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RESUMEN

Cinética de desarrollo de Lactobacillus casei shirotay Lactobacillus acidophilus a
partir de los residuos de cerveza artesanal para la obtencion de biomasas con
potencial de consumo humano

Elaborada por: 1.Q. Itzel Diaz Gonzalez
Dirigida por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

En la actualidad, el mercado de cerveza artesanal se encuentra en constante crecimiento,
debido a que los productores tienen la versatilidad de modificar los ingredientes con sus
caracteristicas propias, sin embargo, en este proceso se generan cantidades importantes
de residuos que desafortunadamente la mayoria de las veces son dispuestos de una
manera inadecuada, generando grandes impactos negativos, el objetivo de esta
investigacion radica en la valorizacion de los granos gastados de cerveza (BSG)
mediante la transformacion de sus componentes en subproductos beneficiosos como
estrategias significativas desde el punto de vista ambiental como econémico. En este
trabajo se determinaron las condiciones de operacién del proceso de bioconversion para
la obtencion de biomasas probiéticas y nutritivas mediante la accidén fermentativa de L.
casei shirota y L. acidophilus utilizando los granos gastados de cerveza como sustrato.
Los experimentos se realizaron con diferentes concentraciones de sustrato e indculo 4, 6
y 8 % p/py 5,10 y 15 % v/v respectivamente. Los resultados obtenidos demostraron que
los granos gastados de cerveza implementados como sustrato tienen posibilidades de
desarrollar y mejorar el crecimiento de ambas bacterias probiéticas, debido a su
composicién nutrimental que las enriquece, mediante los parametros obtenidos del
proceso se considerd 6 % p/p de sustrato y 10 % v/v de inéculo como la relacién sustrato
microrganismo correspondiente a L. casei que maximiza el contenido nutricional de las
biomasas obtenidas, de igual forma, mediante los parametros cinéticos se determino la
relacion correspondiente al incremento de proteinas siendo 8 % p/p de sustrato y 5 % v/v

de in6culo.



ABSTRACT

Development kinetics of Lactobacillus casei shirota and Lactobacillus acidophilus

from craft beer waste to obtain biomass with potential for human consumption.

By : 1.Q. Itzel Diaz Gonzélez
Advisor(s) : Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Currently, the market for craft beer is growing steadily as producers have the opportunity
to modify the ingredients with their own characteristics. However, this process generates
large amounts of waste, which unfortunately is usually disposed of improperly, creating
significant negative impacts. The aim of this research work is to utilize spent grains (spent
grains) by converting its components into beneficial by-products as ecologically and
economically significant strategies. In this work, the conditions for the bioconversion
process to obtain probiotic and nutrient-rich biomass through the fermentation action of L.
casei shirota and L. acidophilus using spent grains as substrate were determined. The
experiments were carried out with different concentrations of substrate and inoculum: 4.6
and 8 % w/w and 5.10 and 15 % v/v, respectively. The results obtained show that spent
grains used as substrate offer opportunities for the development and improvement of the
growth of both probiotic bacteria, due to their nutritional composition that enriches them.
6% w/w of substrate and 10% v/v of inoculum were considered the substrate-
microorganism ratio corresponding to L. casei, maximizing the nutritional content of the

biomass obtaine
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Introduccion

INTRODUCCION

En la actualidad la industria cervecera a nivel artesanal se encuentra en constante
crecimiento, debido a que los productores tienen la versatilidad de modificar los
ingredientes y las materias primas con sus caracteristicas propias. Sin embargo, esto
conlleva a la generacion de cantidades importantes de residuos que no se disponen
adecuadamente, dado que presentan un alto contenido de humedad superando un 80 %
p/p, lo que dificulta su procesamiento (Medina-Saavedra et al., 2018).

