©
UFC/ml, en un medio liquido de sal mineral,
adicionando 30 gramos de harina de céscara
de banano con una granulometria de 250 um.
Se evallan las variables independientes de
pH, tiempo y temperatura versus las variables
dependientes de actividad enzimatica y
rendimiento. Posteriormente se hace la
extraccion de enzimas alfa amilasas del medio
solido fermentativo con soluciéon buffer de
fosfato de sodio pH 6.9, se filtra y se
centrifuga. El liquido sobrenadante representa
el extracto crudo enzimético al cual se le
determina la actividad enzimatica utilizando
el método del &cido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS) luego se construye una curva patron

con su respectiva ecuacion.
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Para determinar la cantidad real de maltosa
liberada por accion enzimética, el valor de la
absorbancia se extrapold en la curva patron de
glucosa, obteniendo los miligramos de
maltosa producidos durante el tiempo de
reaccion enzimatica; se puede utilizar también

la ecuacion de la curva para estos célculos.

En cuanto a los resultados obtenidos los
autores sefialan que, segun el tiempo de
incubacion en la produccion de enzima, la
actividad enzimatica se comportd de la
siguiente manera: en 24 horas 8.13 Unidades
Enzimaticas (UE)/ml, en 48 horas fue de 7.7
UE/mly en 72 horas es de 5.15 UE/ml. Segun
la variable de temperatura, los resultados
obtenidos indican que a 30°C la actividad
enzimatica fue de 5.58 UE/ml, a 35°C fue de
8.13 UE/ml y a 40°C es de 5.02 UE/ml. En
relacion a la variable pH del medio, los
resultados obtenidos indican que a un pH de 6
la actividad enzimética fue de 6.62 UE/mI, a
un pH de 7 la actividad enzimatica obtenida
es de 8.13 UE/ml y finalmente a un pH de 8
se obtuvo una actividad de 6.75 UE/ml.

Creacion de productos de alto valor
agregado a partir de residuos de cosechas
y biocontroladores

Estos resultados, se pueden emplear como

referentes en la elaboracion de un proyecto

para la produccién de alcohol neutro tipo
Vodka a escala industrial, a partir de materias
primas amilaceas catalogadas como desechos
agroindustriales o de residuos celuldsicos de
cosechas como el bagacillo de las cafias de
azucar, residuos vegetales de las cosechas de
maiz, entre otros, los cuales son de fécil
ubicacion, baratos y abundantes. Ya que para
la hidrolisis de este tipo de sustrato una de las
enzimas requeridas es la alfa amilasa, y como
mencionamos anteriormente son producidas
por bacterias del género Bacillus. Estas
enzimas actuaran sobre los enlaces alfa 1,4 de

las moléculas de amilopectina y amilosa.

Sin embargo, para lograr que las moléculas de
los polimeros naturales mas abundantes de la
naturaleza, como lo son el almidon y la
celulosa, se conviertan en bioetanol, es
necesario, utilizar aparte de las alfa amilasa,
algin otro tipo de enzimas que completen el
proceso hidrolitico de estas moléculas tan
complejas, es decir, es necesario unas
enzimas mas potentes que lo desdoblen a
moléculas mas sencillas, estas son las
glucoamilasas, que van a actuar sobre los
enlaces alfa 1,4 y alfa 1,6 de amilopectina.
Para que posteriormente puedan ser
metabolizadas por las levaduras del género
Saccharomyces, las cuales van a metabolizar

las moléculas de glucosa y fructosa en etanol
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a travées de la via de la fermentaciéon

alcohdlica.

Estudios recientes sefialan que estas enzimas
glucoamilasas se pueden producir
microbioldgicamente con hongos del género
Trichoderma. Entre  estos  estudios,
encontramos el trabajo realizado por Carlos
Garay y Natalia Pefla cuyo titulo es
“Obtencion de azlicares reductores por medio
de fermentacion sélida a partir de cascaras de
pifia” realizado en la Fundacion Universidad
de Ameérica Facultad de Ingenierias Programa
de Ingenieria Quimica en Bogota, Colombia
en el afio 2018, cuyo objetivo es obtener
azucares  reductores por medio de
fermentacion solida a partir de céascaras de

pifia Golden (Ananas comosus).

