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RESUMEN

Se realiz6 un proceso de bioconversion fermentativa anaerobia de residuos agroindustriales
(residuos agrocafieros, residuo de maiz blanco, residuo de cafe, pollinaza, residuo bovino y
porcinaza) utilizando organismos probioticos (L. acidophilus, L, fermentum y B. subtilis),
para la obtencion de biomasas nutritivas y como estrategia de manejo de los residuos
agricolas y ganaderos. El proceso de bioconversion se evalu6 en dos etapas para determinar
las condiciones de operacion recomendables a partir de un disefio factorial 3% con 3 réplicas
y sin aleatoriedad. En la primera etapa se evalud la influencia de la velocidad de agitacion
(100, 150 y 200 rpm) durante el desarrollo poblacional de las especies probioticas en residuos
agroindustriales, a partir de la cual se determind que a 100 rpm se obtienen mejores
rendimientos de biomasa (0.18-0.20 gX/gS). En la segunda etapa se evalud la influencia del
porcentaje de indculo durante el desarrollo poblacional de las especies probidticas en los
residuos agroindustriales, a partir de la cual se obtuvo que para residuos agrocafieros debe
emplearse B. subtilis al 15%, para el residuo de maiz blanco se debe utilizar L. acidophilus
al 15%, para el residuo de café se sugiere la especie B. subtilis al 15%, para la pollinaza se
recomienda L. fermentum al 10%, para el residuo bovino se debe usar L. fermentum al 5% y
en el caso de la porcinaza se debe emplear L. acidophilus al 15%. Bajo estas condiciones se
determiné que las especies probidticas pueden aprovechar de manera adecuada los residuos
agroindustriales evaluados y obtener mayor rendimiento de biomasa celular.

Al finalizar los procesos de bioconversion fermentativa anaerobia, se obtuvieron biomasas,
las cuales fueron evaluadas en contenido de carbohidratos, proteinas y concentracion celular,
encontrando de manera general, que los carbohidratos disminuyeron respecto a la
concentracion inicial de cada residuo, el contenido de proteinas aumentd considerablemente
y, ademas, la biomasa final presentd una concentracion celular probiética. Por lo cual se
sugiere que las biomasas finales pueden ser empleadas como fuente de proteina en la

alimentacion del sector ganadero.

Palabras Clave: bioconversion, residuos agroindustriales, probidticos, biomasas

nutritivas.
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ABSTRACT

An anaerobic fermentative bioconversion process of agro-industrial residues (agro-sugarcane
waste, white corn residue, coffee residue, poultry manure, bovine residue and pig manure)
was carried out using probiotics (L. acidophilus, L. fermentum and B. subtilis) to obtain
nutritious biomasses and as a management strategy for agricultural and livestock residues.
The bioconversion process was evaluated in two stages to determine the recommended
operating conditions from a 32 factorial design with 3 replicates and without randomness. In
the first stage, the influence of the excitation speed (100, 150 and 200 rpm) was evaluated
during the population development of the probiotic species in agro-industrial residues, from
which it will be extended that better biomass yields will be obtained at 100 rpm. (0.18-0.20
gX/gS). In the second stage, the influence of the percentage of inoculum during the
population development of the probiotic species in the agro-industrial residues was
evaluated, from which it was determined that for agricultural residues, B. subtilis should be
used at 15% for the maize residue. White, 15% L. acidophilus should be used, for the coffee
residue the species B. subtilis is suggested at 15%, for poultry manure 10% L. fermentum is
recommended, for the bovine residue, 5% L. fermentum should be used and in the case of pig
manure, 15% L. acidophilus should be used. Under these conditions, it is limited that the
probiotic species can adequately take advantage of the agro-industrial residues evaluated and

obtain a higher yield of cell biomass.

At the end of the aerobic fermentative bioconversion processes, biomasses were obtained,
which were evaluated for carbohydrate, protein and cell concentration content, generally
finding that carbohydrates increased with respect to the initial concentration of each residue,
protein content with great and, in addition, the final biomass presented a probiotic cell
concentration. Therefore, it is suggested that the final biomasses can be used as a source of
protein in feeding the livestock sector.

Keywords: bioconversion, agroindustrial residues, probiotics, nutritive biomasses.

11



INTRODUCCION

El aumento de la poblacién mundial y el desarrollo econémico han provocado que la
demanda de alimentos sea cada vez mayor y los productos del sector ganadero se vuelvan
béasicos en todo el mundo (Giraldi-Diaz et al. 2021). Como resultado de este aumento se
generan anualmente grandes cantidades de desechos de alimentos agroindustriales de granjas
domeésticas y comerciales, asi como de industrias de procesamiento de alimentos (Sadh et al.,
2018). Las pocas alternativas, desde el punto de vista econémico, social y nutricional, que en
la actualidad se presentan para el aprovechamiento de los residuos agroindustriales, aunado
a la falta de conciencia en la proteccion del medio ambiente provocan que estos sean mal
manejados y se conviertan en fuentes de contaminacion de los recursos naturales; suelo, agua
y aire. Por ello, surge la necesidad de conversion de los mismos en un producto Gtil y de
mayor valor agregado, que ademas de solucionar un problema, genere ingresos econémicos
adicionales; de ahi la importancia del estudio de alternativas tecnoldgicas tendientes al
aprovechamiento de los residuos agroindustriales (Cury-R et al., 2017).

Los procesos de fermentacion microbiana, pueden aplicarse como una estrategia en la
bioeconomia circular, ya que, durante la fermentacion, los microorganismos obtienen fuentes
de carbono y energia a partir de los sustratos organicos y eventualmente, convierten los
desechos agroindustriales en productos utiles de valor agregado, como enzimas, aditivos
alimentarios, biofertilizantes, biocombustibles, alimentos para animales, entre otros (Y afetto,
2022; Yazid et al., 2017). El uso de probi6ticos es una opcion atractiva, ya que, puede
transformar desechos de diferentes fuentes, en biomasas nutritivas y &cido lactico (AL)
(Estrada-Garcia et al. 2023; Sanchez-Valeriano et al. 2022a).

Por lo cual, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el proceso de la
bioconversion fermentativa anaerobia en presencia de organismos probioticos (L.
acidophilus, L. fermentum y Bacillus subtilis) a partir de residuos agricolas (residuos
agrocarieros, olote de maiz blanco, pergamino de café) y ganaderos (pollinaza, residuo
bovino y porcinaza) como estrategia de manejo de dichos residuos y para la obtencion de

biomasas nutritivas.

12



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, los residuos generados del procesamiento de alimentos derivados de la industria
azucarera, agricultura, pesca, industria animal y fabricacion de bebidas son considerados
sectores contaminadores potenciales del medio ambiente (Hernandez-Cazares et al., 2016),
ya que, la mayoria de los desechos agroindustriales no son tratados y estan subutilizados, por
lo tanto, se eliminan mediante quema, vertido o vertido no planificado. Estos desechos no
tratados crean diferentes problemas con el cambio climatico al aumentar el nimero de gases
de efecto invernadero. Ademas de esto, el uso de combustibles fosiles también contribuye al

efecto sobre la emision de gases de efecto invernadero (GEI) (Sadh et al., 2018).

Aproximadamente 76 millones de toneladas de desechos organicos se generan anualmente
en México, de los cuales el 79% son desechos primarios (durante la cosecha) como hojas y
tallos de maiz, tapas y hojas de cafia de azlcar, paja de trigo, paja de cebada y frijol, entre
otros. El 21% restante son residuos secundarios obtenidos del procesamiento posterior a la
cosecha, entre los que se encuentran: bagazo de cafia de azlcar, mazorcas de maiz y
mazorcas, bagazo de maguey o agave, asi como pulpa de café (Carrillo-Nieves et al., 2019).
El aprovechamiento de estos residuos o subproductos, no solo contribuye a disminuir la
explotacion de recursos sino también la contaminacion y degradacién del ecosistema,
evitando una disposicion final inadecuada como es el caso de las quemas, el uso en rellenos

sanitarios o el vertimiento a fuentes hidricas (Pefiaranda et al., 2017).

La produccion animal es una fuente importante de (GEI) en todo el mundo. Dependiendo del
enfoque utilizado para la cuantificacion y del tipo de emisiones estudiadas, diferentes
instituciones (IPCC, FAO, EPA vy otras) han calculado que la contribucion del ganado a las
emisiones mundiales de los GEI antropogénico representan entre el 7 y 18% de las emisiones
totales, aparte de ser un importante usuario de recursos naturales (Hristov et al., 2013). La
produccion de carne de vacuno y leche representa la mayoria de las emisiones, contribuyendo
respectivamente con el 41y 29% de las emisiones del sector. Mientras que la carne de cerdo

y la carne de ave contribuyen, respectivamente, un 9 y 8% a las emisiones del sector.
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Los residuos organicos agricolas y los residuos solidos organicos ganaderos, representan una
materia prima de gran potencial en la obtencion de biomasas nutritivas, debido a que son
sustratos que pueden adquirirse a bajo costo y contienen cantidades significativas de los

nutrientes requeridos para la propagacion de los microorganismos probidticos.

El objetivo de esta investigacion consiste en aprovechar los residuos agroindustriales para
obtener un producto sustentable: biomasas nutritivas a partir de la bioconversion
fermentativa anaerobia utilizando bacterias probidticas, con la finalidad de establecer una

estrategia de adaptacion cientifica-tecnoldgica al cambio climatico.
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JUSTIFICACION

El aumento de contaminantes impulsados por la agricultura, especialmente la cria de
animales, tiene consecuencias en cascada para el medio ambiente y la salud humana, incluida
la degradacion de la calidad del aire y del agua y también un aumento de las presiones de las
enfermedades y plagas. En las tltimas décadas, el consumo anual de carne per capita casi se
ha duplicado (Li et al., 2016). El estiércol animal es uno de los principales desechos en
muchos paises agricolas debido a su industria de cria de animales intensiva, y se ha
convertido en un gran desafio que debe ser tratado adecuadamente. ElI aumento y la
concentracion de los desechos animales generan problemas de olor y contienen patégenos
que amenazan la salud de las personas si no se maneja adecuadamente. Ademas, contienen
nutrientes y metales pesados que afectan la calidad de las aguas superficiales y subterraneas
si se descargan directamente (Tao et al., 2017). Uno de los principales desechos agricolas, se
generan durante la produccion de la cafia de azucar, pues durante el proceso de produccion
genera por tonelada de tallos 250 kg de bagazo, 30 kg de cachaza, 6 kg de cenizas, 45 kg de
melaza; ademas, por cada L de alcohol producido, se genera hasta 15 L de vinaza (Pefiaranda-
Gonzélez et al., 2017).

Por lo anterior, es importante resaltar la oportunidad que los residuos agroindustriales
representan, ya que son una fuente de biomasa con gran potencial energético y que pueden
ser aprovechados mediante procesos de bioconversion. La valorizacion de residuos sélidos
agroindustriales es una opcién emergente debido a que, su elevado contenido de materia
organica y nutrientes pueden ser utilizados para reducir los impactos relacionados con su
manejo integral (Borges et al., 2020). La obtencion de biomasas nutritivas a través de la
bioconversion fermentativa anaerobia de residuos organicos agricolas y ganaderos, es una
solucion atractiva econdmicamente, de bajo costo y abundante materia prima, simplicidad
del proceso y cuidado del medio ambiente. Por lo anterior, este proyecto tiene un triple
proposito: aprovechar desechos de alto valor biologico como son los residuos agricolas y
ganaderos; obtener un producto atil, como lo son las biomasas nutritivas, y establecer una

estrategia de adaptacion cientifica-tecnoldgica al cambio climatico.
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HIPOTESIS

Es posible obtener biomasas nutritivas a partir del aprovechamiento de residuos agricolas y
ganaderos en el proceso de bioconversion fermentativa anaerobia utilizando organismos
probidticos (l. acidophilus, L. fermentum y B. subtilis). Ademas, se lograran definir las
condiciones de operacion recomendables para el proceso de bioconversion y esto permitira
desarrollar una estrategia de adaptacion cientifica-tecnoldgica al cambio climatico.

OBJETIVOS

Desarrollar estrategias de manejo integral de residuos agricolas y ganaderos mediante su

bioconversion a biomasas nutritivas utilizando organismos probi6ticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la calidad fisicoquimicay microbioldgica de los residuos organicos agricolas:
cafia de azlcar, maiz blanco y café.

2. Evaluar la calidad fisicoquimica y microbioldgica de los residuos sélidos organicos
ganaderos: avicola, bovino y porcino.

3. Definir las condiciones recomendables de operacion para la bioconversion
fermentativa anaerobia de los residuos agricolas y ganaderos.

4. Evaluar la calidad quimica y microbiol6gica de la biomasa obtenida durante la
fermentacion anaerobia, asi como su rendimiento.

5. Desarrollar las estrategias de manejo de los residuos organicos agricolas y ganaderos.
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CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO

Cinéticas del desarrollo poblacional de microorganismos probidéticos (L. acidophilus,
L. fermentum y B. Subtilis) utilizando como sustrato residuos agricolas (residuos
agrocarieros, olote de maiz blanco, pergamino de café) y ganaderos (pollinaza,

residuo bovino, porcinaza).

Condiciones recomendables de operacion para la bioconversion fermentativa

anaerobia de los residuos agricolas y ganaderos.

Rendimientos de biomasas probioGticas obtenidas a partir del proceso de

bioconversion anaerobia.

Desarrollo de una estrategia de adaptacion cientifica-tecnoldgica al cambio climatico.



CAPITULO 1 . ANTECEDENTES

Estrada-Garcia et al. (2023) evaluaron el comportamiento reoldgico del proceso de
biotransformacion de residuos porcinos para producir acido lactico (LA) y biomasa con L.
acidophilus en un reactor agitado. Midiendo el crecimiento celular, el consumo de
carbohidratos y la produccion de LA a tres velocidades de agitacion diferentes, 100, 150 y
200 rpm a 37 °C, con un tiempo de reaccion de 52 h. Los resultados sugieren que el
intercambio de masa es favorable a bajas velocidades de agitacion. Sin embargo, la presencia
de melazas ricas en carbohidratos como fuente de carbono modifican las caracteristicas del
fluido, dilatante (n>1) al inicio del proceso para terminar pseudoplastico (n<1) por la adicién

de exopolisacéridos y la modificacién de la estructura fisica del sustrato.

P. Zhang et al. (2021) evaluaron el potencial de los inmunocitos para albergar el sistema
respiratorio después de la administracion oral de Bacillus subtilis . Los resultados mostraron
que B. subtilis podria promover el desarrollo intestinal y no causar cambios patoldgicos en
el tracto respiratorio. Después de la administracion oral con B. subtilis, el nimero de células
secretoras de IgA y células T CD3 +no solo aumentd significativamente en el tracto
intestinal sino también en el tracto respiratorio. Ademas, los niveles de IgA secretora fueron
significativamente mas altos en la trdquea, pulmones, ileon Yy yeyuno después de
la administracién oral de B. subtilis que en los grupos de control. Estos datos sugieren que
la administracion de B. subtilis regula la respuesta inmune no solo en el intestino sino

también en el tracto respiratorio de los lechones.

Rocafuerte et al. (2022) realizaron un proceso fermentativo a partir de residuos de café en
presencia de B. subtilis, evaluando la produccién de acido lactico, el consumo de sustratos y
la generacion de biomasa, variando la concentracion de indculo. Los mejores resultados se
obtuvieron al cabo de 72 h utilizando un inoculo de 15% de B. subtilis. Bajo estas
condiciones, los carbohidratos disminuyeron de 27.12 a 4.21 g/L, se obtuvieron 4.75 g/L de

acido lactico y se gener6 una concentracion de 3.44 g/L de biomasa.
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Sanchez-Valeriano et al. (2022a) determinaron los parametros cinéticos de
biotransformacion de residuos de maiz a través de la accion fermentativa de la bacteria L.
acidophilus. Evaluaron diferentes concentraciones de la especie probiética y determinaron
que al utilizar 15% de indculo de L. acidophilus, los microorganismos se adaptaron mejor al
sustrato, obteniendo una K; = 0.57 g/L y un tiempo de adaptacion de 18.25 h. Mencionan
que, al evaluar el consumo de sustrato, identificaron que el uso del inéculo al 10% fue mejor,

ya que presento una k = 0.2534 g/L.

Sanchez-Valeriano et al. (2022b) evaluaron la generacion de biomasa y &cido lactico a partir
de residuos de maiz blanco (Zea Mays L.) mediante fermentacion anaerobia con la especie
L. acidophilus, encontrando que a mayor concentracion de inoculo se produce mayor
cantidad de biomasa, ya que al utilizar 15% v/v de L. acidophilus se incremento en un 47.28%
la biomasa con un valor inicial de 16.24 g/L y finalizando en 30.81 g/L, con un contenido de
0.43+£0.09% N, 2.68 + 0.58% Proteinas, 10.65 + 0.18 g/L de carbohidratos y una produccion
de &cido lactico de 6.76 g/L.

Shanmugasundaram et al. (2020) determinaron los efectos de la suplementacién probiética
de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis sobre el rendimiento y la carga cecal de
Salmonella en pollos de engorde desafiados con Salmonella enterica serovar enteritidis.
Encontraron que las aves en el grupo de desafio probiético + tuvieron una disminucion
logaritmica de 0.73, 1.59 y 1.32 en Salmonella UFC/g de contenido cecal a los 5, 12 y 21
dias después de la infeccion por Salmonella, en comparacion con el grupo de desafio.
Concluyeron que los probidticos B. subtilis y B. Licheniformis pueden ser una herramienta

para disminuir las cargas de Salmonella en el tracto gastrointestinal de los pollos de engorde.

Sunu et al., (2021) evaluaron el potencial simbiotico del ajo combinado con Lactobacillus
acidophilus para pollos de engorde. Realizaron un disefio aleatorio completo con 3
tratamientos y 8 réplicas y cada réplica se llené con 6 pollos de engorde de 7 dias con un
peso vivo de 218,5 g. Los tratamientos fueron simbidticos de ajo y Lactobacillus acidophilus,
preparacion simbiotica de ajo en forma de extracto (2 ml, 4 ml), colocaron 100 ml de
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proporcion de ajo y 1 ml de Lactobacillus acidophilus con la concentracion de 108 UFC. Los
pardmetros observados fueron aumento de peso corporal, pH, tasa de digestion, inmunidad
de o6rganos, perfil sanguineo, MDA, SOD y microflora intestinal. Los resultados mostraron
que el tratamiento simbidtico mejor6 significativamente (P <0.05) el rendimiento, la
digestibilidad de nutrientes, el perfil sanguineo, los antioxidantes y la salud intestinal. La
adicion de simbidticos entre el extracto de ajo y Lactobacillus acidophilus con un nivel de 4
ml mejora el rendimiento, la salud intestinal, los antioxidantes y la digestion de nutrientes en

pollos de engorde.

Zhao et al. (2019) realizaron una revision sobre las propiedades inmunomoduladoras y los
mecanismos reguladores de L. fermentum identificados en células inmunes aisladas, modelos
animales y el cuerpo humano en estudios recientes. Encontraron que el bajo pH en el
estomago y la alta concentracion de sales biliares en el intestino del huésped son dos barreras
efectivas que evitan que los probidticos sobrevivan en el tracto gastrointestinal. Sin embargo,
las cepas de L. fermentum mostraron una excelente tolerancia a valores de pH bajos en
comparacion con la mayoria de las especies de Lactobacillus (L. jensenii, L. salivarius, L.
rhamnosus, L. crispatus), con una tasa de supervivencia de mas del 90 por ciento a pH 4
durante 3 horas y alta concentraciones de sales biliares cuya tasa de supervivencia se asocio
con el tiempo de tolerancia y el pH.
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CAPITULO 2 . ESTADO DEL ARTE

2.1 Agroindustria

La agroindustria es una actividad que integra la produccién primaria agricola, pecuaria y
forestal, sin descuidar los aspectos de administracion, mercadotecnia y financiamiento; es
una actividad econdémica que combina el proceso productivo agricola con el industrial para
generar alimentos o0 materias primas semielaboradas destinadas al mercado (Cury-R. et al.,
2017). Como resultado adicional a las actividades principales de las empresas que conforman
el sector agroindustrial, se generan subproductos o residuos agroindustriales que representan
cantidades significativas y son considerados un problema ambiental (Vargas-Corredor &
Pérez-Pérez, 2018). Actualmente, este sector es reconocido no solo por su produccién e
impacto econdmico mundial, sino también por los procesos que se implementan para
disminuir el impacto ambiental que generan sus residuos; por tanto, su permanencia y
oportunidades en el mercado no dependen solamente de reglamentaciones sujetas a sanciones

sino también de su relacion con el medio ambiente (Pefiaranda-Gonzélez et al., 2017).

2.1.1 Generacion de residuos agroindustriales en México
En México, los residuos generados del procesamiento de alimentos derivados de la industria
azucarera, agricultura, pesca, industria animal y fabricacion de bebidas son considerados

sectores contaminadores potenciales del medio ambiente (Hernandez-Cézares et al., 2016).