Esta industria utiliza cebada malteada como materia prima principal, que se somete a un
proceso de coccion y maceracion del que resulta el mosto cervecero, que luego se lleva
a la fase de fermentacion para producir cerveza. Este proceso da lugar a cantidades
significativas de residuos insolubles, a veces conocidos localmente como bagazo de
cerveza e internacionalmente como "grano gastado de cerveza" (BSG) por sus siglas en
inglés. Este subproducto representa el 31% del peso total de la malta original utilizada en

el proceso y el 85 % de los residuos (Jackowski et al.,2018).

Las emisiones de gases de efecto invernadero del sector industrial se encuentran entre
los factores mas responsables del cambio climatico mundial; sin embargo, el aumento de
los dafios al medio ambiente se debe a la mala gestion y eliminacion de los excedentes
generados (Shakoor et al., 2021). Por esta razén la importancia de aplicar alternativas
gue gestionen el manejo y aprovechamiento de los residuos para disminuir los efectos
negativos en el ambiente, ademas pueden convertirse en productos de gran valor
afiadido si se incorporan con otros productos que contengan altos nutrientes, obteniendo

un producto enriguecido en nutrientes y con potencial benéfico para la salud.

Ademas de los beneficios que los microorganismos probioticos tienen en la salud, existen
varios estudios que demuestran su capacidad para mejorar la salud intestinal y mantener
el equilibrio inmunoldgico, asi como su capacidad para metabolizar determinados
hidratos de carbono para crear compuestos de moléculas mas pequeiias, como el acido

lactico. Los dos géneros mas utilizados son Lactobacillus y Bifidobacterium.



Introduccion

El presente trabajo propone realizar un proceso de bioconversion de los residuos
generados de la industria de cerveza artesanal mediante la fermentacion probidtica de

Lactobacillus (Lactobacillus casei shirota y Lactobacillus acidophilus) para la obtencion
de biomasa con potencial en consumo humano.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICO



Fundamentos tedricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Residuos orgéanicos

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones para comprender que los residuos
organicos procedentes de diversas superficies, incluidas las comerciales, residenciales e
industriales, son materiales primarios con proporciones variables de lignina, celulosa y
hemicelulosa que se utilizan en la produccién de biocombustibles para el desarrollo de
nuevas fuentes de energia. Ademas, son materiales resultantes de actividades de
fabricacion y consumo que no han supuesto ningun coste financiero (Chavez et al., 2021).
En la Tabla 1.1 se muestran los residuos solidos organicos clasificados segun (Fiallos.,
2022).

Tabla 1.1 Clasificacion de los residuos sélidos organicos (Fiallos, 2022).

Tipo de clasificacion Analisis
Segun su fuente de Resultante del barrido de calles
generacion De mercados

Domiciliarios

Institucionales

Industriales y agricolas
Segin su naturaleza vylo Residuos de alimentos
caracteristicas fisicas Estiércol

Restos vegetales

Papel, cartén y cuero.
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Aumentar la produccion de bioenergia a partir de biofuentes sostenibles es preocupante,
ya que el sustrato utilizado es mas caro que el coste de produccion. Los residuos
organicos se consumen para la produccion de bioenergia y, a su vez, generan residuos
secundarios que se utilizan como insumo para el siguiente proceso de reciclado (Atabani
et al., 2019; Vieira y Matheus, 2019).

La mayoria de los residuos organicos que se generan en el sector agroindustrial se
eliminan de manera inadecuada, ya que se vierten directamente en el medio ambiente,
son quemados de forma incontrolada o dejados en terrenos, que, al paso de tiempo, se
pueden introducir a los sistemas de alcantarillado llegando a los mantos acuiferos o
produciendo malos olores contribuyendo asi al incremento de la contaminacién ambiental

como consecuencia a esta mala disposicion (Fiallos, 2022).