La metodologia utilizada por Garay y Pefia,
(2018) indica que: Se realiza un
pretratamiento fisico de la concha de pifia el
cual consiste en un lavado, secado a 80 +/- 2
°C, molienda y tamizado hasta obtener una
harina con una granulometria menor a 0.6
mm, luego se introducen en cada reactor 100g
de harina de la harina obtenida y se ajusta su
humedad a 70%, posteriormente, los reactores
con los residuos se esterilizan en autoclave a
15psi, 120°C, durante 30 min, se dejan enfriar
hasta 22°C y en forma aséptica se inocula una
solucién de medio de cultivo de 5,06x10°
esporas/mL de Trichoderma reesei. La

variable temperatura de incubacion debe ser
de 20°C, la cual es controlada por medio de
un indicador de temperatura ubicado en el
interior de los biorreactores, el tiempo de
contacto con el sustrato fue de 20 dias

aproximadamente.

Para la adecuacion de la muestra hidrolizada
se tomaron 10 gramos de sustrato hidrolizado
de cada biorreactor, y se lavaron con 100mL
de agua destilada, se agitaron a 130 rpm a
temperatura de 28°C durante 2 horas en una
incubadora de agitacion marca N-BIOTEK
modelo NB-205L. La mezcla se filtro a través
de una tela de nailon de malla 200 haciendo
uso de una bomba de vacio. La porcion sélida
se resuspendié en buffer citrato de sodio
0,05M, se agitd a 150 rpm por 2h a 4°C en
una incubadora de agitacion, la porcion
liquida fue llevada a centrifugacion en un
equipo marca DAMON modelo IEC HN-S a
10.800g durante 15 minutos a 4°C. El mismo
procedimiento se siguié para las cascaras de
pifia molidas y tamizadas sin hidrolizar y el
sobrenadante obtenido se utiliz6 como blanco

en la determinacion de azUcares reductores.

Posteriormente se determind la cantidad de
azucares reductores a los hidrolizados de
concha de pifia mediante la técnica del DNS,
para calcular la eficiencia de la aireacion
forzada en el medio. La actividad enzimatica

de celulasas totales se realizd siguiendo la
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metodologia descrita por Mosier et al. (2017)
al sobrenadante obtenido de la centrifugacion
a 10800g.

Los mejores resultados se obtuvieron en el
sobrenadante de la muestra obtenida en el
reactor ~con aireacion forzada con
22.29FPU/mL seguida del sobrenadante
obtenido de la muestra del reactor sin
18,32FPU/mL,

utilizando aireacion forzada de 120mL/min.

aireacion  forzada con

Comentarios finales

En conclusién, del andlisis de los trabajos de
investigacion citados, se puede inferir que en
nuestro pais es viable desarrollar este tipo de
técnicas biotecnoldgicas para producir lo que
se conoce actualmente como bioetanol de
tercera generacion, el cual es obtenido de
residuos agroindustriales, convirtiendo un
problema ambiental como lo es la disposicion
de residuos agroindustriales en un producto
de alto valor agregado como el etanol.
Lamentablemente en Venezuela la legislacion
prohibe el uso de las tecnologias
recombinantes para la creacion de organismos
genéticamente modificados, de lo contrario,
seria factible, la creacion de una levadura con
genes recombinantes que expresen las
potencialidades del Trichoderma en cuanto a
la produccion de enzimas glucoamilasas. Por

los momentos es viable la produccion de las

enzimas celulasas de origen microbiano a
través de los métodos descritos anteriormente.
En general, este tipo de enzimas se importan,
pero se plantea el reto de producirlas a nivel
nacional. Ademas, se lograria un impacto
ambiental positivo al convertir residuos
agroindustriales en un producto final muy
solicitado en el mercado licorero nacional,
como lo es el alcohol neutro. Este proyecto
puede activar la economia regional vy
nacional, ya que produciria empleos directos e
indirectos y generaria mayores impuestos

regionales y nacionales.
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