A nivel mundial, México se coloca en el 11° lugar de produccion agricola 'y pecuariay en 3*
lugar en América Latina. Entre los cultivos que cuentan con mayor superficie sembrada en
México, se encuentran el maiz de grano blanco (6 947 000.00 Ha), el sorgo (2 175 009 Ha),
la cafa de azucar (824 747.50 Ha), el café (834 389.00 Ha) y la naranja (395 849 Ha). En la
Figura 2.1, se muestra la produccion de los cultivos mas importantes de nuestro pais, entre
los que destacan la cafia de azucar (56 354 945.10 Ton), el maiz de grano blanco (23 142
203.00 Ton) y el café (858 039.00 Ton). Estos tres cultivos representan el 45% del total de

hectareas sembradas y el 74% de la produccion agricola en México (INEGI, 2017).
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Figura 2.1 Produccion agricola de los principales cultivos en México (INEGI, 2017)

Aproximadamente 76 millones de toneladas de desechos organicos se generan anualmente
en México, de los cuales el 79% son desechos primarios (durante la cosecha) como hojas y
tallos de maiz, tapas y hojas de cafia de azucar, paja de trigo, paja de cebada y frijol, entre
otros. El 21% restante son residuos secundarios obtenidos del procesamiento posterior a la
cosecha, entre los que se encuentran: bagazo de cafia de azlcar, mazorcas de maiz, bagazo
de maguey o agave, asi como pulpa de café (Carrillo-Nieves et al., 2019). El
aprovechamiento de estos residuos o subproductos, no solo contribuye a disminuir la
explotacion de recursos sino también la contaminacion y degradacion del ecosistema,
evitando una disposicion final inadecuada como es el caso de las quemas, el uso en rellenos

sanitarios o el vertimiento a fuentes hidricas (Pefiaranda-Gonzélez et al., 2017).

Actualmente, el aumento de la poblacién mundial y el desarrollo econémico ha provocado
que la demanda de alimentos sea mayor y los productos del sector ganadero se vuelvan
bésicos en todo el mundo (Giraldi-Diaz et al. 2021). En la Figura 2.2 se muestran los
porcentajes correspondientes a la poblacién ganadera que existe en nuestro pais, entre los
gue se encuentran las aves (580 828 889), bovinos (35 224 960) y porcinos (18 365 289), la
poblacion ganadera se reporta en numero de cabezas. Estas tres especies, representan el 97%
del total de cabezas de ganado que existen en México y practicamente el 100% de la

produccidn pecuaria nacional (SIAP, 2019).
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Se sabe que los residuos de este sector provocan aproximadamente el 10% de los gases de
efecto invernadero (GEI) a nivel mundial (USDA 2021), por lo cual, se han aplicado algunas
tecnologias que puedan mitigar o reducir los efectos de los GEI ya que se consideran

cuestiones sociales, econémicas y ambientales (Khoshnevisan et al. 2021)
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Figura 2.2 Poblacion de ganado en México (SIAP, 2019)

Residuos agricolas

Cafa de azucar (Saccharum Officinarum)

La cafia de azucar es una planta semiperenne de la familia de las gramineas, originaria de las
regiones templadas tropicales y célidas de Asia. Su principal caracteristica es la produccion
de azucares (principalmente sacarosa, glucosa y fructosa), concentrandose en su culmo. La
parte aérea de la planta se compone de tallo, hojas verdes y hojas secas. La parte superior de
la planta tiene mayor humedad y la inferior menor, con hojas secas (0 muertas). La planta
tiene aproximadamente un 57% de agua en su composicién de masa, el resto se divide entre

paja, bagazo y azucar (De Matos et al., 2020).

México es el séptimo mayor productor de azicar del mundo y consume 47 kg per cépita en
forma cruda. La cafia de azicar como materia prima es cultivada por 184,000 cultivadores
en 227 municipios en 15 de los 32 estados de México, cubriendo mas de 777,078 ha. Esto
coloca a la cafia de azucar como el segundo producto agricola mas valioso del pais, solo

precedida por el maiz en grano. Asimismo, la cafia de azlcar constituye uno de los 10 cultivos
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mas importantes, cubriendo el 3.9% del area total cosechada en el ciclo agricola anual
(Aguilar-Rivera et al., 2018). La industria de la cafia de azlcar y sus derivados, ademas de
generar vertimientos de residuos materiales y energeticos, participa en la emision de
residuos a la atmosfera producto de la combustion del bagazo de cafia (5,5 kg de cenizas
volatiles por tonelada de cafia procesada, aproximadamente), los combustibles empleados
en el proceso y los vapores de fermentacion y de las unidades de sulfitacion (para el
refinado del azucar), lo que aumenta la contaminacion atmosférica (Vargas-Corredor
& Pérez-Pérez, 2018). La cafia de azUcar es utilizada mayoritariamente para la produccién
de azucar y alcohol carburante. Durante el proceso de produccién genera por tonelada de
tallos 250 kg de bagazo, 30 kg de cachaza, 6 kg de cenizas, 45 kg de melaza; ademas, por
cada L de alcohol producido, se genera hasta 15 L de vinaza (Cury-R et al., 2017). Los
residuos de la cafia han sido utilizados en multiples ramas como alimento para la produccion
animal, materia prima para la produccion de etanol, combustible, celulosa, papel y compost,

entre otros (Peflaranda-Gonzalez et al., 2017; Aguilar-Rivera, 2018).

Maiz blanco (Zea Mays L.)

La planta de maiz es una estructura frondosa alta con un sistema de raices fibrosas, que
sostiene un solo brote con muchas hojas y una rama lateral terminada por una inflorescencia
femenina, que se convierte en una mazorca cubierta por hojas de cascara. El tamarfio de la
planta, la duracién del periodo de crecimiento y el potencial de rendimiento varian de manera
importante, dependiendo de la region de produccién. (Garcia-Lara & Serna-Saldivar, 2019).
El maiz es el cultivo mas importante de México por su importancia econdémica, social y
cultural. Con un consumo promedio per cépita al afio de 196.4 Kg de maiz blanco,
especialmente en tortillas. La produccion de maiz grano se divide en blanco y amarillo. El
maiz blanco representa 86.94 % de la produccion y se destina principalmente al consumo

humano. Esa produccion satisface la totalidad del consumo nacional (SAGARPA, 2017).

El maiz tiene un gran valor e importancia econdémica en todo el mundo, no solo como
alimento humano, sino también como alimento para animales y como materia prima para una
gran cantidad de productos industriales y biocombustibles (Garcia-Lara & Serna-Saldivar,

2019). La produccion anual mundial de maiz es de aproximadamente mil millones de
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toneladas en la actualidad, con un indice de cosecha que oscila entre el 47% y el 56%,
aproximadamente la mitad del peso de la parte aérea de la planta de maiz es rastrojo. Por lo
tanto, el rastrojo de maiz se produce a una tasa de 1 kg seco por kg seco de grano de maiz,
por lo que la produccién mundial de rastrojo de maiz es de alrededor de mil millones de
toneladas (Ruan et al., 2019). Estos residuos pueden ser utilizados en diferentes procesos
como en la obtencién de fibra para alimentacién animal y produccion de etanol o para la
cobertura del suelo con el fin de protegerlo de las condiciones ambientales (Pefiaranda-
Gonzélez et al., 2017).

Café (Coffea arabica)

Se le conoce como café, al género de los arboles de la familia de las rubiéceas, a sus semillas
y a la bebida preparada con las mismas. La altura del arbusto de café arabico varia entre 4 y
6 m. En la madurez tiene hojas aovadas, lustrosas y verdes que se mantienen durante tres a
cinco afos. Sus flores son blancas y fragantes y permanecen abiertas pocos dias. Seis o siete
meses después de que aparece la flor se desarrolla el fruto. Al fruto se le dice cereza, uva o
capulin y estd recubierto por una cascarilla muy delgada que se llama pergamino
(SAGARPA, 2017). El café es considerado uno de los productos mas importantes a nivel
mundial, teniendo en cuenta que cerca de 80 paises de Latinoamérica, Asia y Africa lo
cultivan (Pefiaranda-Gonzalez et al., 2017). México es el 9° productor de café mundialmente
con una produccién de 4.7 millones de sacos de 60 kg producidos durante el periodo de
octubre de 2019 a septiembre de 2020 (ICO, 2020). El principal productor es el estado de
Chiapas, entidad que aporta el 39% del volumen nacional, seguido de Veracruz con el 30%
y Oaxaca con el 13% (CEDRSSA, 2018).

Durante la produccion de café en polvo, la Gnica parte que se utiliza es el grano, y todas las
demas partes, conocidas como subproductos, se descartan y pueden contaminar el medio
ambiente. Por tanto, mas del 50% de los frutos del café se descartan cuando podrian tener un
uso potencial en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética (Alves et al., 2017;
Mendes dos Santos et al., 2021). La piel, pulpa, mucilago, pergamino, piel plateada y también
granos de café inmaduros y defectuosos son subproductos generados durante la produccion

agricola y el procesamiento agroindustrial (Heeger et al., 2017), que pueden afectar los
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sectores econdémico, ambiental y social, y contribuyen a las emisiones de GEI (Torres-Leon
et al., 2018). La utilizacion de los residuos de café es relevante, no Unicamente por razones
medioambientales, sino por el posible destino practico de la biomasa lignocelulésica como
materia prima para la fabricacion de biocombustibles, fibras o productos quimicos
industriales (Reis et al., 2020). Los residuos del café contienen varios compuestos organicos
como acidos grasos, lignina, celulosa, hemicelulosa y otros polisacaridos que justifican su
volatilizacion (Tangmankongworakoon, 2019).

Residuos ganaderos

Residuo avicola

México es uno de los paises productores de aves de corral mas grandes del mundo. En 2019,
fue el cuarto pais en produccion de huevos y el sexto en produccion de carne de pollo. Para
el mismo afio, la industria avicola comercial mexicana representd el 64% de la ganaderia
nacional (Ornelas-Eusebio et al., 2020). La industria avicola es la actividad pecuaria mas
dindmica y uno de los sectores estratégicos para la alimentacion. Los modelos econdmicos
sugieren que para el 2024 la avicultura mexicana producird al menos 74% de la oferta total
de proteina animal (SAGARPA & SENASICA, 2016).

Este sector genera una gran cantidad de basura, que consiste en una mezcla de estiércol,
residuos de cama, desecho de comiday plumas. La cantidad de desperdicios de aves de corral
generadas por ave, durante el ciclo de produccion varia de 1.5 a 5.7 / kg de hojarasca / ave
(Jeswani et al., 2019). El estiércol avicola es rico en nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (K),
sin embargo, el uso de estiércol avicola en la agricultura, sin un tratamiento adecuado, puede
causar serios problemas ambientales tales como eutrofizacién, lixiviacién de nitratos a aguas
subterraneas, contaminacion del aire y propagacion de patogenos (Rubezius et al., 2020). La
produccidn en constante crecimiento de carne de aves de corral y estiércol asociado hace que
sea esencial identificar practicas de tratamiento para el estiércol que conduzcan a bajas

emisiones de GEI (Kreidenweis et al., 2021).
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Residuo bovino

De acuerdo con el reporte Perspectivas Agricolas 2016-2025 de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), se proyecta que la produccién mundial de carne
de bovino crezca a una tasa promedio anual de 1.3% entre 2017 y 2025, para ubicarse en 77.8
millones de toneladas (9.5 millones de toneladas méas que el promedio de 2013-2016) (FIRA,
2017).

La produccion promedio diaria de excrementos de ganado bovino es de méas de 60 kg por
vaca en una granja lechera. Esta situacion ha suscitado muchas preocupaciones para
deshacerse del estiércol de ganado sin cargas ambientales (Lee et al., 2018). El estiércol de
ganado puede terminar como purin, que combina excrementos producidos por el ganado con
agua de lluvia y agua de lavado y, en algunos casos, desechos de cama y alimento.
Tradicionalmente, los purines y el estiércol solido se han esparcido directamente sobre la
tierra como fertilizantes. Sin embargo, estas pueden ser fuentes potenciales de contaminacion
del aire y del agua. La contaminacion del aire se atribuye al gas amoniaco liberado a la
atmosfera por el estiércol esparcido por la tierra y almacenado en los edificios ganaderos
(Font-Palma, 2019).

Residuo porcicola

La produccién de carne de cerdo en México alcanz6 1.7 millones de toneladas en 2019, con
1.5% de la produccién mundial de 2020 y una tasa de crecimiento nacional de 3.8% anual
(INEGI 2020). Estudios en granjas de cerdos a pequefia escala indicaron la generacion de
aproximadamente 1300 toneladas de aguas residuales por afio por granja de cerdos, que
incluyen estiércol, orina y aguas residuales de lavado (Nagarajan et al., 2019). Estas aguas
residuales, contienen altas concentraciones de materia organica, nitrogeno y fosforo, lo que
representa una grave amenaza para el medio ambiente ecoldgico, incluida la eutrofizacion
del agua, la contaminacion del aire por volatilizacion del amoniaco y la degradacion del suelo
(Luo et al., 2019).
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La produccion masiva de estiércol porcino es una fuente importante de GEI que representa
el 18% de las emisiones totales de la industria ganadera a nivel mundial (Pexas et al. 2020),
debe tratarse de manera efectiva para evitar problemas de olor y presencia de
microorganismos patdgenos que amenazan la salud humana y animal (Cheng et al. 2020).
Este residuo contiene nutrientes y metales pesados que afectan la calidad de las aguas
superficiales y subterraneas si se descargan directamente (Dadrasnia et al. 2021; Tao et al.
2017).

2.1.2 Impacto ambiental de los residuos agroindustriales

El INNEC (2018), reporta a través del Inventario Nacional de Emisiones de Gases y
Compuestos de Efecto Invernadero 1990-2015, que nuestro pais emitié 683 millones de
toneladas de bioxido de carbono equivalente (MtCO2e) de gases de efecto invernadero. El
inventario comprende las emisiones de bidxido de carbono, metano, Oxido nitroso,
hidrofluorocarbonos, perflourocarbonos, hexafloruro de azufre y carbono negro en el periodo
1990-2015. El gas mas relevante que emite nuestro pais es el bioxido de carbono con 71%
de las emisiones, seguido del metano con 21%. Del total de las emisiones, 64%
correspondieron al consumo de combustibles fésiles; 10% se originaron por los sistemas de
produccion pecuaria; 8% provinieron de los procesos industriales; 7% se emitieron por el
manejo de residuos; 6% por las emisiones fugitivas por extraccion de petrdleo, gas y minerias
y 5% se generaron por actividades agricolas. Entre 1990 y el 2015 las emisiones de México

aumentaron un 54%, con una tasa de crecimiento anual (TCMA) de 1.7%.

Los impactos ambientales asociados con el sector ganadero son particularmente relevantes
debido a la creciente demanda de alimentos de origen animal: en 2050, se espera que el
consumo de carne y productos lacteos aumente en un 73% y 58%, respectivamente
(Santeramo et al., 2019). A pesar de su importancia econdémica, el sector ganadero también
es una fuente importante de emisiones de GEI, particularmente como emisiones de metano
entérico (Arango et al., 2020). Las principales emisiones de GEI emitidas directamente por
los animales son el metano (CH4) y el 6xido nitroso (N2O). EI CH4 se produce durante la
descomposicion de la materia organica en condiciones anaerdbicas (fermentacion entérica en

rumiantes y almacenamiento de estiércol). EI N2O se libera durante la transformacion
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microbiana del nitrogeno en el suelo o el estiércol (procesos de nitrificacion y
desnitrificacion), asi como durante la produccion de fertilizantes nitrogenados (Ersoy &
Ugurlu, 2020).

El sector agricola depende directamente de los recursos naturales que consumen, alrededor
del 70% del agua dulce mundial, mientras que ocupa el 40% de la superficie terrestre. La
mayoria de los métodos convencionales que ya existen en la produccién agricola son a
menudo insostenibles, 1o que conduce a la contaminacion ambiental y al agotamiento de los
recursos naturales de los que se basa principalmente la produccion agricola. Por ejemplo, en
Asia, debido a précticas de riego inadecuadas, se han producido mayores emisiones de
metano y salinizacion, y el alto uso de fertilizantes nitrogenados ha provocado emisiones
nocivas de gases de efecto invernadero. Esto convierte al sector agricola en una fuente lider
de emisiones de metano y oxido nitroso (NOXx), una fuente sustancial de emisiones de

carbono y un factor clave detras de la deforestacion mundial (Panchasara et al., 2021).

2.1.3 Tratamiento de residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales presentan un alto potencial de aprovechamiento gracias a su
variada composicion quimica, y esto se ve reflejado en la diversidad de alternativas existentes
para su reutilizacion. Es posible obtener de aquellos, materia prima dptima para utilizarse en
diferentes procesos y diversos productos de interés ambiental, social o econémico (Vargas-
Corredor & Pérez-Pérez, 2018).

La digestion anaerobia es un proceso aplicado para tratar diversos tipos de residuos
organicos, como estiércol de animales y ganado, desperdicios de alimentos, desperdicios
solidos municipales organicos, desechos industriales, lodos de alcantarillado y residuos
agricolas; se usa comunmente debido a su capacidad para ofrecer varios beneficios como el
bajo costo y la proteccion del medio ambiente, la reduccion de patdgenos y la produccion de
fertilizante organico como subproducto (Khalil et al.,, 2019), puede transformar
considerablemente el volumen de materia organica y al mismo tiempo proporciona un

potencial energético (biogas) (Montejo Olan et al., 2016), una mayor produccién de metano
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se logra a temperatura termofilica, pero no siempre es asi. Ademas, las altas temperaturas
requieren una mayor aportacion de energia, lo que resulta en una menor diversidad
microbiana y también en mayores costos operativos (Farooq et al., 2017). Sin embargo, la
densidad de energia del biogas es sustancialmente méas baja que la del gas natural debido al
alto contenido de CO.. Ademas, muchas plantas de biogas a menudo no cuentan con
instalaciones de contencidn adecuadas para evitar la descarga de abonos no tratados al medio
ambiente (Lee et al., 2018).

La digestion aerdbica Se suele utilizar en tratamiento de aguas residuales debido a la
abundante presencia de aire, en este proceso, los residuos organicos son utilizados como
sustratos, para el crecimiento de bacterias aerobias. De esta manera se logra reducir el
volumen de los residuos, también hay una disminucion de sélidos volatiles en suspension
(SVS) debido a la aireacion por un periodo significativo de tiempo, la materia organica se
oxida y los productos como el didxido de carbono, el nitrato y el fosfato se generan con la
liberacion de calor (Z. Zhang et al., 2016).

El proceso de compost es considerado como una estrategia adecuada para el reciclaje de
desechos agricolas. EI compost es un proceso biolégico y amigable con el medio ambiente,
a traves del cual los microorganismos aerobios mesofilicos y termofilicos consumen la
materia organica como alimento y la convierten en productos minerales, como CO2, H.O y
NHa, 0 compuestos orgénicos estabilizados, como compuestos himicos. El producto final
del proceso de compostaje se puede utilizar en tierras agricolas como fertilizantes y en tierras
insostenibles como reformadores. Sin embargo, la aplicacion de grandes cantidades de
compost puede causar efectos negativos en las plantas y los seres humanos (Jalili et al.,
2019). Estudios recientes demostraron que, aunque el compostaje es un método eficaz para
la bioconversion de desechos, sus principales desafios son las emisiones gaseosas y las
impurezas. El oxido nitroso y el metano generado durante el compostaje, contribuyen
significativamente al calentamiento global. Se informa que su impacto es 310 y 20 veces

mayor que el diéxido de carbono (Nasini et al., 2016).
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El ensilaje de forraje verde es una técnica de conservacion que se basa en procesos quimicos
y bioldgicos generados en los tejidos vegetales cuando éstos contienen suficiente cantidad de
hidratos de carbono fermentables y se encuentran en un medio de anaerobiosis adecuada. La
finalidad de este proceso consiste en desencadenar, en la biomasa tratada, fermentaciones
lacticas que reduzcan el pH y estabilicen el producto; sin embargo, si se presentan
fermentaciones acéticas o butiricas, éstas degradan la proteina y producen amoniaco y otros
fermentos que deterioran el producto ensilado (Chicaiza Muyulema, 2016).

La tecnologia de bioprocesamiento ha abierto un nuevo camino al utilizar los residuos
agricolas como fuente de nutrientes para que los microorganismos produzcan productos
biol6gicos valiosos, como enzimas, acidos organicos y otros metabolitos Gtiles que tienen
diversas aplicaciones en diversos campos. La bioconversién de la biomasa en bioenergia es
la aplicacion mas apreciada de los residuos agricolas, especialmente la que es de naturaleza

celulésica (Singhania et al., 2017).

2.2 Bioconversion anaerobia de residuos

Un proceso de bioconversion se puede entender como aquel en el que la proporcion de
nutrientes presentes en los sustratos son incorporados a productos como biomasas, biogas o
bioetanol (Parodi et al., 2020). Debido a la abundancia y disponibilidad de residuos
agroindustriales, y su composicién (celulosa, hemicelulosa y lignina), existe un creciente
interés en su reciclaje y valorizacion, a través de la fermentacion microbiana, como una
excelente estrategia para el manejo de residuos. La valorizacion de los residuos es el proceso
de convertir los materiales de desecho en productos mas utiles, como &cido succinico,
alcoholes, bioplasticos, biocombustibles (bioetanol y biodiesel) y otras fuentes de energia,

asi como alimentos para animales (Yafetto et al., 2023).

La obtencion de biomasas nutritivas a través de la bioconversion fermentativa anaerobia de
residuos organicos agricolas y ganaderos, es una solucién atractiva econémicamente, de bajo

costo y abundante materia prima, simplicidad del proceso y cuidado del medio ambiente.
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En la Tabla 2.1 se muestran diferentes tratamientos realizados a residuos agricolas y

ganaderos, asi como sus aplicaciones.

Tabla 2.1 Tratamientos y aplicaciones de residuos agroindustriales

Tratamiento/

o Descripcion Referencia
Aplicacion

Obtencidn de celulosa a gran escala a partir de RAC con un
rendimiento de 34% de celulosa final y 50% de rendimiento

Hidrolisis acida  de la fibra tratada. Dado que el fin era realizar recipientes (Ross-Alcudia et

biodegradables, se estudio la cristalinidad siendo en este al., 2017)
caso de 69%.
Se aisl6 la enzima lacasa para determinar la eficiencia de
Degradacion esta, para degradgrlcompuestos Ilgpocelulomgos de I‘e-SIdl:I,OS (Valdés et al.,
A de cafia, se realiz6 durante 45 dias, a 30 °C y agitacion
enzimatica 2020)

constantes (100 rpm), obteniendo una degradacion del 49%
de lignina del sustrato.

Biodigestion de  Obtencidn de biogas y biofertilizante, por 28 dias teniendo  (Ariza Martinez
porcinaza 1300 mL de biogéas aproximadamente. etal., 2017)

Produccion de bioetanol por pretratamiento en estado sélido

Bioconversion de  por Aspergillus niger TK1 (hidrdlisis) para posteriormente

bagazo de cafia  ser fermentado con Saccharomyces cerevisiae obteniendo un

de azUcar maximo de 8.98 ¢g/L de etanol, siendo un 90.33% de
eficiencia.

(Khonngam &
Salakkam, 2019)

2.3 Probioticos en procesos de bioconversion

Los probi6ticos son reconocidos como suplementos alimenticios para humanos y en animales
de granja. También se utilizan en la acuicultura para inhibir el crecimiento de patégenos y
reducir la presencia de virus. Estos pueden incrementar la cantidad de nutrientes, actividad
enzimatica, respuesta inmune y mejorar la calidad de aguas (Kewcharoen & Srisapoome,
2019). Mas precisamente, los probidticos son microorganismos vivos no toxicos ni patégenos
que pueden administrarse por via digestiva para aportar efectos beneficiosos al huésped
(Ding et al., 2021). De acuerdo con las sugerencias de la OMS, la FAO y la EFSA (la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria), en su proceso de seleccion, las cepas
probiédticas deben cumplir criterios tanto de seguridad como de funcionalidad, asi como los

relacionados con su utilidad tecnoldgica. Las caracteristicas probioticas no estan asociadas
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con el género o la especie de un microorganismo, Sino con pocas cepas especialmente
seleccionadas de una especie en particular (Markowiak & Slizewska, 2017). La seguridad de
una cepa se define por su origen, la ausencia de asociacion con cultivos patégenos y el perfil
de resistencia a antibioticos. Los aspectos funcionales definen su supervivencia en el tracto
gastrointestinal y su efecto inmunomodulador. Las cepas probidticas deben cumplir los
requisitos asociados a la tecnologia de su produccion, lo que significa que deben poder
sobrevivir y mantener sus propiedades durante los procesos de almacenamiento vy
distribucion (Markowiak & Slizewska, 2017). Estos microorganismos contribuyen directa o
indirectamente a varios beneficios para la salud, incluida la proteccién contra
microorganismos patdgenos, hipertension, inflamacion, diabetes, estrés oxidativo, y también
estan involucrados en la modulacién del microbioma, la modulacién inmune y la actividad
anti-colestérmica (Novik & Savich, 2020). Para promover sus efectos beneficiosos sobre el
huésped, los probidticos deben sobrevivir al transito gastrointestinal, las condiciones acidas
del ambiente gastrico y poder llegar al intestino grueso en cantidades adecuadas para permitir
la colonizacion y proliferacion. Los probidticos ayudan a restaurar la microbiota intestinal,
mediante la adhesion y colonizacion de la mucosa intestinal, evitando la proliferacion de
bacterias patdgenas, ademas de competir por los nutrientes disponibles en el nicho ecolégico
(Da Silva et al., 2021)

Por otro lado, los tratamientos de excretas ganaderas como fermentacion, acidificacion o
pasteurizacién reducen la presencia de microorganismos patégenos y a su vez disminuye el
contenido de carbohidratos presentes por accion fermentativa de probi6ticos como las
Bacterias Acido Lécticas (BAL), lo que resulta en un producto rico en nutrientes que se puede
aprovechar como ingrediente alternativo en la alimentacion de animales de granja
(Ruvalcaba-Gomez et al., 2019).

2.3.1 Mecanismos de accion de los probidticos

El mecanismo general de los probioticos en el huésped incluye aumentar la produccion de
enzimas que favorecen la digestion y absorcion de nutrientes, mejorar la morfologia de IEC
y potenciar una respuesta inmune, aumentando la abundancia de microorganismos favorables

en el intestino, promoviendo la funcién de barrera de IEC, e inhibiendo la adhesién de
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patdgenos y toxinas a IEC (Jager et al., 2018; Shin et al., 2019; Singh et al., 2019; Wang et
al., 2019).

2.3.2 Actividad probiotica en animales

La aplicacion de probidticos puede reducir la propagacion de patégenos en el ganado y las
aves de corral, mejorar la digestion y absorcion de los nutrientes intestinales y mantener un
estado micro ecoldgico saludable. Ademas, el uso de farmacos antimicrobianos utilizados en
terapéutica veterinaria para prevenir y tratar enfermedades en las Gltimas décadas ha llevado
a la farmacorresistencia de bacterias patdgenas, haciendo que el tratamiento con farmacos
antimicrobianos sea cuestionado. Por lo tanto, los antibi6ticos se han prohibido a gran escala
y se necesitan con urgencia reemplazos. Evidencia sustancial ha demostrado que los
probidticos desempefian un papel importante en la regulacion del rendimiento del
crecimiento, la respuesta inmunitaria y la salud intestinal (Ding et al., 2021). En la Tabla 2.2

se resumen algunos de estos beneficios.

Tabla 2.2 Efectos de los probidticos sobre la salud intestinal en animales monogéstricos

Probiéticos Desempefio positivo Referencia
Bacillus . - _ . .
coagulans Inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella; el  (Al-Khalaifa et
) valor del pH tiende a ser acido. al., 2019)
Lactobacillus
Clostridium o . ] o o
butyricum Rendimiento positivo Inhibe el crecimiento de Escherichia

coli y Salmonella; el valor del pH tiende a ser acido. Mejora
el rendimiento del crecimiento, la morfologia intestinal y la

_ Bacillus microflora del colon.
licheniformis

Bacillus subtilis (Cao et al., 2019)

Reduce la infeccion por E. coli F4ac; reduce la diarrea
causada por la infeccién por E. coli en lechones destetados;
afecta el perfil del transcriptoma mucoso.

B. subtilis
DSM25841

(Luise et al.,
2019)

Reduce la poblacion de E. coli; aumenta la poblacién de
Bacillus Lactobacillus spp; mejora la digestibilidad de la fibra cruda;
aumenta la altura de las vellosidades.

(Rodjan et al.,
2018)

34



2.3.3 Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las Bacterias Acido-Lacticas (BAL) son comlnmente utilizadas en la industria alimentaria
debido a que tienen la capacidad de brindar caracteristicas propias de productos fermentados
como textura, sabor y olor, también se utilizan para producir biomasas con alto contenido
probiotico y &cido lactico (AL) (Spann et al., 2018). Son bacterias Gram positivas, no forman
esporas, tiene forma de cocos o bacilos, considerados anaerobios facultativos, y pueden

sintetizar AL en procesos fermentativos (Heredia-Castro et al., 2017).

Varios miembros de BAL, cultivos puros o mixtos, son comdnmente utilizados como
probidticos (aditivos alimentarios microbianos). De acuerdo con estudios anteriores, estos
aditivos microbianos pueden adherirse y sobrevivir en el tracto gastrointestinal de los
animales, en los que actlan sobre la estabilidad y la proteccion de este ecosistema. También
contribuyen al sistema digestivo y los procesos metabolicos, asi como para la modulacion de
la respuesta inmune local y sistémica (Garcia-Hernandez et al., 2016). Dentro de este grupo,
los més importantes pertenecen al género Lactobacillus, conocidos como GRAS
(Generalmente Reconocidos como Seguros) y considerados benéficos por su capacidad de
digerir proteina, carbohidratos y grasas de los alimentos, cualidad que les permite ayudar al
organismo huésped en la absorcion de nutrientes esenciales como minerales, aminoacidos y
vitaminas. Otra caracteristica importante es su capacidad para inhibir otros microorganismos
como bacterias patogenas causantes de problemas a nivel agroindustrial y sanitario (Jurado-
Gamez & Jarrin-Jarrin, 2015).

Diversos estudios han sugerido que las bacterias lacticas, incluyendo Lactobacillus y
Bifidobacterium, aumentan la tasa de erradicacion de la infeccion por H. pylori. Las BAL
inhiben el crecimiento de H. pylori a través de la secrecion de componentes proteinicos o
acidos organicos, disminuyen la capacidad de adherencia de H. pylori a las células epiteliales
gastricas, reducen la inflamacion de la mucosa y estabilizan la barrera géstrica (Zheng et al.,
2016). En la Tabla 2.3 se muestran algunas BAL utilizadas en procesos fermentativos o de

bioconversion.
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Tabla 2.3 BAL utilizadas en procesos fermentativos

BAL Caracteristicas Referencia

Aerotolerante, homofermentativa, pH 5.5-7.0. Utilizada
como cultivo iniciador de la fermentacion en la produccién
de yogurt y queso.

Streptococcus
thermoplilus

(Spann et al.,
2018)

Fermentaciones y procesamiento de alimentos crudos, tiene
Lactobacillus  propiedades antioxidantes, desarrolla nuevos probidticos, (Beheraetal.,
plantarum tiene actividad antimicrobiana, es estimulante del sistema 2018)
digestivo.

Se pueden encontrar en el suelo y agua, pueden sobrevivir
en el sistema digestivo por el &cido. Es Gram positiva, puede
crear esporas, pueden producir componentes como tripsina,
lipasa, amilasa y péptidos antimicrobianos.

(Kewcharoen &
Srisapoome,
2019)

Bacillus spp.

Es un componente clave en la microflora intestinal de los
Lactobacillus  humanos, es utilizada en procesos de fermentacién de (Zhen et al.,
acidophilus yogurt. Sobrevive a temperaturas de 42-52 °C, bacteria 2020)
homofermentativa.

Lactobacillus acidophilus

Es una bacteria gram positiva, pertenece a las bacterias homofermentativas, una caracteristica
propia de esta especie es que resisten la acidez gastrica. Puede crecer en un rango de
temperatura de 43-48 °C siendo 37 °C la 6ptima de crecimiento. Tiene diversos beneficios al
huésped, como equilibrio de la flora intestinal, reduce la actividad de células cancerigenas,
entre otros. Ademas, se tiene registro de que inhiben el crecimiento de patégenos como E.
coli 0 S. aureus (Llerena Ramirez et al., 2017).

L. acidophilus es una de las especies mas conocidas del género Lactobacillus en el grupo de
las BAL vy existe en el tracto gastrointestinal y la vagina de humanos y animales; produce
compuestos antimicrobianos, incluidos acidos organicos, perdxido de hidrégeno, diacetilo,
amoniaco, dioxido de carbono, etanol y bacteriocinas (Ozogul et al., 2020). Es un probiético
muy utilizado en procesos fermentativos, se adapta facilmente en el intestino, por su
tolerancia a las condiciones acidas del tracto intestinal y por su capacidad de formar colonias

en el huésped. Tiene gran capacidad de absorber y catabolizar carbohidratos complejos que
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son dificiles de digerir (Theilmann et al., 2017). L. acidophilus puede aliviar la inflamacion
intestinal y aumenta la integridad intestinal. La introduccion de L. acidophilus en el tracto
gastrointestinal de los animales, restaura las poblaciones probidticas adherentes a la mucosa
produciendo factores inmunorreguladores que pueden aumentar la colonizacion o

supervivencia en el huésped (S. Cao et al., 2016).

Lactobacillus fermentum

Es una bacteria heterofermentativa grampositiva que se encuentra en los productos lacteos,
las aguas residuales, el estiércol, las verduras en fermentacion y la boca y heces de los seres
humanos. Es ampliamente considerada como una cepa probiotica segura. Fue incluido en la
lista de Presuncion Cualificada de Seguridad (QPS) de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) en 2009, catalogado como un organismo “generalmente reconocido
como seguro™ (GRAS) por la Agencia de Alimentos de EE. UU. y la Administracion de
Drogas (FDA) en 2013 e incluida en la lista de bacterias que podrian usarse en alimentos en
China en 2011 (Zhao et al., 2019).

Un numero creciente de estudios ha proporcionado evidencia del antagonismo entre L.
fermentum y una variedad de bacterias y hongos patdgenos, como Staphylococcus aureus
(Kang et al., 2017), Candida albicans (Rossoni et al., 2018), Helicobacter pylori (Garcia et
al., 2017), Campylobacter jejuni (Lehri et al., 2017) y Aspergillus parasiticus (Ghazvini et
al., 2016). La actividad bacteriostatica de L. fermentum se puede atribuir a su produccion de
acidos organicos (principalmente acidos lactico y acético) y péptidos antimicrobianos. Las
cepas de L. fermentum han mostrado una tasa de supervivencia de méas del 90 por ciento a
pH 4 durante 3 horas y alta concentraciones de sales biliares cuya tasa de supervivencia se

asocio con el tiempo de tolerancia 'y el pH (Zhao et al., 2019).

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis se convirtié en la especie mas estudiada del género Bacillus debido a su
competencia natural para la captacion de ADN extracelular que facilita la modificacién
genética simple y la aparicion de esporulacion, uno de los primeros procesos de

diferenciacion de células bacterianas estudiados. Las esporas latentes pueden sobrevivir a

37



circunstancias duras (alta temperatura, desecacion, radiacion ultravioleta y ), depredacion
por microorganismos y macroorganismos, o incluso condiciones extraterrestres. B. subtilis
se puede aislar de varios entornos, desde el suelo hasta los habitats marinos, y se puede
utilizar en diversas aplicaciones, desde la produccion de enzimas y la fermentacion de

alimentos hasta el control bioldgico de las plantas (Kovéacs, 2019).

Bacillus subtilis es una bacteria probidtica formadora de esporas, grampositiva; puede
mejorar la salud intestinal y el bienestar del huésped de diferentes maneras, como bajar el pH
intestinal a través de la fermentacion de acido, estimular el sistema inmunoldgico asociado
con el intestino, aumentar la capacidad antioxidante intestinal, y estimular los linfocitos
intraepiteliales intestinales (Bai et al., 2017). Las especies de Bacillus son anaerobios
facultativos que tienen la capacidad de crecer aerdbicamente o anaerébicamente.
Recientemente, las especies de Bacillus se han utilizado para el tratamiento de aguas

residuales municipales (Yang et al., 2017).

2.4 Crecimiento bacteriano

Para el estudio de microorganismos es importante medir la tasa de crecimiento de estos,
siendo esta respuesta muy esencial. Pueden crecer en diferentes condiciones fisicas, quimicas
y nutricionales, ya que extraen nutrientes del medio en el que se encuentran para convertirlo
en componentes bioldgicos. Gran parte de esos nutrientes son aprovechados como fuente de
energia, biosintesis o formacién de nuevos productos, dando resultado a un incremento en la
masa microbiana respecto al tiempo que se puede describir de acuerdo con la Ecuacién 2.1
(Shuler et al., 2017)

sustrato + celulas — productos extracelulares + mas celulas

ZS+X—>ZP+nX @5

La velocidad de crecimiento esta directamente relacionada con la concentracion celular,

definida por la Ecuacion 2.2, la velocidad especifica de crecimiento. La cuantificacion de la
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concentracion celular en un medio de cultivo es esencial para determinar la cinética y

estequiometria del crecimiento microbiano.

1dX

Unet = X dt (2.2)

Cuando a un medio liquido se inocula un microorganismo, empieza a absorber los nutrientes
e inicia la conversion a biomasa. Una curva tipica de crecimiento bacteriano incluye las fases:
fase lag o de adaptacion, fase exponencial o logaritmica, fase de desaceleracion, fase

estacionaria y fase de muerte (Shuler et al., 2017; Stanbury et al., 2017).

Fase lag o adaptacion: ocurre inmediatamente después de la inoculacion, es el periodo de
adaptacion de las células a un nuevo ambiente. Durante esta etapa se incrementa un poco la

masa celular, sin incrementar la densidad celular.

Fase exponencial o logaritmica: las células se han ajustado al nuevo ambiente (medio de
cultivo), en esta etapa la densidad celular se incrementa rapidamente. Las células crecen a
una tasa maxima constante y el aumento en la concentracion de biomasa sera proporcional a

la concentracion inicial de biomasa.

Desaceleracion. En esta fase el crecimiento desacelera debido al agotamiento de uno 0 mas
nutrientes esenciales o la acumulacion de productos toxicos para el crecimiento. Debido a
este cambio se da un desequilibrio en el crecimiento, ocasionando un cambio en la
composicion celular y tamafio de las bacterias, se dice que lo provoca el estrés al que se
pueden ver sometidas por el decremento de nutrientes o acumulacién de desechos, generando

un ambiente hostil.

Fase estacionaria: inicia al final de la fase de desaceleracion cuando la velocidad de

crecimiento es cero y no hay division celular o cuando la velocidad de crecimiento es igual
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a la velocidad de muerte. En esta fase ocurren dos fendmenos principales: la concentracion

celular se mantiene constante pero el nimero de células viables disminuye y hay lisis celular.

Fase de muerte: es seguida de la fase estacionaria. La muerte celular inicia durante la etapa
estacionaria y es aqui cuando incrementa. Ademas, la concentracion de nutrientes disminuye

y se puede dar un ambiente toxico.
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CAPITULO 3 . METODOLOGIA

3.1 Metodologia Experimental

En la Figura 3.1 se muestra la metodologia general utilizada para el cumplimiento de los

objetivos de este proyecto.

Obtencion y
acondicionamiento de los

residuos agroindustriales _
Caracterizacion Obtencion de
fisicoquimicay [« ------=--cmommmmmb | Microorganismos
microbioldgica Y probidticos
Pre-tratamiento térmico *

g Propagacion de
probidticos en
medio sintético

Etapa 1.
____________ Evaluacion de lavelocidad | =~~~
r de agitacién en el proceso de 0
A bioconversién anaerobia A
Determinacion de las g Caracterizaciéon de
condiciones de operacion la biomasa obtenida
recomendables
A Etapa 2. i X
. . 1
Cmcmmcmeeood Evaluacion del porcentajede | _ _______ J !
indeulo utilizado en el proceso de v
bioconversion anaerobia -
Evaluacion de

l rendimiento

Desarrollo de las estrategias
de manejo de los residuos
agraindustriales

Figura 3.1 Diagrama de bloques de la metodologia general
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3.2 Obtencion y acondicionamiento de residuos agroindustriales

Residuos agrocarieros (RAC)

El RAC fue proporcionado por el Ingenio Central Progreso ubicado en Paso del Macho,
Veracruz. La muestra estuvo conformada por tallos secos y verdes, cogollo, hierbas secas y
hojas. Posterior a su obtencion, el RAC fue secado en estufa durante 8 horas y se tritur con
un molino para obtener un polvo, de este modo se realizo la dilucion correspondiente para
tener una concentracion de 100 g RAC/L. La muestra diluida se mantuvo en refrigeracion a
4 °C hasta su uso.

Residuos de maiz blanco (olote)

Los residuos de maiz blanco se obtuvieron del Mercado Emiliano Zapata ubicado en Orizaba,
Veracruz. La muestra estuvo conformada por hojas y olote. Posterior a su obtencion, la
muestra fue secada al sol durante 8 horas y posteriormente se trituré para obtener un polvo,
de este modo se realizo la dilucidn correspondiente para tener una concentracion de 130 g de

residuo de maiz por litro. La muestra diluida se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Residuos de café (pergamino)

El residuo de café fue proporcionado por un beneficio cafetalero ubicado en la localidad de
Potrero Nuevo, municipio de Atoyac, Veracruz. La muestra del residuo de café consisti6 en
pergamino seco, el cual fue obtenido al ser separado de la semilla después de haber sido
sometida a secado al sol durante 5 a 7 dias. La muestra de pergamino fue pulverizada en un
molino de café. Se realizé una dilucion de 30 g de pergamino en 200 mL de agua para obtener
alrededor de 6-8% de sélidos totales para su caracterizacion. La muestra diluida se mantuvo

en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Residuo avicola (pollinaza)

La obtencion del residuo avicola se realizé en una granja perteneciente al Grupo San Antonio,
S.A. de C.V., ubicada en el municipio de Fortin de las Flores, Veracruz. Las muestras
obtenidas estuvieron conformadas de pollinaza de primera y pollinaza de segunda; estas

fueron depositadas en recipientes de 2 kg para su facil manejo, posterior se realiz6 una
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dilucion 1:4 para obtener una muestra de 3 a 6 % de Solidos Totales para su caracterizacion.
Este ultimo se soporté con melaza diluida (1:20), considerando una concentracion en el
sustrato de 12 % v/v para obtener una concentracion entre 15y 30 g/L de carbohidratos. La

muestra diluida se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Residuo bovino

La seleccidn y obtencion del residuo bovino se realizé en una granja localizada en la localidad
de Jalapilla, municipio de Rafael Delgado, Veracruz. Las muestras obtenidas estuvieron
conformadas exclusivamente de excretas de vacas y fueron depositadas en recipientes de 2
kg para su facil manejo, posterior se realiz6 una dilucion de 1:4 para obtener una muestra de
3 a6 % de Solidos Totales para su caracterizacion. Este Gltimo se soporté con melaza diluida
(1:20), considerando una concentracion en el sustrato de 12 % v/v para obtener una
concentracion entre 15 y 30 g/L de carbohidratos. La muestra diluida se mantuvo en

refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Residuo porcicola (porcinaza)

La recoleccion del residuo porcicola se realizd en una granja porcina semi-tecnificada
ubicada en Orizaba, Veracruz. Las excretas en su mayoria estuvieron conformadas por orina
y materia fecal, ademas de alimento no digerido. Posterior a su recoleccion, se realiz6 una
dilucion de 1:4 para obtener una muestra de 3 a 6% de Solidos Totales para su
caracterizacion. Este ultimo se soportdé con melaza diluida (1:20), considerando una
concentracion en el sustrato de 12 % v/v para obtener una concentracion entre 15y 30 g/L

de carbohidratos. La muestra diluida se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

3.3 Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de residuos

agroindustriales

Los residuos se caracterizaron fisicoquimica y microbioldégicamente con la finalidad de
conocer sus propiedades, composicion y los niveles de contaminantes de éstos. En la Tabla
3.1 se muestran los parametros evaluados, asi como el método bajo el cual se realizé cada

analisis. Es importante mencionar que las determinaciones se realizaron posterior a la
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dilucion de los residuos, posterior al tratamiento térmico y posterior a la adicion de melaza

(para el caso de los residuos ganaderos).

Determinacion de pH

Este parametro se midio directamente de cada muestra con un potenciémetro marca Orion
(modelo 250a) el cual se calibra con soluciones tampén de pH 4y pH 7, ya que se sabe que
las cinéticas realizadas con microorganismos probidticos presentan un mejor
comportamiento con un pH de 5.5 a 7, por lo que es importante monitorear este parametro

para acondicionar el medio y regular el pH de ser necesario.

Tabla 3.1 Pardmetros de caracterizacion de los residuos agroindustriales

Naturaleza Parametro [Unidad] Meétodo
pH Potenciométrico

Fisica Selidos Totales [%] mﬂflmiaﬁ;‘%%&%
Solidos Totales Volatiles [%] Xﬁ%&%ﬁ%gé&i;&%

Carbohidratos [g/L] Antrona-sulfurico

Quimica Nitrégeno Total [%] Método estandar SM 4500-Nog-B

Proteinas [%] Nitrégeno Kjeldahl

Coliformes fecales [NMP/g ST] NOM-004-SEMARNAT-2002
Microbioldgica

Salmonella spp. [NMP/g ST] NOM-004-SEMARNAT-2002

Determinacion de solidos totales y sélidos totales volatiles

Los Sdlidos Totales (ST) se definen como el material residual después de la evaporacion y
el secado de una muestra a cierta temperatura, esta determinacion se realizd6 mediante la
técnica gravimétrica descrita en el método estandar 2540 G de la APHA-AWWA-WPFC
(2017). Para determinar los Solidos Totales (ST), se tomaron 3 mL aproximadamente de
muestra y se vertieron en un crisol que previamente se mantuvo a peso constante, se
evaporaron las muestras a 103 — 105 °C durante 24 h. Finalmente se realiz6 el calculo con la

Ecuacién 3.1.
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_Ps—P
%ST =3 -100 (3.1)

2 1

Donde:
P; = Peso del crisol a peso constante (g).
P, = Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra antes de evaporacion (g).

P; = Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco (g).

Los Sélidos Totales Volatiles (STV) se determinaron siguiendo el mismo método estandar
2540 G, la muestra seca obtenida del paso previo (Sélidos Totales) se llevo a calcinacién en
una mufla Thermo Sciencitic a 550 °C durante 2 h y el porcentaje de STV se calculd

utilizando la Ecuacion 3.2.

P, — P
> %.100 (3.2)

o% STV =
%STV =55

Donde:
P; = Peso del crisol a peso constante (g).
P; = Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco (g).

P, = Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada (g).

Determinacion de carbohidratos

El método de antrona-sulfarico se basa en la hidrolisis del enlace glucosidico de ciertos
carbohidratos y sacaridos en medio acido fuerte (&cido sulfirico), en donde los
monosacaridos resultantes reaccionan con la antrona produciendo un derivado de furano de

color verde-azulado que tiene su maximo de absorcion en 620 nm.
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La determinacién de carbohidratos se realizé por este método, el cual consistio en diluir la
muestra para tener una relacion de 1:25, de esta dilucion se tomaron 2 mL a las cuales se
agregaron 8 mL de la solucidn de antrona-sulfurico, la cual se prepara al momento de su uso,
diluyendo 1 g de antrona en polvo en 760 mL de acido sulfdrico concentrado para después
aforar a 1 L con agua destilada, la preparacion se debe realizar en un bafio de hielo ya que la
reaccion es exotérmica. Posterior a la adicion de la solucion se llevaron las muestras a
calentamiento a 94 °C por 12 min. Finalmente, las muestras se dejaron enfriar para leer la
absorbancia en un espectrofotometro Thermo Scientific modelo Genesys 20 a una longitud

de onda de 620 nm. Fue necesario preparar un blanco con 2 mL de agua destilada.

Determinacion de nitrogeno total

El nitrégeno total se midid siguiendo la técnica analitica del método estdndar SM 4500-Norg-
B, este consiste en tomar una muestra con aproximadamente 40 mg de STV, a la cual se
agrega una pizca de selenio en polvo (funciona como catalizador), 0.5 g de sulfato de potasio,
0.2 g de sulfato de cobre y 3 0 4 mL de &cido sulfurico concentrado. Posteriormente, se llevo
a digestion durante 2-4 h o hasta que la muestra tomara una coloracion verde esmeralda o
azul turquesa, en este momento se llevaron a destilacion (a un destilador micro Kjeldahl), se
agregaron aproximadamente 15 mL de hidroxido de sodio al 40% y el destilado se recibi6 en
un vaso de precipitados que contenia 10 mL de &cido borico al 4% y 1 gota de indicador azul-
rojo de metilo (coloracion morado claro). La destilacion termina hasta que en el vaso
recibidor se tengan 40 mL o hasta el cambio de color a verde claro. Finalmente se titularon
las muestras con acido sulfurico al 0.02 N, registrando el volumen gastado de acido. El

nitrogeno total se estima utilizando la ecuacion 3.3:

G-N-0.014"

% N =
% M

100 (3.3)

Donde:
G = mL de solucion gastados en la titulacion.

N = normalidad de la solucion en la titulacion.
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M = peso de la muestra (Q).

*El valor de 0.014 corresponde a los mili equivalentes de nitrogeno.

Determinacion de proteinas

Las proteinas son compuestos organicos que contienen nitrégeno, son importantes para el
mantenimiento del cuerpo animal, crecimiento, desarrollo, produccion y reproduccion. Para
la determinacion analitica del contenido en proteina total o “proteina bruta” se utilizo el valor
obtenido de nitrogeno total y un factor que varia segun el origen de la muestra y se aplicé la

ecuacion 3.4:

%P=9%N-F (3.4)

Donde:
% N: porciento de nitrégeno

F: factor de conversidn segun el origen de la muestra.

Determinacion de coliformes fecales

Para esta determinacion se utilizé el método descrito en el Anexo Il de la NOM-004-
SEMARNAT-2002, el cual describe la técnica para la cuantificacion del grupo coliformes
fecales en lodos y biosolidos. A través de diluciones sucesivas se obtienen indculos, al menos,
de una célula para obtener crecimiento en el medio de cultivo (tubos positivos), y otros que
al sembrarse dan resultado positivo en por lo menos un tubo de la serie. La combinacion de
resultados positivos y negativos permite realizar una estimacion de la densidad bacteriana
reportada como NMP. EI NMP de coliformes fecales se obtiene a partir del codigo
compuesto por los tubos con resultado positivo en el medio EC. Si se inoculan tres series de
tres tubos y se utilizan volimenes decimales diferentes, se obtiene el codigo formado por el
numero de tubos con resultados positivos en las tres series consecutivas, verificando el valor

del NMP correspondiente, siguiendo la Ecuacion 3.5.
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NMP NMP tablas - 10°
gST — mayor volumen inoculado

(3.5)

Determinacion de Salmonella spp.

Para la determinacion se utiliz6 el método descrito en el Anexo IV de la NOM-004-
SEMARNAT-2002, y se baso en el enriquecimiento de la muestra con medios selectivos,
que contienen sustancias inhibidoras, que favorecen el crecimiento de Salmonella spp.;
reconstituyendo a su vez la vitalidad de las células dafiadas y, de igual forma, impidiendo el
desarrollo de bacterias coliformes asociadas. Una vez realizada la seleccion, las bacterias
presentes en una muestra pueden ser separadas por agitacion, dando por resultado una
suspension de células bacterianas, uniformemente distribuidas, a través de diluciones
sucesivas de la muestra. EI NMP de Salmonella spp; se obtiene a partir del cédigo compuesto
por los tubos con resultado positivo en el caldo de selenito cistina. Se obtiene el codigo
formado por el numero de tubos con resultados positivos en las tres series consecutivas,

verificando el valor del NMP.

3.4 Pre-tratamiento térmico de residuos agroindustriales

Se aplicé a todos los sustratos un tratamiento térmico de 90 °C durante 30 min ya que segun
lo reportado por Aguilar-Badillo et al., (2019) se inactivan gran parte de los microorganismos
patdgenos que pudieran estar presentes en las muestras, posteriormente se tamiz6 para
eliminar aglutinaciones formadas durante el calentamiento y obtener una muestra
homogénea, finalmente se conserva en refrigeracion a 4 °C. Después del tratamiento térmico
se caracterizaron las muestras de acuerdo con la Tabla 3.1 para los pardmetros fisicoquimicos

y microbiol6gicos.

3.5 Obtencion y propagacion de microorganismos probioticos

Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus se obtuvo de un medicamento comercial fabricado por la empresa Gelpharma
S.A. de C.V Se trata de un medicamento en presentacion de capsulas las cuales contienen L.
acidophilus vivos, aceite de soya, aceite vegetal hidrogenado, lecitina de soya y vitamina E.
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Para la propagacion, se extrajo el contenido de las capsulas para incubar en medio MRS
(Man, Rogosa y Sharpe) el cual fue previamente esterilizado a 121 °C por 15 min., se
incubaron en tubos de 10 mL (con el contenido de una cépsula), por 24 h a 37 °C + 0.5.

Posteriormente se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum CDBB-B-1893 se obtuvo como cepa pura de la Coleccion Nacional
de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, ubicado en la Colonia San Pedro Zacatenco,
México, D.F.

Para la propagacion se utilizé un medio MRS el cual fue previamente esterilizado a 121 °C
por 15 min., para la primera siembra, se inocularon tubos de 10 mL tomando con asa estéril
las colonias propagadas en el agar MRS y se incubaron por 24 h a 37 °C = 0.5.
Posteriormente, se sembraron tubos con 9 mL de medio MRS y 1 mL del tubo de la primera
siembra, siguiendo las mismas condiciones de incubacion. Finalmente se mantuvieron en

refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Bacillus subtilis

Se adquirio el producto fungicida comercial “SERENADE ASO” fabricado por Bayer
CropScience, gque contiene la bacteria Bacillus subtilis cepa QST 713. Equivalente a 13.68
g/L, 1 x 10° UFC (unidades formadoras de colonias) por gramo de producto y otros
ingredientes inertes como: conservador, agentes quelantes, dispersante, aglutinante,

espesante agua, preservativo y residuos de la fermentacion.

Para la propagacion se utilizo agar nutritivo (AN) el cual fue previamente esterilizado a 121
°C por 15 min., el medio se sirvid en cajas Petri estériles, en las cuales se realizé la siembra
por estria, tomando una pequefia cantidad de muestra con un asa estéril. Después de la
siembra, las cajas Petri fueron almacenadas dentro de una estufa de cultivo marca Felisa a

temperatura de 36 °C durante 72 h.
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3.6 Cinéticas de crecimiento de bacterias probidticas

Determinacion de biomasa y AL

La biomasa se obtuvo por el método de peso seco el cual consistio en tomar 10 mL de muestra
para ser centrifugada a 10,000 rpm por 10 minutos, se utiliz6 una centrifuga marca
HERMLE-Lubnet Z323. Posteriormente se suspendieron los sélidos 2 veces con agua
destilada (repitiendo la centrifugacion) con el fin de retirar la mayor cantidad de compuestos
indeseables (sales, residuos, etc.); se tomo previamente el peso del crisol (a peso constante),
posteriormente la muestra se seco a 95 °C por 4 h.

Para evaluar la produccién de AL se aplico la metodologia descrita en la norma NMX-F-716-
COFOCALEC-2014, la cual consiste en la titulacién de la muestra con NaOH 0.1 N, el
calculo se realiz6 a partir de la Ecuacién 3.6.

. o gy _V-N-90 (3.6)
Acido Lactico (Z) = T

Donde:

7= Volumen gastado de NaOH (mL)

N = Normalidad del NaOH

},, = Volumen de la muestra (mL)

Obtencion de parametros cinéticos
Los parametros cinéticos u,,, ., Ks, Yx/s, Yp/s 'y A (tiempo de lag o acondicionamiento) se

determinaron con el modelo de Gompertz (Ecuacion 3.7), en la cual para obtener u, . se

realizo el cociente de Kg/eyasuvezA = T; — Ki (Tjorve &Tjarve, 2017).
S

LN(N(t)) = B + (A — B) exp(— exp(—Ks(t — Ty))) (3.7)
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Donde:

N (t)= Concentracion celular al tiempo t

A= Concentracién celular asintotico a medida que el tiempo disminuye
B= asintota inferior

T;= Tiempo de inflexion (h)

3.6.1 Etapa 1: Evaluacion de la velocidad de agitacion

Condiciones de cultivo

La fermentacion anaerobia se realizé un reactor escala laboratorio de acero inoxidable con
capacidad de 5 L, el cual tiene un agitador tipo hélice de dos palas y chaqueta de
calentamiento. Se realizaron tres cinéticas para cada sustrato (RAC y porcinaza), teniendo
tres diferentes velocidades de agitacion 100, 150 y 200 rpm, durante 72 horas a temperatura
constante (37 °C). Se afiadio al reactor un volumen 0til de los sustratos de 3.6 L y 0.4 L del
matraz semilla considerando la relacion 1:10. Se tomaron 20 mL de muestra cada 4 h para

medir el consumo de sustrato, el crecimiento microbiano y la generacion de AL.

Concentracién celular

Se utiliz6 la camara de Neubauer para realizar el conteo celular, se trata de una placa de
cristal con forma de portaobjetos, de 30 x 70 mm y 4 mm de grosor. En la parte central se
encuentra grabada una reticula cuadrangular (Figura 3.2); la reticula completa mide 3 mm x
3 mm de lado, subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1mm de lado cada uno; el cuadrado
central se divide en 25 cuadrados medianos de 0,2 mm de lado, y cada uno de estos cuadros
se subdivide a su vez en 16 cuadrados pequefios (Aguilar-Badillo et al., 2019).

Figura 3.2 Cuadrantes de la camara de Neubauer
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Segun lo descrito por Aguilar-Badillo et al., (2019), se realiz6 una dilucion con una
concentracion apta para el recuento, en torno a 10° (1 millén). El calculo se realizé con la

Ecuacidn 3.8 haciendo el conteo en las esquinas de los cuadros marcados con el nimero 1.

No. Células contadas Células
- fecee - fd = ———

(3.8)

No.esquinas contadas mL

Donde:
fecc = Factor de conversion de la cdmara de conteo (10,000)

fa = Factor de dilucion

3.6.2 Etapa 2: Evaluacion del porcentaje de inéculo

Condiciones de cultivo

La fermentacion anaerobia se realizé en matraces erlenmeyer de 250 mL con 150 mL de
volumen (til, a los cuales se adiciond el sustrato y el in6culo de bacterias probidticas a
diferentes concentraciones (5, 10 y 15 % v/v). Los matraces fueron colocados en una
incubadora modelo ZHWY-100B a temperatura constante de 36 °C y en agitacion a 110 rpm.
Este proceso fue monitoreado durante 3 dias y se tomaron muestras cada 8 horas para evaluar
el consumo de sustrato, el crecimiento microbiano, la produccion de AL y la generacién de

biomasa.

Conteo celular

El conteo celular se llevé a cabo mediante la técnica de placa vertida (Peng et al., 2021), con
la finalidad de contabilizar el crecimiento bacteriano en unidades formadoras de colonias
(UFC). Se realizaron diluciones seriadas para mayor facilidad al momento del conteo y se
utilizaron como medios de cultivo, agar MRS y agar nutritivo (AN). Se utiliz6 la Ecuacion
3.9 para calcular la concentracion de bacterias.

UFC

= colonias contadas - factor de dilucion - volumen de in6culo (3.9
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3.7 Disefio experimental

Etapa 1: Evaluacion de la velocidad de agitacion

Se utilizé un disefio factorial 32 con 3 réplicas sin aleatoriedad, donde las variables
independientes fueron la especie de bacteria probiotica (L. acidophilus, L. fermentum y B.
subtilis) y la velocidad de agitacion (100, 150 y 200 rpm). Se consideré como variable de
respuesta al rendimiento de la biomasa celular. A través de este disefio experimental se pudo
realizar el analisis de como es que interfiere la especie probidtica y la velocidad de agitacion
en el reactor durante el proceso fermentativo. La Tabla 3.2 muestra el disefio experimental

utilizado a través del software Minitab 18.

Tabla 3.2 Disefio de experimentos para la etapa 1

Corrida Bacteria Agitacion Corrida Bacteria Agitacion
1 LA 100 15 LF 200
2 LA 150 16 BS 100
3 LA 200 17 BS 150
4 LF 100 18 BS 200
5 LF 150 19 LA 100
6 LF 200 20 LA 150
7 BS 100 21 LA 200
8 BS 150 22 LF 100
9 BS 200 23 LF 150
10 LA 100 24 LF 200
11 LA 150 25 BS 100
12 LA 200 26 BS 150
13 LF 100 27 BS 200
14 LF 150

Etapa 2: Evaluacion del porcentaje de inéculo

Se utiliz6 un disefio factorial 32 con 3 réplicas sin aleatoriedad, donde las variables
independientes fueron la especie de bacteria probiotica (L. acidophilus, L. fermentum y B.
subtilis) y el porcentaje de inoculo v/v (5, 10y 15%). Se considerd como variable de respuesta
al rendimiento de la biomasa celular. A través de este disefio experimental se pudo realizar
el andlisis de como es que interfiere la especie probidtica y la concentracion de esta durante
el proceso fermentativo. La Tabla 3.3 muestra el disefio experimental utilizado a través del

software Minitab 18.
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Tabla 3.3 Disefio de experimentos para la etapa 2

Corrida Bacteria Inéculo Corrida Bacteria Inéculo
1 LA 5 15 LF 15
2 LA 10 16 BS 5
3 LA 15 17 BS 10
4 LF 5 18 BS 15
5 LF 10 19 LA 5
6 LF 15 20 LA 10
7 BS 5 21 LA 15
8 BS 10 22 LF 5
9 BS 15 23 LF 10
10 LA 5 24 LF 15
11 LA 10 25 BS 5
12 LA 15 26 BS 10
13 LF 5 27 BS 15
14 LF 10
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CAPITULO 4 . RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de residuos
agroindustriales

4.1.1 Residuos agricolas
En la Tabla 4.1 se presentan los valores obtenidos a partir de la caracterizacion fisicoquimica
y microbioldgica realizada a los residuos agricolas. Cada una de las determinaciones se

efectud por triplicado, al residuo crudo y al residuo tratado térmicamente.

Un parametro importante para este estudio es el pH, ya que ademas de la temperatura, este
juega un papel importante para el correcto crecimiento bacteriano. En el caso del RAC y el
pergamino, se observan valores similares de 5.60 y 5.50, respectivamente. Mientras que para
el olote se obtuvo el valor de 6.27. A pesar de que el olote posee un pH ligeramente mas alto
que los otros dos residuos, los tres sustratos presentan tendencia leve a la acidez. El valor
optimo de pH varia dependiendo de la especie probiotica, sin embargo, algunos autores como
Mora-Villalobos et al., (2020), Rocafuerte-pefia et al., (2022) y Sanchez-Valeriano et al.,
(2022), reportan un crecimiento adecuado de lactobacillus en sustratos con valores de pH
entre 5.0 y 6.8. Los ST posteriores al pretratamiento térmico, fueron de 6.59, 6.13 y 8.45%
para RAC, olote y pergamino, respectivamente, de los cuales 94.85, 92.95 y 89.03%,
corresponden a los STV. El valor de STV del RAC es mayor a lo mencionado por Bortolotto-
Texeira et al., (2020), quienes obtuvieron 86.60% en bagazo de cafia; de igual forma, el valor
de STV para el olote, resulté mayor a lo reportado por Méndez-Hernandez et al., (2019)

quienes obtuvieron 84 + 0.01% en rastrojo de maiz.

Se sabe que las BAL son microrganismos cuya principal fuente de carbono son los
carbohidratos (Wang et al., 2021), por lo cual es de gran importancia que los sustratos a
utilizar, presenten alto contenido de este nutriente. De los residuos utilizados, el que reflejo
mayor cantidad de carbohidratos fue el RAC con 58.46 g/L, seguido por el pergamino con
26.55 g/L y por ultimo el olote con 20.01 g/L. El valor de carbohidratos obtenido por RAC

es similar a lo reportado para paja de cafia, la cual, puede tener valores de 54.02 a 71.92 g/L
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(Gonzalez-Leos et al., 2020). Respecto al valor obtenido en el pergamino, Benitez et al.,
(2019) mencionan que los azlcares se polimerizan en celulosa, hemicelulosa y estructuras
pécticas, las cuales representan del 39 al 47% de su composicion en peso seco, también
Mendoza Martinez et al., (2019) reportan contenido de 55.75% para azucares totales en base
seca libre de cenizas. En este caso, al ser una muestra diluida, los valores obtenidos resultan

menores que los reportados por otros autores.

Las determinaciones de nitrogeno y proteinas, mostraron valores similares entre los sustratos
agricolas, sin embargo, el RAC alcanz6 valores mayores respecto al olote y el pergamino,
siendo de 0.24% N y 1.54% P. En un estudio realizado por Chandra et al., (2018) reportaron
0.33% N en bagazo de cafia, aunque se tiene registro de valores de 0.71% N (Janke et al.,
2017) y 0.13% N (Vieira et al., 2018) para paja de cafia. Los valores de nitrogeno, van en
relacién con el contenido de proteinas, en este caso, el valor de RAC se encuentra dentro de
lo reportado que va de 0.82-2.11% P para residuos similares. Por otro lado, el residuo con
menor contenido de proteinas resultd ser el olote, para el cual se obtuvo el valor de 0.94%,
dicho valor se encuentra por debajo de lo reportado por Limongi et al., (2019) quienes
mencionan que el contenido de proteinas en maiz, corresponde a 9.79%. Sin embargo, Chan
et al., (2021) indican que los granos de maiz son los que contienen la mayor cantidad de

lipidos y proteinas.

El comportamiento de los parametros microbioldgicos respecto al pretratamiento térmico de
los residuos agricolas, se refleja en la disminucion de la cantidad de coliformes fecales y
salmonella spp. EI RAC, el olote y el pergamino, después del tratamiento térmico, presentan
condiciones similares a lo que se considera un biosélido clase A, debido a que se obtuvieron
valores de <1000 y <3 NMP/g ST para coliformes fecales y salmonella spp., respectivamente,
segun lo establecido en la NOM-004-SEMARNAT-2002. Por lo tanto, se puede decir que
estos residuos agricolas, son seguros para usos forestales, para el mejoramiento de suelos y

para usos agricolas con contacto directo con el publico durante su aplicaciéon.
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Tabla 4.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de residuos agricolas

Parametro RACc RAC+ Olotec Oloter Pergaminoc  Pergaminor
pH 5.40 5.60 6.00 6.27 5.30 5.50
ST [%] 5.22 6.59 5.95 6.13 8.16 8.45
STV [%] 94.47 94.85 92.37 92.95 88.18 89.03
Carbohidratos [g/L] 50.13 58.46 10.19 20.01 26.28 26.55
Nitrogeno Total [%] 0.15 0.24 0.17 0.15 0.23 0.23
Proteinas [%] 0.97 1.54 1.08 0.94 1.43 1.43
Coliformes fecales [NMP/g ST] 9.3x10* <1000 <1000 <1000 2.4 x10° <1000
Salmonella spp. [NMP/g ST] 5.6 x 10* <3 <3 <3 <3 <3

Tabla 4.2 Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica de residuos ganaderos

Parametro Pollinazac Pollinazar Pollinazar R. bovinoc R. bovinor R.bovinor Porcinazac Porcinazar Porcinazar
+ melaza + melaza + melaza

pH 7.60 7.60 7.38 7.10 7.50 7.10 7.50 7.80 7.50

ST [%] 4.76 6.47 6.32 4.05 6.23 6.51 4.63 5.13 5.62

STV [%] 77.90 78.44 82.34 84.09 81.76 82.24 69.73 70.06 77.86

Carbohidratos [g/L] 4.65 6.32 17.22 6.23 6.89 16.17 2.72 3.68 55.72
Nitrégeno Total [%] 0.59 0.63 0.69 0.25 0.08 0.12 0.36 0.42 0.45
Proteinas [%] 3.69 3.94 4.31 1.58 0.52 0.75 2.23 2.62 2.84

Coliformes fecales 2.1x10° <1000 <1000 4.6 x 10% <1000 <1000 49x10° <1000 <1000

[NMP/g ST]

Salmonella spp. 2.4x10° <3 <3 2.1x10° <3 <3 3.4x 10 <3 <3

[NMP/g ST]




4.1.2. Residuos ganaderos

En la Tabla 4.2 se presentan los valores obtenidos a partir de la caracterizacion fisicoquimica
y microbiologica realizada a los residuos ganaderos. Cada una de las determinaciones se
efectud por triplicado, al residuo crudo, al residuo tratado térmicamente y al residuo

soportado con melaza.

Los residuos ganaderos poseen valores similares de pH, los cuales oscilan entre 7.10 y 7.50,
con una ligera tendencia a la alcalinidad. Estos valores, son menores a lo mencionado por Li
et al., (2020) quienes reportaron pH de 8.59 para muestra fresca de residuo bovino. Sin
embargo, Hunce et al., (2020) obtuvieron un pH de 7.49 para purines de cerdo. A pesar de
que los residuos ganaderos tienden a la alcalinidad, Estrada-Garcia et al., (2023) mencionan
que es posible el crecimiento de L. acidophilus, teniendo como sustrato residuo porcicola con
pH de 7.50. Los ST determinados después del tratamiento térmico y la adicion de melaza,
finalizaron en 6.32, 6.51 y 5.62% para pollinaza, residuo bovino y porcinaza,
respectivamente, de los cuales 82.34, 82.24 y 77.86%, corresponden a los STV. Estos
resultados fueron del mas del doble de los obtenidos por Gomes de Oliveira Paranhos et al.,

(2020) quienes reportaron 32.7% STV para estiércol de aves de corral.

Debido a que los residuos ganaderos poseen bajas concentraciones de carbohidratos, se
decidi6 soportar con melaza dichos residuos, de los cuales se obtuvieron 17.22, 16.17 y 55.72
g/L, para pollinaza, residuo bovino y porcinaza, respectivamente. Estas concentraciones
podrian beneficiar el crecimiento de las especies probiéticas, ya que el medio de cultivo
MRS, el cual es ideal para el crecimiento de estos microorganismos, posee aproximadamente
20 g/L de dextrosa. Las determinaciones de nitrogeno y proteinas de residuos ganaderos,
fueron variados. El residuo con mayor contenido de proteinas fue la pollinaza con 4.31%,
seguido de la porcinaza con 2.84% vy, por ultimo, el residuo bovino con 0.75%. Sin embargo,
todos los valores se encuentran por debajo de lo reportado por Lu et al., (2018), quien
menciona que, al analizar diferentes muestras de estiércol de ganado, los contenidos de

proteinas se encuentran entre 14.3-26.4% en base seca.



Finalmente, los parametros microbioldgicos resultan ser determinaciones de gran
importancia al evaluar residuos ganaderos, pues como se observa en la Tabla 4.2, se
obtuvieron valores entre 2.1x10°%-4.6x10'° NMP/g ST para coliformes fecales y de 2.4x103-
2.1x10° para salmonella spp. en muestras crudas. Estos valores son similares a lo reportado
por Sales-pérez et al., (2023), quienes obtuvieron 2x10° y 9.3x10* NMP/gST para coliformes
fecales y salmonella spp., respectivamente, en estiércol porcino. Debido a esto, se optd por
realizar un pre-tratamiento térmico para eliminar los microorganismos patdgenos, ya que son
un riesgo para la salud humana y animal. Ademas, la presencia de otros microorganismos,
puede influir en el correcto crecimiento de las especies probidticas al competir por sustrato.
Al finalizar el tratamiento térmico, los valores de coliformes fecales y salmonella spp. fueron
de <1000 y <3 NMP/g/ST, respectivamente, cumpliendo con los limites maximos
permisibles para un biosoélido clase A, establecidos en la NOM-004-SEMARNAT-2002.

4.2 Cinéticas de crecimiento de especies probioticas. Etapa 1: evaluacion

de la velocidad de agitacion

Como primera etapa para determinar las condiciones de operacién recomendables para el
proceso de bioconversidn anaerobia, se optd por evaluar la influencia de la velocidad de
agitacion en el crecimiento de las especies probioticas, asi como en la produccion de biomasa.
También, se presentan los parametros cinéticos obtenidos mediante el modelo de gompertz,y
los rendimientos de AL producido (Y,,s). Posteriormente, se obtuvieron los rendimientos
celulares (Yy/s) alcanzados en cada residuo, asi como la caracterizacion de la biomasa
nutritiva. Por ultimo, se realizaron los analisis estadisticos para determinar la especie
probidtica recomendable y la agitacion a la que debe llevarse a cabo el proceso para obtener

el mayor rendimiento celular

4.2.1 Bioconversion fermentativa anaerobia con RAC

L. acidophilus
En la Figura 4.1 se muestran las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en RAC a
diferentes velocidades de agitacion. Para los experimentos realizados a 100 y 150 rpm, se

observa que el consumo de carbohidratos durante las primeras 24 h corresponde al 21.09 y

59



31.72%, respectivamente. Sin embargo, el sustrato no llega a consumirse por completo al
cabo de las 72 h establecidas, caso contrario a la cinética a 200 rpm, la cual, a pesar de iniciar

con un consumo de sustrato mas lento, concluye con la remocion de 100% de carbohidratos.
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Figura 4.1 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. acidophilus en RAC: a) 100,
b) 150 y ) 200 rpm

Por otra parte, la produccién de AL se incrementa de manera acelerada en los tres casos de
estudio, al cabo de las 72 h, se obtuvieron 51.84, 35.58 y 27.10 g/L para las cinéticas de 100,
150 y 200 rpm respectivamente. Este comportamiento es similar a lo reportado por Thakur
et al., (2017) quienes evaluaron la obtencion de AL a partir de melaza y L. casei, alcanzando
una produccion de 128.45 g/L con una concentracion inicial de 175 g/L de carbohidratos, sin
embargo, mencionan que adicionaron CaCOs al sustrato, lo cual potencio la generacion del
producto. De igual manera, aplicaron velocidades de agitacion de 0 a 200 rpm, siendo a 150
rpm en la que se obtuvo mayor cantidad de AL. Por otro lado, los valores maximos de
concentracion celular fueron de 8.13, 8.22 y 7.25 Log (cel/mL), para las cinéticas a 100, 150

y 200 rpm respectivamente. Este comportamiento, fue reportado por Mustafa et al., (2019)
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quienes observaron que durante un proceso fermentativo anaerobio con L. casei se reducia la

densidad celular a velocidades altas.

En la Tabla 4.3 se presentan los pardmetros cinéeticos obtenidos para el crecimiento de L.
acidophilus en RAC, donde se observa que los valores de 4, SOn similares en los
experimentos realizados a 100 y 150 rpm (0.22 y 0.23 h't, respectivamente). Dichos valores
resultan ser mas altos que lo reportado por Guo et al., (2019), quienes obtuvieron una g, .
=0.11 h al realizar pruebas en caldo MRS midiendo la influencia del aire en el proceso de
bioconversion, encontrando que a pesar de que son microorganismos facultativos, la
presencia de aire y sus componentes no favorecen el proceso. Los valores de pq Y Ks,
obtenidos a 150 rpm, indican que operando a esta velocidad de agitacion existe mejor
intercambio de masa en comparacion a las cinéticas de 100 y 200 rpm. De igual forma, el
valor de A = 1.64 h a 150 rpm, indica un menor tiempo de adaptacion de L. acidophilus al

RAC utilizando esta velocidad de agitacion.

Tabla 4.3 Pardmetros cinéticos del crecimiento L. acidophilus en RAC

AL YP/S Hmax Ks

Experimento A[h] R?
[rpm] [g/L]  [gP/gs]  [n7Y] lg/L]

100 51.84 0.89 0.22 0.59 1.84 0.84

150 35.58 0.71 0.23 0.63 1.64 0.99

200 27.10 0.46 0.05 0.15 2.61 0.96

L. fermentum

En la Figura 4.2 se presentan las gréaficas correspondientes a las cinéticas de crecimiento de
L. fermentum en RAC a diferentes velocidades de agitacion, se observa que durante las
primeras 24 h, el consumo de carbohidratos fue de 22.99, 20.07 y 19.56%, respectivamente.
Cabe sefialar que, en ninguna de las tres cinéticas el sustrato se consumid por completo. Por
otra parte, la produccion de AL resultod ser mayor en el experimento a 100 rpm, alcanzando
la concentracion de 34.70 g/L al finalizar el proceso. Este valor, se encuentra dentro de lo
reportado en la literatura, ya que, Oonkhanond et al., (2017) obtuvieron 21.3 g/L de AL a

partir de hidrolizado de bagazo de cafia de azUcar utilizando L. casei; mientras que Wischral
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et al., (2018) alcanzaron una produccion de 42.5 g/L AL durante la fermentacion de
hidrolizado de hemicelulosa en presencia de L. pentosus. Por Gltimo, se mencionan los
valores maximos de concentracion celular, los cuales fueron de 8.15, 8.28 y 7.90 Log

(cel/mL) para las cinéticas de 100, 150 y 200 rpm respectivamente.
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Figura 4.2 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en RAC: a) 100,
b) 150 y c) 200 rpm

En la Tabla 4.4 se presentan los parametros cinéticos para el crecimiento de L. fermentum en
RAC, donde se observa que los valores de p,,4, SOn iguales para los experimentos realizados
a 100 y 150 rpm (0.13 ht). Sin embargo, la constante del consumo de sustrato es mayor en
el experimento a 150 rpm (K, = 0.37 g/L). Estos valores, resultan similares a lo reportado
por Romero-Mota et al., (2023) quienes evaluaron el crecimiento poblacional de L.
acidophilus en RAC con una velocidad de agitacion de 150 rpm, y a partir del modelo
logistico obtuvieron una p,,4, = 0.10 h't y K. = 0.28 g/L. Por otro lado, el menor tiempo de
adaptacion de L. fermentum en RAC fue de 2.16 h a 200 rpm, mientras que, a 100 y 150 rpm
fue de 5.08 y 4.60 h respectivamente.
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Tabla 4.4 Parametros cinéticos del crecimiento de L. fermentum en RAC

AL YP /S Hmax K s

Experimento A [h] R2
[rpm] lg/1]  [gP/gs] [K7']  lg/1]
100 34.70 0.77 0.13 0.356 5.08 0.94
150 25.50 0.63 0.13 0.37 4.60 0.96
200 22.68 0.55 0.05 0.14 2.16 0.97
B. subtilis

En la Figura 4.3 se muestran las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en RAC a diferentes
velocidades de agitacion. Se observa que durante las primeras 24 h, la mayor remocion de
carbohidratos se dio en el experimento con velocidad de agitacion de 150 rpm, alcanzando
un consumo de sustrato del 40.95%, mientras que las cinéticas a 100 y 200 rpm, sélo
removieron el 34.45 y 26.28% de carbohidratos respectivamente, en el mismo lapso de
tiempo. Cabe sefialar que, en ninguna de las tres cinéticas el sustrato se consumid por
completo. Por otra parte, la produccién de AL resulto ser mayor para el experimento a 100
rpm, alcanzando los 25.50 g/L a las 72 h. Este valor, se encuentra muy por encima de lo
reportado por Park et al., (2021), quienes mencionan la obtencion de 0.05 g/L de AL a partir
de melaza de cafia de azucar al 6% en presencia de B. subtilis, sin embargo, también reportan
la generacion de otros subproductos como etanol, &cido butirico, acido acético y H2. Por
ultimo, se mencionan los valores méximos de concentracion celular, los cuales fueron de

8.30, 8.14 y 7.57 Log (cel/mL) para las cinéticas de 100, 150 y 200 rpm respectivamente.

En la Tabla 4.5 se presentan los pardmetros cinéticos obtenidos a partir del modelo de
gompertz, donde se observa que existe mejor intercambio de masa en el experimento
realizado a 200 rpm, ya que a esta velocidad de agitacion, los valores de 4, Y K fueron
de 0.16 h't y 0.43 g/L respectivamente. Sin embargo, estos parametros estan por debajo de
lo reportado por Ngoc Le et al., (2023), quienes alcanzaron una 5, = 0.44 hty K, = 7.45
g/L para el crecimiento de B. subtilis en almidon de semilla de jaca. Por otro lado, el valor
de A = 1.17 h a 100 rpm, indica un menor tiempo de adaptacion de B. subtilis al RAC

utilizando esta velocidad de agitacion.
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Figura 4.3 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con B. subtilis en RAC: a) 100, b)
150y ¢) 200 rpm

Tabla 4.5 Parametros cinéticos del crecimiento de B. subtilis en RAC

Experimento AL Yrss Himax Ks A[h] R?
[rpm] lg/t]  1gP/gs) [p7']  lg/L]

100 25.50 0.56 0.05 0.14 1.17 0.96

150 22.54 0.48 0.12 0.31 3.84 0.95

200 16.61 0.47 0.16 0.43 6.56 0.95

4.2.2 Bioconversién fermentativa anaerobia con porcinaza

L. acidophilus

En la Figura 4.4 se muestran las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en porcinaza
soportada con melaza a diferentes velocidades de agitacion. Se observa que los carbohidratos
disminuyen rapidamente durante las primeras 12 h, alcanzando una remocion de mas del 70%
para las pruebas realizadas a 100 y 150 rpm. Debido a que L. acidophilus demostro gran
afinidad por la porcinaza con melaza, el tiempo del proceso disminuy6 y todos los
experimentos concluyeron a las 52 h, 20 h antes del tiempo estimado para este tipo de proceso

fermentativo. Por otra parte, la produccién de AL resulté ser mayor para la cinética a 100
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rpm, ya que al final de la bioconversion fermentativa, logro generar 32.44 g/L, mientras que,
a 150 y 200 rpm, solamente se alcanzaron 17.02 y 16.02 g/L respectivamente. Sin embargo,
estos valores son menores a lo obtenido con L. acidophilus en RAC a 100 y 150 rpm. Por
ultimo, se menciona que los valores maximos de concentracion celular oscilaron entre 7.56

y 7.70 Log (cel/mL) para las tres pruebas.
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Figura 4.4 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. acidophilus en porcinaza: a)
100, b) 150 y ¢) 200 rpm

En la Tabla 4.6 se presentan los pardmetros cinéticos obtenidos a partir del modelo de
gompertz, donde se observa que los valores de g4, Y Ks @ 100 rpm, fueron de 1.23 h'ly
3.34 g/L respectivamente. Lo cual sugiere que, a esta velocidad de agitacion existe mejor
intercambio de masa y mayor afinidad por el sustrato, en comparacion a las cinéticas de 150
y 200 rpm. El valor de u,,,, resultd ser mayor a lo reportado para otras especies, es el caso
de Wang et al., (2019) quienes evaluaron el crecimiento de L. rhamnosus LS-8 en medio
sintético y obtuvieron una g4, = 0.345 h™t. Por Gltimo, se observa que el valor de A = 3.64
h alcanzado durante el experimento a 100 rpm, refleja un menor tiempo de adaptacion de L.

acidophilus al residuo porcicola.
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Tabla 4.6 Parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en porcinaza

AL YP /S Hmax K s

Experimento A [h] R2
[rpm] lg/L]  [gP/gs] [K7']  lg/1]
100 32.44 0.78 1.23 3.34 3.64 0.86
150 17.02 0.36 0.17 0.46 3.92 0.91
200 16.04 0.35 0.09 0.25 451 0.95

L. fermentum

En la Figura 4.5 se muestran las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en porcinaza
soportada con melaza. Se observa que, en las pruebas realizadas a 100 y 200 rpm, la
concentracion de carbohidratos disminuyd rapidamente durante las primeras 12 h,
alcanzando una remocién de mas del 50%. Al igual que en las pruebas realizadas con L.
acidophilus y porcinaza, L. fermentum demostro una afinidad similar al sustrato, por lo cual,
el proceso fermentativo concluy6 a las 52 h. Por otra parte, la generacion de AL alcanz6
valores de 31.18, 28.44 y 15.54 g/L con rendimientos de 0.68, 0.65 y 0.34 gP/gS con
agitacion de 100, 150 y 200 rpm respectivamente, valores similares a lo obtenido con L.
fermentum en RAC. Por altimo, se mencionan los valores maximos de concentracion celular,
los cuales fueron de 7.67, 7.54 y 7.45 Log (cel/mL) para a 100, 150 y 200 rpm

respectivamente.

En la Tabla 4.7 se presentan los parametros cinéticos obtenidos a partir del modelo de
gompertz, donde se observa que para las tres cinéticas, los valores de p,,q, Y K Son similares,
siendo ligeramente mayores los correspondientes al experimento a 100 rpm (0.15 h't y 0.41
g/L respectivamente). Estos parametros indican que al realizar el proceso fermentativo a 100
rpm, existe mejor intrercambio de masa en comparacion con las pruebas realizadas a 150 y
200 rpm. En este caso, el valor de ,,,, fue similar a lo reportado por Gonzalez-Figueredo
et al., (2021), quienes evaluaron la densidad celular de L. plantarum en melaza y obtuvieron
una velocidad maxima de crecimiento de 0.19 ht. También se observa que L. fermentum
requiere menor tiempo de adaptacion a velocidades de 100 y 150 rpm (A = 1.13y 1.02 h

respectivamente), mientras que en el caso del experimento a 200 rpm, el tiempo de
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adaptacion aumenta hasta A = 6.21 h, valor que supera lo obtenido con el mismo

microorganismo en RAC.
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Figura 4.5 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en porcinaza: a)
100, b) 150 y ¢) 200 rpm

Tabla 4.7 Parametros cinéticos del crecimiento de L. fermentum en porcinaza

Experimento AL Yess Hmax Ks 1 R2
[rpm] lg/11  [gP/gs) [n7']  [g/L]

100 31.18 0.68 0.15 0.41 1.13 0.97

150 28.44 0.65 0.13 0.35 1.02 0.96

200 15.54 0.34 0.13 0.34 6.21 0.98

B. subtilis

En la Figura 4.6 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en porcinaza
soportada con melaza. Se observa que, a diferencia de las otras dos especies probiéticas, en
este caso el consumo de carbohidratos fue mas lento, y a las 12 h del proceso la remocion
alcanzo valores de 27.24, 27.54 y 16.19% a velocidades de agitacion de 100, 150 y 200 rpm
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respectivamente, por lo cual, el proceso fermentativo con B. subtilis concluyé a las 72 h. En
cuanto a la produccién de AL, el mayor rendimiento fue de 0.43 gP/gS a 100 rpm, alcanzando
una concentracion de 20.03 g/L. Este valor fue menor a lo obtenido en RAC a 100 y 150 rpm,
con la misma especie probidtica. Por ultimo, se mencionan los valores maximos de
concentracion celular, los cuales fueron de 7.84, 7.80 y 7.54 Log (cel/mL) para las cinéticas
a 100, 150 y 200 rpm respectivamente.
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Figura 4.6 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con B. subtilis en porcinaza: a) 100,
b) 150 y ) 200 rpm

En la Tabla 4.8 se presentan los pardmetros cinéticos obtenidos a partir del modelo de
gompertz, donde se observa que, para las tres cinéticas los valores de p,,.x Y K, resultaron
similares, siendo ligeramente mayores los correspondientes al experimento a 100 rpm (0.06
h™y 0.18 g/L respectivamente). Estos parametros cinéticos son semejantes a lo reportado por
Estrada-Garcia et al., (2023), quienes evaluaron el crecimiento de L. acidophilus en
porcinaza a 200 rpm y a partir del modelo logistico obtuvieron valores de j,,,4, = 0.06 hty

K, = 0.1546 g/L. También, se observa que B. subtilis requiere menor tiempo de adaptacion a
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100 rpm (A = 1.39 h), mientras que para las cinéticas a 150 y 200 rpm el tiempo de lag fue de
3.63 'y 3.07 h respectivamente.

Tabla 4.8 Pardmetros cinéticos del crecimiento de B. subtilis en porcinaza

Experimento AL Yp/s Mimax K
. A[h] R?
[rpm] lg/L]  [gP/gS]  [r77] [g/L]
100 20.03 0.43 0.06 0.18 1.39 0.98
150 16.97 0.38 0.04 0.11 3.64 0.98
200 14.27 0.34 0.04 0.11 3.07 0.96

4.2.3 Rendimiento celular y caracterizacion de biomasas probioticas

Obtencion de biomasa a partir de RAC

En la Tabla 4.9 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con RAC, asi como algunos pardmetros importantes para su uso
posterior. Se observa que el mejor rendimiento celular para L. acidophilus y L. fermentum se
obtuvo en las cinéticas a 150 rpm (0.16 y 0.20 gX/gS respectivamente), mientras que B.
subtilis se adapté mejor a 200 rpm (0.19 gX/gS). Por otra parte, la caracterizacion de las
biomasas muestra en la mayoria de los casos, una remocion de carbohidratos de mas del 65%
respecto al valor inicial. Sin embargo, las concentraciones de carbohidratos en las biomasas

(11.42-17.53 g/L), podrian ser adecuadas para que el proceso fermentativo pueda continuar.

Es importante resaltar lo sucedido con el valor de las proteinas, ya que, al inicio del proceso
se tenia una concentracion de 1.54% vy al finalizar el proceso de bioconversion fermentativa
anaerobia, se obtuvieron valores entre 6.15 y 7.89%, considerando las tres especies
probidticas. Esto sugiere que las biomasas obtenidas a partir de un proceso de bioconversion
fermentativa en presencia de L. acidophilus, L. fermentum y B. subtilis, podrian ser utilizadas
como fuente de proteina para suplementar la alimentacion del sector ganadero. Ademas, las
biomasas presentan una concentracion celular de las especies probi6ticas utilizadas, lo que

se traduce en beneficio a la salud del huésped.
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Tabla 4.9 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversién anaerobia

con RAC
Probictico  Aditacion Yx/s Carbohidratos  Proteinas Congglrcjtg:,cmn
(0)
[rom]  [gX/gS] [o/L] [%] [cel/mL]
_ 100 0.13 6.4 7.68 1.34 x 10°
Lactobacillus 150 0.16 11.42 7.49 3.10 x 10°
acidophilus
200 0.12 1.36 7.28 1.02 x 106
_ 100 0.17 1251 7.16 1.84 x 10°
L?Ct"bac'"us 150 0.20 1753 7.00 1.21 x 10°
ermentum
200 0.19 16.85 6.89 2.46 x 10°
_ 100 0.18 14.66 6.29 1.04 x 107
Bacillus 150 0.17 14.07 6.91 2.85 x 10°
subtilis
200 0.19 17.43 6.15 3.16 x 10°

Obtencion de biomasa a partir de Porcinaza

En la Tabla 4.10 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con porcinaza. Para el caso de la especie L. acidophilus, se
observa que el mayor rendimiento celular se obtuvo a una agitacion de 100 rpm (0.18 gX/gS),
ademas, bajo estas condiciones hubo mayor remocion de carbohidratos (0.45 g/L) y el
porcentaje de proteinas aumentd con respecto a la concentracién en el sustrato inicial
(2.84%), alcanzando un valor de 16.48%. En cuanto a la especie L. fermentum, presentd
mayor rendimiento celular a 150 rpm (0.17 gX/gS), sin embargo, la biomasa obtenida a 100
rpm mostré menor concentracion de carbohidratos (0.39 g/L) y mayor cantidad de proteinas
(17.05%). Por ultimo, la especie B. subtilis alcanzdé un mejor rendimiento celular en la
cinética con agitacion de 200 rpm (0.18 gX/gS), pero la mayor remocion de carbohidratos se
obtuvo a 100 rpm (1.08 g/L), mientras que el valor mas alto de proteinas se alcanzé en el

experimento a 150 rpm (15.86%).

A partir de la informacion reportada en las Tablas 4.9 y 4.10, se observa que los rendimientos
en RAC y porcinaza son similares. Sin embargo, la diferencia entre estos sustratos radica en
la caracterizacion realizada a la biomasa, dado que las biomasas obtenidas a partir de
porcinaza, presentan menor concentracion de carbohidratos (0.39-3.25 g¢g/L) y mayor
contenido de proteinas (14.91-17.05%) respecto a las biomasas obtenidas con RAC. Esto
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puede deberse a la naturaleza de los residuos, ya que el RAC posee material lignocelulésico,
mientras que la porcinaza soportada con melaza contiene carbohidratos menos complejos
como la sacarosa, lo cual, podria influir en el crecimiento y metabolismo de los probioticos,

viéndose reflejado en la calidad nutritiva de las biomasas.

Tabla 4.10 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversién
anaerobia con porcinaza

o Agitacion Yx/s Carbohidratos  Proteinas ~ Concentracion
Probiotico [rpm] X/as [o/L] [%] celular
P [9X/95] g 0 [Log cel/mL]
) 100 0.18 0.45 16.48 1.45 x 108
Lactobacillus o) 0.16 1.07 15.11 2.01 x 10°
acidophilus
200 0.16 1.39 16.03 1.51 x 108
bacill 100 0.16 0.38 17.05 1.39 x 108
Lactobacillus 6
fermentum 150 0.17 151 16.78 1.25x 10
200 0.16 1.33 16.38 1.46 x 108
) 100 0.17 1.08 15.77 1.53 x 108
Bacillus 150 0.17 2.63 15.86 1.62 x 10°
subtilis
200 0.18 3.25 14.91 2.09 x 108

4.2.4 Produccion final de biomasas probidticas

En la Figura 4.7 se muestra la cantidad de biomasa probidtica obtenida a partir de RAC y
porcinaza. En base a los rendimientos celulares, se eligié la velocidad de agitacion que
permitio el crecimiento adecuado de L. acidophilus (LA), L. fermentum (LF) y B. subtilis

(BS) para cada sustrato.

Para el RAC, se graficaron los valores de biomasa probiotica, correspondientes a LA a 150
rpm, LF a 150 rpm y BS a 200 rpm, los cuales poseen una concentracion celular de 2.01 x
105, 1.25 x 10° y 2.09 x 10° Log cel/mL respectivamente. Mientras que para el sustrato de
porcinaza, se graficaron los valores correspondientes a LA a 100 rpm, LF a 150 rpmy BS a
200 rpm, los cuales presentan una concentracion celular de 1.45 x 108, 1.25 x 10% y 2.09 x

108 Log cel/mL respectivamente. Estas condiciones de agitacion fueron elegidas en base a
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los rendimientos celulares, sin embargo, este pardmetro no representa la biomasa con mejores

condiciones nutricionales.
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Figura 4.7 Produccion de biomasa probidtica a partir de residuos agroindustriales

4.2.5 Anélisis de la velocidad de agitacion del proceso de bioconversion anaerobia
para la obtencion de biomasas probioticas

RAC

El andlisis de varianza permitié determinar que los factores bacteria (p=0) y agitacion
(p=0.001), asi como la interaccion (p=0) entre dichos factores, tienen un efecto significativo
sobre la generacion de biomasa obtenida a partir del proceso de bioconversidn anaerobia con
RAC. En la Figura 4.8a se observa que las especies probidticas repercuten en la cantidad de
biomasa celular que se genera, esto debido a que, a pesar de pertenecer al grupo de las BAL
y utilizar los carbohidratos como principal fuente de carbono, las condiciones de operacion
del proceso influyen en la ruta metabolica de los microorganismos, por lo cual se justifica

que a partir del mismo sustrato se generen variaciones en la cantidad de biomasa.

Por otra parte, la agitacion también impacta directamente en el producto obtenido, lo cual se
encuentra reportado por Mustafa et al., (2019) quienes mencionan que en pProcesos
fermentativos anaerobios operados a velocidades elevadas, puede ocurrir lisis celular. En la
Figura 4.8b se presenta la grafica de efectos principales, en la cual se observa que para

obtener mayor produccion de biomasa celular a partir de RAC, se debe utilizar la especie L.
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fermentum y operar el reactor a la velocidad de agitacion de 150 rpm, lo cual coincide con el
mayor rendimiento celular reportado en la Tabla 4.9.

Termi
e 210 Bocwria Agitackim
Fator  Norbre 0y
A Bacteris ..
8 Agrtackn

o e e
a 3 -

Media de Biomasa

o
-

° 2 4 . a 0 ) ™ 1 ou s

Efecto estandarizado n w = "0 " 09

Figura 4.8 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) grafica de efectos principales para biomasa
con RAC

Porcinaza

El andlisis de varianza permitié determinar que los factores bacteria (p=0.644) y agitacion
(p=0.201) no son significativos al evaluarlos de forma individual, sin embargo, al realizar el
analisis de la interaccidn entre dichos factores, se obtiene una p=0.025, lo cual indica que la
interaccion tiene un efecto significativo sobre la generacion de biomasa obtenida a partir del
proceso de bioconversion anaerobia con porcinaza. En la Figura 4.9a se muestra el diagrama
de Pareto de efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta la biomasa y en la
Figura 4.9b se presenta la grafica de efectos principales, en la cual se observa que para
obtener mayor produccion de biomasa a partir de porcinaza, se debe utilizar la especie L.
acidophilus y operar el reactor a la velocidad de agitacion de 100 rpm.
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Figura 4.9 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) grafica de efectos principales para biomasa
con porcinaza
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Los andlisis estadisticos de RAC y porcinaza, permiten corroborar la informacion obtenida
en las Tablas 4.9 y 4.10, donde a partir de los rendimientos de biomasa, se determiné la
velocidad de agitacion adecuada para el proceso de bioconversion, asi como la especie

probidtica conveniente para cada residuo.

4.3 Cinéticas de crecimiento de especies probioticas. Etapa 2: evaluacion

del porcentaje de inéculo

Como segunda etapa para determinar las condiciones de operacion recomendables para el
proceso de bioconversidn anaerobia, se opto por evaluar el porcentaje de in6culo presente en
la fermentacion, utilizando seis residuos agroindustriales (RAC, olote, pergamino, pollinaza,
residuo bovino y porcinaza), en presencia de tres especies probidticas (L. acidophilus, L.

fermentum y B. subtilis).

Es importante mencionar que, en algunos experimentos, los rendimientos de AL presentan
valores >1, esto se debe a que hay sustratos que tienden a la acidez, por lo cual, al realizar la
determinacion correspondiente a la muestra inicial, se encuentra un valor distinto a cero. De
igual forma, la ruta metabdlica de los microorganismos, influye en este parametro, pues se
sabe que las BAL también producen acido acético, succinico, férmico, pirtvico, entre otros
(Wang et al., 2021). Para los rendimientos de biomasa celular, también se obtuvieron algunos
valores >1, esto puede ser debido a que, a pesar de que los carbohidratos son la principal
fuente de carbono para las BAL, éstas también son capaces de hidrolizar proteinas y obtener
aminoacidos libres para la sintesis de sus propias proteinas y su crecimiento (Kieliszek et al.,
2021; Wang et al., 2021).

4.3.1 Bioconversion fermentativa anaerobia con residuos agricolas

Residuo agro cafiero (RAC)

En la Figura 4.10 se muestran las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en RAC a
diferentes concentraciones de indculo. Se observa que durante las primeras 24 h el consumo
de carbohidratos fue de 37.21, 45.20 y 39.74% para los inoculos de 5, 10 y 15%

respectivamente. Sin embargo, el sustrato no llegd a consumirse por completo en ninguno de
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los experimentos. Por otra parte, la produccion de AL se incrementa de manera acelerada
durante las cinéticas con 10 y 15% de indculo, alcanzando concentraciones finales de 17.50
y 16.50 g/L, con una productividad de 0.24 y 0.23 g/Lh respectivamente. Mientras que en la
prueba con 5% de indculo, solo se obtuvieron 9.50 g/L al concluir las 72 h. En cuanto a los
valores maximos de concentracion celular se reportan 7.79, 7.85y 7.86 Log UFC/mL para
los indculos de 5, 10 y 15% respectivamente.
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Figura 4.10 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccioén de AL con L. acidophilus en RAC: a) 5,
b) 10y ¢) 15% de inéculo

En la Tabla 4.11 se presentan los parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en
RAC, donde se observa que el valor mas alto para la velocidad maxima de crecimiento, se
obtuvo con 10% de indculo (0.07 h'!) y a esta misma concentracion, la K fue de 0.20 g/L.
Esto significa que, bajo estas condiciones existe mayor afinidad de L. acidophilus en el
sustrato, en comparacion a las concentraciones de 5 y 15%, lo cual concuerda con los datos
experimentales, ya que al utilizar inéculo al 10%, se consumié mayor cantidad de

carbohidratos.
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Las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en RAC, se muestran en la Figura 4.11. Se
observa que el consumo de carbohidratos fue similar en los tres experimentos, ya que, a las
24 h se habian consumido 21.37, 22.13 y 23.39% en las pruebas con 5, 10 y 15% de indculo
respectivamente. En cuanto a la produccion de AL, se observa un incremento acelerado en
concentraciones con 10 y 15% de inoculo, alcanzando valores de 14.75 y 15.25 g/L con
rendimientos de 0.67 y 0.65 gP/gS respectivamente. Mientras que en la cinética con 5% de
indculo, solo se obtuvieron 11.25 g/L. Por otra parte, los valores maximos de concentracion
celular fueron de 7.45, 7.94 y 7.97 Log UFC/mL para 5 10 y 15% de indculo

respectivamente.
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Figura 4.11 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en RAC: a) 5, b)
10y ¢) 15% de in6culo

Con respecto a los parametros cinéticos del crecimiento de L. fermentum en RAC (ver Tabla
4.11), se observa que los valores de p,,4, Y Ks, SOn similares para los tres casos de estudio,
sin embargo, los resultados con 5% de indculo son ligeramente mayores (i;,q, = 0.06 hly

K, = 0.16 g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre L. fermentum y el sustrato,
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en comparacion a las concentraciones de 10 y 15% de indculo. No obstante, el tiempo de lag
mas bajo se obtuvo en la cinética con 10% de indculo.

En la Figura 4.12 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en RAC a diferentes
concentraciones de indculo. Se observa que en el experimento con 5% de indculo, la
remocion de carbohidratos durante las primeras 8 h, fue més lenta en comparacion a las
concentraciones de 10 y 15% de in6culo. Sin embargo, al término de las 72 horas, el indculo
de 5% resultd ser el que consumio mayor cantidad de carbohidratos (53.03%). Por otra parte,
la produccion de AL fue la misma en los tres casos de estudio (11.25 g/L), pero el mejor
rendimiento fue de 1.61 gP/gS en la cinética con 15% de in6culo. En cuanto a la
concentracion celular, los valores maximos fueron de 4.91, 4.86 y 4.92 Log UFC/mL para 5,

10 y 15% de indculo respectivamente.
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Figura 4.12 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con B. subtilis en RAC: a) 5, b) 10
y ¢) 15% de in6culo

Los parametros cinéticos de B. subtilis en RAC (ver Tabla 4.11) muestran que con 15% de

indculo existe mejor afinidad entre los microorganismos probidticos y el sustrato, reportando
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una velocidad méaxima de crecimiento de 0.05 h! y K, = 0.14 g/L. De igual forma, el menor

tiempo de adaptacion ocurrié en esta concentracion, al obtener un valor de A = 3.38 h.

Tabla 4.11Pardmetros cinéticos del crecimiento de especies probidticas en RAC

Probidtico Inoculo » e L o R?
vl [g/L] [gP/gS] [h7Y] [g/L]
_ 5 9.50 0.87 004 012 1341 098
Lactobacillus 10 1750  1.36 007 020 955 097
acidophilus
15 16.50 157 005 014 853  0.99
_ 5 11.25 053 006 016 1053  0.88
Lactobacillus 10 1475 0.67 005 013 247 096
fermentum
15 15.25 0.65 005 013 469 096
5 11.25 071 003 009 498 096
Bacillus
I 10 11.25 1.05 002 007 817 098
subtilis
15 11.25 161 005 014 338 085

Residuo de maiz blanco (olote)

En la Figura 4.13 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en olote a
diferentes concentraciones de indculo. EI consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar
10% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 54.10%
respecto a la concentracidn inicial. Mientras que el experimento con 5% de inéculo fue el
que presentd menor consumo de carbohidratos, pues solamente removio el 32.48%. Respecto
a la produccién de AL, la concentracion maxima alcanzada fue de 4.50 g/L en los
experimentos que se utilizaron 5y 15% de indculo, los cuales tuvieron un rendimiento de
1.16 y 0.94 gP/gS respectivamente. Mientras que con 5% de inoculo, el rendimiento fue de
0.46 gP/gS y una concentracion de 3.38 g/L de AL. Estas concentraciones son semejantes a
las reportadas por Vera Mejia et al., (2021) quienes obtuvieron una concentracion de 3.28
g/L de AL al utilizar la bacteria L. plantarum en un medio conformado por melaza de cafia,
suero de leche y levadura. En cuanto a la concentracion celular, los valores maximos
obtenidos fueron de 10.90, 10.87 y 10.88 Log UFC/mL para los in6culos de 5, 10 y 15%

respectivamente.
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Figura 4.13 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con L. acidophilus en olote: a) 5,
b) 10y c) 15% de in6culo

En la Tabla 4.12 se presentan los parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en
olote. Los mejores resultados se obtuvieron en el experimento con 15% de indculo, ya que la
tasa de crecimiento maximo fue de 0.17 h' y el valor de la constante K, fue de 0.41 g/L, esto
quiere decir que al utilizar L. acidophilus en esta concentracién, los microorganismos
presentan gran afinidad por el sustrato limitante. Sin embargo, el menor tiempo de
acondicionamiento para esta especie probidtica, se obtuvo en la cinética con 5% de indculo,
siendo 1 = 9.66 h.

Tabla 4.12 Parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en olote

Indculo AL Yess Hmax Ks A [h] R2
[%viN]  [g/L] [gP/gs]  [h7Y] [g/L]
5 450 1.16 0.06 0.16 9.66 0.99
10 3.38 0.46 0.11 0.31 22.28 0.99
15 450 0.94 0.17 0.41 17.89 0.97
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En la Figura 4.14 se presentan los experimentos realizados con L. fermentum en olote a
diferentes concentraciones de indculo. Se observa que la remocion de carbohidratos fue muy
baja con respecto a lo obtenido con L. acidophilus, pues en este caso y al cabo de 72 h
solamente se consumieron 28.33, 26.81 y 28.98% de carbohidratos en los experimentos con
5,10y 15% de in6culo respectivamente. En cuanto a la produccion de AL, las cinéticas con
5y 10% de in6culo alcanzaron una concentracion de 7.88 g/L y rendimientos de 2.99 y 3.17
gP/gS respectivamente. Mientras que la concentracion maxima reportada fue de 10.13 g/L
en el experimento con 15% de indculo, donde se obtuvo un rendimiento de 3.92 gP/gS. Los
valores de AL alcanzados con los diferentes porcentajes de inoculo, son inferiores a lo citado
por Abedi y Hashemi (2020), quienes reportan concentraciones de 18 g/L con la bacteria L.
delbrueckii sp. Bulgaricus CICC2111 y 20.95 g/L con la mezcla de L. rhamnosus-L.brevis,
ambos en un proceso fermentativo a partir de rastrojo de maiz. A pesar de que existio cierta
remocién de carbohidratos y produccion de AL, L. fermentum no logré crecer en el sustrato
de olote, como se observa en la Figura 4.14, la concentracion celular se mantuvo alrededor
de 40 h y posteriormente comenzo a disminuir, por esta razon no se presentan parametros

cinéticos, pues no existio crecimiento celular.
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Figura 4.14 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en olote: a) 5, b)
10y ¢) 15% de in6culo
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En laFigura 4.15 se presentan los experimentos realizados con B. subtilis en olote a diferentes
concentraciones de indculo. Se observa que el consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 59.03%
respecto a la concentracion inicial. Mientras que los experimentos con 5y 10% de inoculo,
presentaron valores de remocién similares (45.68 y 43.08% respectivamente). En cuanto a la
produccion de AL, la concentracion méxima alcanzada fue de 6.75 g/L con 10% de in6culo
y un rendimiento de 1.20 gP/gS. En cambio, la concentracion de AL obtenidaa 5y 15% de
inoculo, fue de 4.50 g/L en ambos casos, con rendimientos de 0.76 y 0.63 gP/gS
respectivamente. Los rendimientos obtenidos son similares a lo reportado por Jiang et al.,
(2019) quienes alcanzaron un rendimiento de 0.85 gAL/gS durante la fermentacion anaerobia
de mazorcas de maiz, utilizando B. coagulans. De manera similar a lo ocurrido con L.
fermentum, B. subtilis tampoco logré crecer en el sustrato de olote, sin embargo, en este caso
el decrecimiento celular comenzé casi de forma inmediata, por esta razon no se presentan

parametros cinéticos, ya que no existio crecimiento celular.
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Figura 4.15 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con B. subtilis en olote: a) 5, b) 10
y ¢) 15% de in6culo
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El comportamiento presentado por L. fermentum y B. subtilis en el sustrato de olote, podria
deberse a la concentracion celular inicial, pues se observa que en el caso de L. acidophilus
se adicionaron entre 7.48 y 8.18 Log UFC/mL, mientras que para la L. fermentum y B. subtilis
se utilizaron concentraciones de 7.03-7.34 y 5.00-5.31 Log UFC/mL respectivamente. Otro
factor importante podria ser el tipo de microorganismo o su fuente (cepa pura o no pura),
pues Wang et al., (2021) mencionan que el origen de la cepa puede influir en el proceso de
biotransformacion , ya que al realizar una fermentacion lactica y evaluar el crecimiento de L.
pentosus, obtuvo mayor concentracion celular al utilizar la cepa pura en comparacion con

microorganismos inmovilizados en cepas comerciales.

Residuo de café (pergamino)

En la Figura 4. 16 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en pergamino
a diferentes concentraciones de inoculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar
el 15% de intculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habia removido
73.74% respecto a la concentracion inicial. Mientras que el experimento con 5% de in6culo
fue el que present6 menor consumo de carbohidratos al remover 63.10%. Respecto a la
produccion de AL, la concentracion méaxima alcanzada fue de 8.40 g/L en el experimento
con 15% de indculo, con un rendimiento de 0.41 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el
rendimiento fue de 0.27 gP/gS y se obtuvo la concentracion mas baja de AL (4.50 g/L). En
cuanto a la concentracion celular, los valores maximos obtenidos fueron de 7.70, 8.18 y 8.37

Log UFC/mL para los in6culos de 5, 10 y 15% respectivamente.

En la Tabla 4.13 se presentan los parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en
pergamino, donde se observa que el valor mas alto para la velocidad maxima de crecimiento,
se obtuvo con 15% de indculo (0.03 ht) y a esta misma concentracion, la K, fue de 0.08 g/L.
Esto significa que, bajo estas condiciones existe mejor afinidad de L. acidophilus en el
sustrato, en comparacion a las concentraciones de 5y 10%. Ademas, también al utilizar la
15% de indculo se obtuvo el menor tiempo de lag (A4 = 2.47 h). Caso contrario a lo reportado
en los experimentos con 5y 10% de indculo, donde los valores de A se elevan a mas del doble

(6.97 y 9.05 h respectivamente).
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Figura 4.16 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con L. acidophilus en pergamino:
a) 5, b) 10y ¢) 15% de in6culo

En la Figura 4. 17 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en pergamino a
diferentes concentraciones de indculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 70.12%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 63.25%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 2.25 g/L en los experimentos con 5y 15% de
indculo, con rendimientos de 0.14 y 0.12 gP/gS respectivamente. Mientras que con 10% de
indculo, el rendimiento fue de 0.12 gP/gS y se obtuvo la concentracion mas baja de AL (2
g/L). En cuanto a la concentracion celular, los valores méximos obtenidos fueron de 7.49,
7.98 'y 8.37 Log UFC/mL para los inoculos de 5, 10 y 15% respectivamente.

Con respecto a los parametros cinéticos del crecimiento de L. fermentum en pergamino (ver
Tabla 4.13), se observa que los valores de u,,4, ¥ Ks, son similares para los tres casos de
estudio, sin embargo, los resultados con 15% de indculo son ligeramente mayores (Uyqx =

0.05h'y K, =0.14 g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre L. fermentum y el
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sustrato, en comparacion a las concentraciones de 5y 10% de indculo. No obstante, el tiempo

de lag mas bajo se obtuvo en la cinética con 5% de in6culo (4 = 17.98 h).
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Figura 4.17 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en pergamino: a)
5,b) 10y ¢) 15% de indculo

En la Figura 4. 18 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en pergamino a
diferentes concentraciones de indculo. EI consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 84.48%
respecto a la concentracidn inicial. Mientras que el experimento con 5% de inéculo fue el
que presentdé menor consumo de carbohidratos al remover 72.70%. Respecto a la produccion
de AL, la concentracion maxima alcanzada fue de 84.75 g/L en el experimento con 15% de
indculo, con un rendimiento de 0.21 gP/gS. Mientras que con 5% de inoculo, el rendimiento
fue de 0.17 gP/gS y se obtuvo la concentracion mas baja de AL (3.25 g/L). En cuanto a la
concentracion celular, los valores maximos obtenidos fueron de 6.80, 8.43 y 8.45 Log
UFC/mL para los in6culos de 5, 10 y 15% respectivamente. Los parametros cinéticos de B.
subtilis en pergamino (ver Tabla 4.13) muestran que con 15% de indculo existe mejor

afinidad entre los microorganismos probidticos y el sustrato, reportando una velocidad
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maxima de crecimiento de 0.13 h'l y K, = 0.34 g/L. No obstante, el tiempo de lag mas

se obtuvo en la cinética con 10% de indculo (A = 20.49 h).
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Figura 4.18 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con B. subtilis en pergamino:

b) 10y ¢) 15% de inéculo

Tabla 4.13 Parametros cinéticos del crecimiento de especies probioticas en pergamino

bajo

a) 5,

, AL Yp/s Himax K
Probistico  |1oCUl° " ARl R?
[vevi]  [g/L] [gP/gS] [h7'] [g/L]
_ 5 4.50 0.27 002 004 905 096
Lactobacillus 10 6.75 0.37 003  0.07 6.97 0.97
acidophilus
15 8.40 0.41 003 008 247 0.9
_ 5 2.25 0.14 002 006 1798 097
Lactobacillus 10 2.00 0.12 002 005 2095 098
fermentum
15 2.25 0.12 005 014 2639 096
5 3.25 0.17 0.004 001 2533 001
Bacillus
n 10 3.75 0.18 004 012 2049 0.9
subtilis
15 4.75 0.21 013 034 2144  0.99
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4.3.2 Bioconversion fermentativa anaerobia con residuos ganaderos

Residuo de la industria avicola (pollinaza)

En la Figura 4. 19 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en pollinaza a
diferentes concentraciones de inéculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 58.78%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 35.88%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 8.50 g/L en el experimento con 15% de in6culo, con
un rendimiento de 1.09 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 1.06
gP/gS y se obtuvo la concentracion mas baja de AL (5.50 g/L). En cuanto a la concentracion
celular, los valores maximos obtenidos fueron de 7.79, 7.80 y 8.42 Log UFC/mL para los
indculos de 5, 10 y 15% respectivamente.
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Figura 4.19 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con L. acidophilus en pollinaza: a)
5, b) 10y ¢) 15% de indculo

En la Tabla 4.14 se presentan los parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en

pollinaza, donde se observa que el valor mas alto para la velocidad méaxima de crecimiento,
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se obtuvo con 10% de indculo (0.09 ht) y a esta misma concentracion, la K, fue de 0.23 g/L.
Esto significa que, bajo estas condiciones existe mayor afinidad de L. acidophilus en el

sustrato, en comparacion a las concentraciones de 5 y 15%.

En la Figura 4.20 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en pollinaza a
diferentes concentraciones de inéculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 47.06%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 10% de indculo fue el que presentd menor
consumo de carbohidratos al remover 43.80%. Respecto a la produccién de AL, la
concentracion obtenida fue de 9.00 g/L en los experimentos con 5, 10 y 15% de indculo, con
rendimientos de 1.50, 1.56 y 1.42 gP/gS respectivamente. En cuanto a la concentracion
celular, los valores maximos obtenidos fueron de 7.79, 7.84 y 6.95 Log UFC/mL para los
indculos de 5, 10 y 15% respectivamente. En la Tabla 4.11 se presentan los parametros
cinéticos del crecimiento de L. fermentum en pollinaza, donde se observa que el valor mas
alto para la velocidad méaxima de crecimiento, se obtuvo con 15% de indculo (0.05 hY) y a
esta misma concentracion, la K fue de 0.12 g/L. Esto significa que, bajo estas condiciones
existe mayor afinidad de L. fermentum en el sustrato, en comparacion a las concentraciones
de 5y 10%. De igual forma, el valor de A = 1.04 h a 15% de indculo, indica un menor tiempo

de adaptacion de los microorganismos con la pollinaza.

En la Figura 4.21 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en pollinaza a
diferentes concentraciones de indculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 83.50%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 44.35%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 8.10 g/L en el experimento con 10% de in6culo y
un rendimiento de 0.70 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 0.75
gP/gS y se obtuvo la concentracion méas baja de AL (4.50 g/L). En cuanto a la concentracion
celular, los valores maximos obtenidos fueron de 8.03, 8.14 y 8.60 Log UFC/mL para los

indculos de 5, 10 y 15% respectivamente.
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Con respecto a los parametros cinéticos del crecimiento de B. subtilis en pollinaza (ver Tabla
4.14), los resultados con 15% de in6culo son ligeramente mayores (i;,q, = 0.04 hly K, =
0.10 g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre B. subtilis y el sustrato, en
comparacion a las concentraciones de 5 y 10% de indculo. De igual forma, el valor de 1 =
8.65 h a 15% de inoculo, indica un menor tiempo de adaptacion de los microorganismos con

la pollinaza.

Tabla 4.14 Parametros cinéticos del crecimiento de especies probidticas en pollinaza

proisticy Mmoeulo AL s ttmar K R’
[eviv]  [g/L] [gP/gS] [h7Y] [g/L]
_ 5 5.50 1.06 003 010 545 099
Lactobacillus 10 7.25 1.14 0.09 0.23 6.52 0.98
acidophilus
15 8.50 1.09 005 013 938 094
_ 5 9.00 1.50 0.004  0.01 6.02 0.95
Lactobacillus 10 9.00 1.56 002 007 732 0091
fermentum
15 9.00 1.42 005  0.12 1.04 097
5 4.50 0.75 001 003 2618 099
Bacillus
- 10 8.10 0.70 002 005 11.94 096
subtilis
15 7.88 0.50 004 010 865  0.92

Residuo de origen bovino

En la Figura 4.22 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en residuo
bovino a diferentes concentraciones de indculo. EI consumo de carbohidratos fue mayor al
utilizar el 5% de ino6culo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian
removido 98.19% de carbohidratos. Mientras que el experimento con 15% de indculo fue el
que presentd menor consumo de carbohidratos al remover 83.84%. Respecto a la produccion
de AL, la concentracién obtenida fue de 9.00 g/L en los experimentos con 5, 10 y 15% de
indculo, con rendimientos de 0.69, 0.71 y 0.66 gP/gS respectivamente. En cuanto a la
concentracion celular, los valores méximos obtenidos fueron de 6.74, 9.17 y 6.99 Log
UFC/mL para los inoculos de 5, 10 y 15% respectivamente. Con respecto a los parametros
cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en residuo bovino (ver Tabla 4.15), los mejores

resultados se obtuvieron con 10% de in6culo (i,,q, = 0.17 h'ty K. = 0.46 g/L), lo que indica
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que existe una mejor afinidad entre L. acidophilus y el sustrato, en comparacion a las
concentraciones de 5y 15% de in6culo. No obstante, el tiempo de lag més bajo se obtuvo en

la cinética con 15% de indculo (A = 5.69 h).
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Figura 4.22 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con L. acidophilus en residuo
bovino: a) 5, b) 10 y ¢) 15% de in6culo

En la Figura 4.23 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en residuo bovino
a diferentes concentraciones de indculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar
el 15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido
86.18% de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que present6
menor consumo de carbohidratos al remover 69.16%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion obtenida fue de 9.00 g/L en los experimentos con 5, 10 y 15% de inoculo, con
rendimientos de 1.02, 0.89 y 0.73 gP/gS respectivamente En cuanto a la concentracion
celular, los valores maximos obtenidos fueron de 7.52, 8.34 y 7.62 Log UFC/mL para los
indculos de 5, 10 y 15% respectivamente. Con respecto a los parametros cinéticos del
crecimiento de L. fermentum en residuo bovino (ver Tabla 4.15), los resultados con 10% de

indculo son ligeramente mayores (iy,q, = 0.13 h'y K, = 0.35 g/L), lo que indica que existe
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una mejor afinidad entre L. fermentum y el sustrato, en comparacion a las concentraciones
de 5y 15% de in6culo. De igual forma, el valor de A = 5.66 h a 15% de in6culo, indica un

menor tiempo de adaptacion de los microorganismos con el residuo bovino.
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Figura 4.23 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. fermentum en residuo
bovino: a) 5, b) 10 y ¢) 15% de in6culo

En la Figura 4.24 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en residuo bovino a
diferentes concentraciones de indculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 72.23%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 37.15%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 7.88 g/L en el experimento con 15% de inoculo y
un rendimiento de 0.71 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 0.72
gP/gS y se obtuvo la concentracion méas baja de AL (4.05 g/L). En cuanto a la concentracion
celular, los valores maximos obtenidos fueron de 6.69, 8.09 y 8.08 Log UFC/mL para los
indculos de 5, 10 y 15% respectivamente. Los parametros cinéticos de B. subtilis en residuo
bovino (ver Tabla 4.15) muestran que con 5% de indculo existe mejor afinidad entre los
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microorganismos probi6ticos y el sustrato, reportando una velocidad méaxima de crecimiento
de 0.06 h'ly K, =0.17 g/L. De igual forma, el valor de A =5.24 h a 5% de in6culo, indica un

menor tiempo de adaptacion de los microorganismos con el residuo bovino.
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Figura 4.24 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccién de AL con B. subtilis en residuo bovino:
a) 5, b) 10y ¢) 15% de in6culo

Tabla 4.15 Parametros cinéticos del crecimiento de especies probi6ticas en residuo de origen bovino

o Inéeulo AL Yess Hmax Ks A[h] R?
Probidtico o -1
[%vN]  [g/L] [gP/gs] [h7'] [g/L]
_ 5 9.00 0.69 011 029 1183  0.86
Lactobacillus 10 9.00 0.71 017  0.46 6.71 0.80
acidophilus
15 9.00 0.66 011 030 569  0.89
_ 5 9.00 1.02 011 030 1161 095
L?CtObaC'”“S 10 9.00 0.89 013 035 861 090
ermentum
15 9.00 0.73 008 020 566 083
_ 5 4.05 0.72 006 017 524 001
Bacillus 10 473 0.46 003 009 611 0098
subtilis
15 7.88 0.71 004 012 1946 097
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Residuo porcicola (porcinaza)

En la Figura 4.25 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. acidophilus en porcinaza a
diferentes concentraciones de indculo. EI consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
10% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 85.15%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 15% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 72.24%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 13.75 g/L en el experimento con 15% de indculo, y
un rendimiento de 1.34 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 0.83
gP/gS y una concentracién de 8.95 g/L de AL. En cuanto a la concentracion celular, los
valores maximos obtenidos fueron de 7.73, 7.95y 7.94 Log UFC/mL para los indculos de 5,

10 y 15% respectivamente.
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Figura 4.25 Crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de AL con L. acidophilus en porcinaza: a)
5, b) 10y ¢) 15% de indculo

Con respecto a los parametros cinéticos del crecimiento de L. acidophilus en porcinaza (ver
Tabla 4.16), los mejores resultados se obtuvieron con 10% de indculo (iy,q, = 0.07 hly K

=0.20 g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre L. acidophilus y el sustrato, en
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comparacion a las concentraciones de 5 y 15% de indculo. De igual forma, el valor de A =
6.77 h a 10% de indculo, indica un menor tiempo de adaptacion de los microorganismos con

la porcinaza.

En la Figura 4.26 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. fermentum en porcinaza a
diferentes concentraciones de inéculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
15% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 73.04%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 66.01%. Respecto a la produccién de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 10.95 g/L en el experimento con 15% de inéculo, y
un rendimiento de 1.08 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 0.78
gP/gS y una concentracién de 7.25 g/L de AL. En cuanto a la concentracion celular, los
valores maximos obtenidos fueron de 7.69, 7.81 y 7.88 Log UFC/mL para los in6culos de 5,
10 y 15% respectivamente. Con respecto a los pardametros cinéticos del crecimiento de L.
fermentum en porcinaza (ver Tabla 4.16), los mejores resultados se obtuvieron con 15% de
indculo (umqx =0.08 hy K, =0.22 g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre
L. fermentum y el sustrato, en comparacion a las concentraciones de 5y 10% de in6culo. De
igual forma, el valor de 1 = 3.17 h a 15% de in6culo, indica un menor tiempo de adaptacion

de los microorganismos con la porcinaza.

En la Figura 4.27 se presentan las cinéticas de crecimiento de B. subtilis en porcinaza a
diferentes concentraciones de indculo. El consumo de carbohidratos fue mayor al utilizar el
10% de indculo, ya que al finalizar la bioconversion fermentativa se habian removido 51.04%
de carbohidratos. Mientras que el experimento con 5% de indculo fue el que presenté menor
consumo de carbohidratos al remover 43.02%. Respecto a la produccion de AL, la
concentracion maxima alcanzada fue de 6.10 g/L en el experimento con 15% de inoculo, y
un rendimiento de 0.85 gP/gS. Mientras que con 5% de indculo, el rendimiento fue de 0.65
gP/gS y una concentracién de 4.23 g/L de AL. En cuanto a la concentracion celular, los
valores maximos obtenidos fueron de 7.75, 7.82 y 7.85 Log UFC/mL para los in6culos de 5,

10 y 15% respectivamente.
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Con respecto a los pardmetros cinéticos del crecimiento de B. subtilis en porcinaza (ver Tabla
4.16), los mejores resultados se obtuvieron con 5% de in6culo (tyq, = 0.22 hty K, = 0.60
g/L), lo que indica que existe una mejor afinidad entre B. subtilis y el sustrato, en
comparacion a las concentraciones de 10 y 15% de inoculo. No obstante, el tiempo de lag

mas bajo se obtuvo en la cinética con 15% de inoculo (A = 4.81 h).

Tabla 4.16 Pardmetros cinéticos del crecimiento de especies probidticas en porcinaza

z AL YP/S Hmax Ks
Probiético IQOCUIO 1 A [h] R?
vl [g/L] [gP/gS] [h7'] [g/L]
_ 5 8.95 0.83 006 017 1249 001
Lactobacillus 10 11.30 0.96 0.07 0.20 6.77 0.98
acidophilus
15 13.75 1.34 005 014 859 098
_ 5 7.25 0.78 006 016 1337 098
L]‘?CtObaC'”“S 10 8.85 0.84 008 022 765 097
ermentum
15 10.95 1.08 008 022 317 098
_ 5 4.23 0.65 022 060 1469 098
Bacillus 10 5.48 0.74 006 017 564 097
subtilis
15 6.10 0.85 004 011 481 093

4.3.3 Obtencion de biomasa probidtica durante el proceso de bioconversion anaerobia
a partir de residuos agroindustriales.

Obtencion de biomasa a partir de RAC

En la Tabla 4.17 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con RAC, asi como algunos parametros importantes para su uso
posterior. Se observa que el mejor rendimiento celular para L. acidophilus se obtuvo en la
cinética con 5% de inoculo (0.28 gX/gS); en el caso de L. fermentum, el mayor rendimiento
celular se alcanzo en la cinética con 10% de inoculo (0.27 gX/gS); mientras que B. subtilis
se adaptdé mejor a la cinética con 15% de indculo (0.58 gX/gS). Por otra parte, la
caracterizacion de las biomasas muestra en la mayoria de los casos, una remocion de
carbohidratos de mas del 50% respecto al valor inicial. Sin embargo, algunas concentraciones
de carbohidratos en las biomasas (8.15-12.12 g/L), sugieren que podrian ser adecuadas para

que el proceso fermentativo pueda continuar.
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Es importante resaltar lo sucedido con el valor de las proteinas, ya que, al inicio del proceso
se tenia una concentracion de 1.54% vy al finalizar el proceso de bioconversion fermentativa
anaerobia, se obtuvieron valores entre 5.58 y 6.73%, considerando las tres especies
probidticas. Esto sugiere que las biomasas obtenidas a partir de un proceso de bioconversion
fermentativa en presencia de L. acidophilus, L. fermentum y B. subtilis, podrian ser utilizadas
como fuente de proteina para suplementar la alimentacion del sector ganadero. Ademas, las
biomasas presentan una concentracion celular de las especies probioticas utilizadas, lo que

se traduce en beneficio a la salud del huésped.

Tabla 4.17 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversion
anaerobia con RAC

Probistico In6culo Yx/s Carbohidratos Proteinas Congglr:l;?,uon
[%]  [gXx/gS] [o/L] [%] [UFC/g]
_ 5 0.28 11.58 6.25 1.07 x 10°
Lactobacillus -, 0.24 5.16 6.73 1.04 X 108
acidophilus
15 0.25 511 6.49 1.24 x 10°
_ 5 0.26 9.79 5.58 6.81 x 10°
Lactobacillus 10 0.27 8.15 6.11 1.04 x 10°
fermentum
15 0.25 6.31 6.38 1.15 x 10°
_ 5 0.26 11.09 6.01 1.76 x 10*
Bacillus 10 0.40 12.12 6.67 2.27 x 10°
subtilis
15 0.58 10.49 6.47 1.40 x 10*

Obtencion de biomasa a partir de olote

En la Tabla 4.18 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con olote y L. acidophilus, se observa que el mayor rendimiento
celular se alcanzo en la cinética con 15% de inoculo (1.46 gX/gS). En el caso de L. fermentum
y B. subtilis, no se obtuvieron rendimientos celulares, debido a que las pruebas realizadas no
mostraron crecimiento por parte de estos microorganismos. Sin embargo, la caracterizacion
de las biomasas probidticas, si se llevd a cabo. Con respecto al contenido de carbohidratos
en las biomasas finales, se observa que, en la mayoria de los casos, se presentan
concentraciones elevadas (8.17-10.69 g/L), las cuales podrian ser adecuadas para que el

proceso fermentativo pudiera continuar.
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En cuanto al contenido proteico, se obtuvieron valores menores a los alcanzados con RAC,
sin embargo, es importante mencionar que las concentraciones de proteinas si aumentaron,
pues al inicio del proceso se obtuvo el valor de 0.94% vy al finalizar el proceso de
bioconversion fermentativa anaerobia, se obtuvieron valores entre 1.79 y 3.49%,
considerando las tres especies probiodticas. Ademas, las biomasas presentan una
concentracion celular de las especies probidticas utilizadas, lo cual podria ser benéfico para

Su uso posterior.

Tabla 4.18 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversion
anaerobia con olote

, " _ , =
Probistico Inéculo X/s Carbohidratos  Proteinas Conggltﬁ;?,c'on
(o) (o)
[%0] [gX/gS] [o/L] [%0] [UFC/g]
) 5 1.37 10.61 2.75 2.03x10°
Lactobacillus 10 1.28 10.69 3.49 2.78 x 10°
acidophilus
15 1.46 10.65 2.68 2.65x 10°
] 5 - 9.25 2.54 1.75x 10°
Lactobacillus 10 - 8.99 2.83 2.10 x 10°
fermentum
15 - 7.91 1.99 6.24 x 10*

) 5 - 9.58 1.79 1.70x 103
Bacillus 10 ; 9.47 1.96 9.67 x 102
subtilis

15 - 8.17 3.35 2.30x 103

Obtencion de biomasa a partir de pergamino

En la Tabla 4.19 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con pergamino. Se observa que el mejor rendimiento celular para
L. acidophilus se obtuvo en la cinética con 15% de in6culo (0.34 gX/gS); en el caso de L.
fermentum, el rendimiento celular fue el mismo para las tres concentraciones de indculo (0.32
gXx/gS); mientras que B. subtilis se adapté mejor a la cinética con 15% de inoculo (0.35
gX/gS). Por otra parte, la caracterizacion de las biomasas muestra en la mayoria de los casos,
una remocién de carbohidratos de mas del 50% respecto al valor inicial. Sin embargo,
algunas concentraciones de carbohidratos en las biomasas (9.55-12.18 g/L), sugieren que

podrian ser adecuadas para que el proceso fermentativo pueda continuar.
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El contenido inicial de proteinas para el sustrato de pergamino fue de 1.43% vy al finalizar el
proceso de bioconversion fermentativa anaerobia, se obtuvieron valores entre 3.24 'y 7.67%,
considerando las tres especies probidticas. Ademas, las biomasas presentan una

concentracion celular de las especies probioticas utilizadas.

Tabla 4.19 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversion
anaerobia con pergamino

Probistico  noculo Vs Carbohidratos  Proteinas Congslrsjtlg?,cmn
[%] [gX/gS] [g“—] [%] [UFC/g]
) 5 0.32 12.15 4.29 1.09 x 10°
Lactobacillus -, 0.33 10.48 461 1.24 x 10°
acidophilus
15 0.34 9.55 493 1.08 x 107
5 0.32 11.39 3.24 1.03 x 108
Lactobacillus 6
fermentum 10 0.32 12.18 3.28 1.30 x 10
15 0.32 10.75 4.17 2.10 x 108
) 5 0.30 9.71 6.52 6.70 x 10°
Bacillus 10 0.34 7.22 6.83 2.75 x 10°
subtilis
15 0.35 6.41 7.67 6.90 x 108

Obtencion de biomasa a partir de pollinaza

En la Tabla 4.20 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con pollinaza. Para el caso de la especie L. acidophilus, se
observa que el mayor rendimiento celular se obtuvo con un in6culo del 15% (0.94 gX/gS),
ademas, bajo estas condiciones hubo mayor remocion de carbohidratos durante el proceso de
bioconversion y la concentracion final en la biomasa fue de 7.02 g/L, también, el porcentaje
de proteinas aumentd con respecto a la concentracion en el sustrato inicial (4.31%),

alcanzando un valor de 19.61%.

En cuanto a la especie L. fermentum, presenté mayor rendimiento celular al utilizar 10% de
indculo (0.98 gX/gS), a esta concentracion, el valor de carbohidratos fue de 7.76 g/L y el de
proteinas fue de 17.85%. Sin embargo, la mayor cantidad de proteinas se obtuvo en la cinética

realizada con 15% de indculo (17.05%). Por ultimo, la especie B. subtilis alcanz6 un mejor
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rendimiento celular en la cinética con 5% de in6culo (0.91 gX/gS), donde el contenido de
carbohidratos fue de 10.14 g/L y el valor de proteinas fue de 16.73%.

Tabla 4.20 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversion
anaerobia con pollinaza

Probistico Inéculo Vs Carbohidratos  Proteinas Cong:lrlljtlgi’cmn
(o) (0)
[%]  [gX/gS] [o/L] [%] [UFC/g]
_ 5 0.77 11.13 15.45 1.74 x 108
Lactobacillus 0.82 10.50 17.85 2.3 x 108
acidophilus
15 0.94 7.02 19.61 1.60 X 107
_ 5 0.94 9.19 19.81 1.95 x 10°
L?Cmbac'”“s 10 0.98 7.76 2371 1.90 x 10°
ermentum
15 0.88 9.13 27.88 1.73 X 105
_ 5 091 10.14 16.73 1.08 x 107
Bacillus 10 0.82 5.62 19.62 1.15 x 107
subtilis
15 0.45 523 22.26 1.39 X 107

Obtencion de biomasa a partir de residuo bovino

En la Tabla 4.21 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con residuo bovino. Para el caso de la especie L. acidophilus, se
observa que el mayor rendimiento celular se obtuvo con un indculo del 10% (0.38 gX/gS),
ademas, bajo estas condiciones hubo mayor remocién de carbohidratos durante el proceso de
bioconversion y la concentraciéon final en la biomasa fue de 3.26 g/L, también, el porcentaje
de proteinas aumenté con respecto a la concentracion en el sustrato inicial (0.75%),
alcanzando un valor de 21.54%. Sin embargo, el contenido mas alto de proteinas se alcanzo
a partir de la cinética con 15% de in6culo y se obtuvo el valor de 32.19% P. Cabe sefialar
que, tomando en cuenta todas las especies probidticas, este fue el contenido mas alto de

proteinas obtenido a partir del proceso de bioconversion con residuo bovino.

En cuanto a la especie L. fermentum, presenté mayor rendimiento celular al utilizar 5% de
indculo (0.65 gX/gS), a esta concentracidn, el valor de carbohidratos fue de 6.01 g/L y el de

proteinas fue de 26.54%. Por ultimo, la especie B. subtilis alcanzé un mejor rendimiento
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celular en la cinética con 15% de in6culo (0.55 gX/gS), donde el contenido de carbohidratos
fue de 6.11 g/L y el valor de proteinas fue de 120.54%. Ademas, las biomasas presentan una

concentracion celular de las especies probioticas utilizadas.

Tabla 4.21 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversion
anaerobia con residuo bovino

Probistico Inéculo Yx/s Carbohidratos  Proteinas Cong:lrijtlg?’cmn
(o) (0)
[%0] [gX/gS] [o/L] [%0] [UFC/g]
_ 5 0.37 3.49 26.72 6.67 x 10*
Lactobacillus 0.38 3.26 21.54 5.20 x 10°
acidophilus
15 0.36 4.87 32.19 7.35 x 10*
_ 5 0.65 6.01 26.54 6.28 X 10°
Lactobacillus 10 053 4.86 25.12 3.99 x 10°
fermentum
15 0.39 4.02 26.37 2.76 X 10°
_ 5 0.46 11.32 18.03 2.44 x 10
Bacillus 10 0.39 6.02 18.54 1.01 x 10°
subtilis
15 0.55 6.11 20.54 1.51 x 10°

Obtencion de biomasa a partir de porcinaza

En la Tabla 4.22 se presentan los rendimientos de las biomasas obtenidas mediante la
bioconversion fermentativa con porcinaza. Para el caso de la especie L. acidophilus, se
observa que el mayor rendimiento celular se alcanzo al utilizar un inoculo del 15% (0.59
gX/gS), a esta concentracién, el contenido de carbohidratos fue de 6.15 g/L y el porcentaje
de proteinas aumento considerablemente con respecto a la concentracion en el sustrato inicial
(2.84%), alcanzando un valor de 16.65%. Sin embargo, la concentracion méas baja de
carbohidratos (4.42 g/L) y mas alta de proteinas (17.68%), se obtuvo a partir de la cinética

con 10% de in6culo.

En cuanto a la especie L. fermentum, presenté mayor rendimiento celular al utilizar 15% de
indculo (0.55 gX/gS), a esta concentracion, también se obtuvo la menor cantidad de
carbohidratos (5.51 g/L) y el mayor contenido de proteinas (16.52%). Por altimo, la especie

B. subtilis alcanzé un mejor rendimiento celular en la cinética con 15% de inoculo (0.56
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gX/gS), donde el contenido de carbohidratos fue de 8.69 g/L y el valor de proteinas se report6
en 16.73%. %. Ademas, las biomasas presentan una concentracion celular de las especies

probidticas utilizadas.

Tabla 4.22 Rendimiento celular y caracterizacion de la biomasa obtenida a partir de la bioconversién
anaerobia con porcinaza

Probistico Inéculo Yx/s Carbohidratos  Proteinas Cong:lrijtlg?’cmn
(o) (0)
[%0] [gX/gS] [o/L] [%0] [UFC/g]
_ 5 0.56 511 15.38 1.33 x 10°
Lactobacillus 10 0.53 4.42 17.68 2.26 x 10°
acidophilus
15 0.59 6.15 16.65 2.04 x 10°
_ 5 0.53 6.39 15.49 2.20 x 10°
Lactobacillus 10 051 6.01 16.05 2.83 x 10°
fermentum
15 0.55 551 16.52 2.46 x 10°
_ 5 0,51 10.49 14.22 1.54 x 10°
Bacillus 10 0.54 9.45 14.36 2,50 x 10°
subtilis
15 0.56 8.69 14.73 2.36 x 10°

4.3.4 Produccidn final de biomasas probidticas

A partir de la informacion reportada en las Tablas 4.17-4.22, se infiere que los rendimientos
celulares varian con respecto al sustrato y a la especie probidtica utilizada. Al realizar la
caracterizacion de las biomasas probidticas, se observa que en ninguno de los experimentos
se alcanza la remocién total de carbohidratos, por el contrario, mas de la mitad del total de
biomasas analizadas, presentan concentraciones mayores a 8.0 g/L, lo cual podria sugerir que
el proceso de bioconversion fermentativa continuaria por mas de 72 h. Por otro lado, es
importante enfatizar el incremento en la concentracion de proteinas, ya que, al inicio del
proceso, los residuos evaluados, presentan valores de 0.5 a 4.0% P, y al cabo de 72 h de
fermentacion, las proteinas alcanzan valores desde 1.79 hasta 32.19%. Ademas, las biomasas
presentan una concentracién de células probiéticas, por lo cual podrian ser utilizadas como
alimentos funcionales. En la Figura 4.28 se presenta la cantidad de biomasa probidtica
obtenida a partir de los seis residuos agroindustriales. En base a los rendimientos celulares,
se eligio el porcentaje de indculo que permitio el crecimiento adecuado de L. acidophilus
(LA), L. fermentum (LF) y B. subtilis (BS) para cada sustrato.
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Figura 4.28 Produccidn de biomasa probioética a partir de residuos agroindustriales

4.3.5 Analisis del porcentaje de inoculo en el proceso de bioconversion anaerobia
para la obtencion de biomasa
RAC

El anélisis de varianza permitio determinar que los factores bacteria (p=0) e indculo (p=0),
asi como la interaccion (p=0) entre dichos factores, tienen un efecto significativo sobre la
generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de bioconversion anaerobia al
utilizar como sustrato el RAC. En la Figura 4.29a se muestra el diagrama de Pareto de efectos
estandarizados, teniendo como variable de respuesta la biomasa, con un nivel de significancia
a=0.05. En la Figura 4.29b se presenta la grafica de efectos principales, en la cual se observa
que para obtener mayor produccion de biomasa celular a partir de RAC, se debe utilizar 15%
de indculo de la especie B. subtilis, lo cual coincide con el mayor rendimiento celular

reportado en la Tabla 4.17.
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Figura 4.29 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) gréfica de efectos principales para biomasa
con RAC
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Olote

Debido a que L. fermentum y B. subtilis no crecieron en este sustrato, se opt6 por realizar un
disefio unifactorial para determinar el porcentaje de indculo adecuado para que la especie L.
acidophilus pueda generar mayor cantidad de biomasa celular. El analisis de varianza
permitié determinar que el factor indculo (p=0) tiene un efecto significativo sobre la
generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de bioconversion anaerobia al
utilizar como sustrato el olote. En la Figura 4.30 se presenta la grafica de efectos principales,
en la cual se observa que, para obtener mayor produccién de biomasa celular a partir del
olote, se debe utilizar 15% de indculo de la especie L. acidophilus, lo cual coincide con el

mayor rendimiento celular reportado en la Tabla 4.18.
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Figura 4.30 Grafica de efectos principales para biomasa con olote

Pergamino

El analisis de varianza permitié determinar que los factores bacteria (p=0.034) e in6culo
(p=0.002), asi como la interaccion (p=0.002) entre dichos factores, tienen un efecto
significativo sobre la generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de
bioconversion anaerobia al utilizar como sustrato pergamino. En la Figura 4.31a se muestra
el diagrama de Pareto de efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta la
biomasa, con un nivel de significancia a = 0.05. En la Figura 4.31b se presenta la grafica de
efectos principales, en la cual se observa que, para obtener mayor produccion de biomasa
celular a partir de pergamino, se debe utilizar 15% de indculo de la especie B. subtilis, lo cual

coincide con el mayor rendimiento celular reportado en la Tabla 4.19.
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Figura 4.31 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) gréafica de efectos principales para biomasa
con pergamino

Pollinaza

El analisis de varianza permitié determinar que los factores bacteria (p=0) e indculo (p=0),
asi como la interaccion (p=0) entre dichos factores, tienen un efecto significativo sobre la
generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de bioconversion anaerobia al
utilizar como sustrato pollinaza. En la Figura 4.32a se muestra el diagrama de Pareto de
efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta la biomasa, con un nivel de
significancia a = 0.05. En la Figura 4.32b se presenta la gréafica de efectos principales, en la
cual se observa que, para obtener mayor produccion de biomasa celular a partir de pollinaza,
se debe utilizar 10% de indculo de la especie L. fermentum, lo cual coincide con el mayor

rendimiento celular reportado en la Tabla 4.20.
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Figura 4.32 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) gréfica de efectos principales para biomasa
con pollinaza
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Residuo bovino

El anélisis de varianza permitio determinar que los factores bacteria (p=0) e in6culo (p=0),
asi como la interaccion (p=0) entre dichos factores, tienen un efecto significativo sobre la
generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de bioconversion anaerobia al
utilizar como sustrato residuo bovino. En la Figura 4.33a se muestra el diagrama de Pareto
de efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta la biomasa, con un nivel de
significancia a = 0.05. En la Figura 4.33b se presenta la grafica de efectos principales, en la
cual se observa que, para obtener mayor produccion de biomasa celular a partir de residuo
bovino, se debe utilizar 5% de in6culo de la especie L. fermentum, lo cual coincide con el

mayor rendimiento celular reportado en la Tabla 4.21.
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Figura 4.33 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) gréfica de efectos principales para biomasa
con residuo bovino

Porcinaza

El analisis de varianza permitié determinar que los factores bacteria (p=0) e inéculo (p=0),
asi como la interaccion (p=0) entre dichos factores, tienen un efecto significativo sobre la
generacion de biomasa celular obtenida a partir del proceso de bioconversion anaerobia al
utilizar como sustrato porcinaza. En la Figura 4.34a se muestra el diagrama de Pareto de
efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta la biomasa, con un nivel de
significancia a = 0.05. En la Figura 4.34b se presenta la grafica de efectos principales, en la
cual se observa que para obtener mayor produccién de biomasa celular a partir de porcinaza,
se debe utilizar 15% de in6culo de la especie L. acidophilus, lo cual coincide con el mayor

rendimiento celular reportado en la Tabla 4.22.
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Figura 4.34 a) Diagrama de Pareto de efectos estandarizados y b) gréafica de efectos principales para biomasa
con porcinaza
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CONCLUSIONES

Al realizar la evaluacion de la etapa 1, se demostrd que la velocidad de agitacion y la especie
probidtica, son factores significativos que influyen en la generacién de biomasa celular
durante el proceso de bioconversion. A partir de los analisis estadisticos se determiné que,
para obtener mayores rendimientos de biomasa celular, se debe utilizar el RAC con L.

fermentum a 150 rpm y para el caso de la porcinaza se debe utilizar L. acidophilus a 100 rpm.

Durante la evaluacién de la etapa 2, se comprob6 que la concentracién de indculo también
es un factor que influye en el proceso de bioconversion fermentativa y en la generacion de
biomasa celular, y a partir de los analisis estadisticos se pudo determinar la especie probiotica
que se desarrolla mejor en cada uno de los residuos agroindustriales utilizados, asi como la

concentracion a la que debe adicionarse en dicho residuo.

v’ Para el caso del RAC, se concluye que el proceso de bioconversién debe llevarse a cabo a

100 rpm, con un inéculo del 15% v/v correspondiente a la especie B. subtilis.

v’ Para el residuo de olote de maiz blanco, se concluye que, para obtener mayores
rendimientos de biomasa celular, debe someterse a un proceso de bioconversién operado

a 100 rpm, con un inéculo del 15% v/v correspondiente a la especie L. acidophilus.

v'Para el residuo de pergamino de café, se sugiere realizar un proceso fermentativo
anaerobio, con una velocidad de agitacion de 100 rpm y un in6culo del 15% viv

correspondiente a la especie B. subtilis.

v Para el residuo de pollinaza, se recomienda primero, adicionar el sustrato con una fuente
de carbohidratos, como por ejemplo melaza. Posteriormente, se sugiere llevar a cabo un
proceso fermentativo anaerobio con agitacion de 100 rpm y un in6culo correspondiente al

10% v/v de la especie L. fermentum.

v Para el residuo de origen bovino se concluye que debe ser adicionado con una fuente de
carbohidratos (en este proyecto se utilizo melaza diluida 1:20) y posteriormente realizar
un proceso de bioconversion anaerobia con agitacion de 100 rpm y un inoculo

correspondiente al 5% v/v de la especie L. fermentum.
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v Para el residuo de porcinaza se sugiere soportarlo con melaza diluida y posteriormente
someterlo a un proceso de bioconversion operado a 100 rpm, con un inéculo del 15% v/v

correspondiente a la especie L. acidophilus.

Las condiciones de operacion recomendadas para cada residuo, se determinaron en funcion
del rendimiento de biomasa celular.

Partiendo de la investigacion y experimentacion realizada, se concluye que es posible obtener
biomasas nutritivas probidticas, a partir del aprovechamiento de residuos agricolas y
ganaderos en procesos fermentativos anaerobios. Ya que, durante dicho proceso, las especies
probidticas son capaces de consumir los carbohidratos presentes en el sustrato y sintetizar
proteinas. Por lo cual, las biomasas finales, presentan bajas concentraciones de carbohidratos
y alto contenido de proteinas, respecto a su caracterizacion inicial. Ademés de que las

biomasas finales, también presentan una concentracion celular probidtica.
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