1.1.2 Residuos organicos en México

En México se producen anualmente alrededor de 76 millones de toneladas de residuos
organicos, de los cuales 79 % son residuos primarios (producidos durante el proceso de
cosecha), como son hojas y tallos de maiz, trigo, pajas cebada y frijol, entre otros. El 21
% restante se compone de residuos secundarios obtenidos del procesamiento que se
realiz6 después de la cosecha, como pulpa de café, bagazo de maguey o agave, bagazo
de cafa de azucar, mazorcas de maiz. Estos datos demuestran la necesidad de acelerar
los estudios para disminuir la contaminacion producida por estos residuos y adquirir

nuevos productos que aporten beneficios econémicos (Caltzontzin-Rabell et al., 2022).

1.2 Panorama de la cerveza Artesanal

El término de cerveza artesanal aparecio por primera vez a finales de la época de los 70
en el Reino Unido, y se utilizaba para describir a las pequefias fabricas de cerveza que
estaban enfocadas en producir tradicionalmente cervezas de alta fermentacion, en donde
el agua, malta y ldpulo forman parte de los principales ingredientes que la constituyen.

En la actualidad la industria cervecera artesanal ha logrado obtener grandes estrategias
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de mercadotecnia para su crecimiento, en comparacion con las empresas cerveceras
industriales, debido a que sus productos compiten en calidad y variedad, mas que en

precios bajos y publicidad (Leach, 2017).

Con una cuota del 21 % de los envios internacionales, México se ha convertido en un
importante productor y exportador de cerveza. Holanda ocupa el segundo lugar, con el
14.4 % de los envios, Bélgica el primero, con el 11 %, y Alemania el tercero, con el 9.9
%. Cada afio, México exporta 33 millones de hectolitros a mercados extranjeros. (Leach,
2017). A diferencia de la elaboracion de las cervezas industriales, las de tipo artesanal
constituyen un alto nivel de calidad respecto al proceso productivo y a los insumos, ya
que este proceso es mas delicado por lo cual se tienen mayores cuidados. De acuerdo
con Acermex (Asociacion de Cerveceros de la Republica Mexicana), la industria artesanal

incrementd sus ventas en 2017 en 59 %, al alcanzar 166,069 hectolitros. (Monrroy, 2019).

Aungue las cervecerias industriales mexicanas han comenzado a participar en la
produccion de cerveza artesanal, la mayor parte de la oferta nacional sigue siendo
producida por las cervecerias artesanales en el pais, mediante lo reportado por
Gonzalez-Velazquez (2022). El nUmero de cervecerias artesanales ha ido aumentando
anualmente; en los udltimos afios, se han duplicado en comparacién con épocas
anteriores. En la Figura 1.1 se muestran los porcentajes de concentracion de cervecerias

artesanales por estados.
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Baja
California,
12.77

Resto, 32.97
CDMX, 11.7

Querétaro,

4.79
Edo. De Mex.,
4.79 Nuevo Ledn,

7.45

Jalisco, 9.04

Figura.1.1 Concentraciones de las cervezas artesanales por estado (Gonzalez- Velazquez,
2022).

Para explicar lo ilustrado anteriormente en la Figura 1.1 Baja California cuenta con
12.77% de las 630 cervecerias artesanales del pais especializadas en la produccion de
esta bebida, seguido de Michoacan con 10.11 %, el Distrito Federal con 11.70 % y Jalisco
con 9.04 %. 39 fabricantes conforman el 75 % del total de productores a nivel estatal

concentrados en Tijuana.

1.2.1 Produccién de cerveza artesanal

Respecto a la produccién de cerveza reportado por Sanchez et al., (2021) un porcentaje
del 100 % pertenece a las agroindustrias que generan un volumen promedio de 34,434.55
hectolitros anuales. Conforme a lo reportado se producen dos tipos de cerveza
principalmente, estilo Ale y Lager que al mismo tiempo se pueden dividir en diferentes
sub-estilos; como lo son IPA, Stout y Ale pale, por esta versatilidad en cuanto a diferentes
estilos y formulaciones es que los cerveceros artesanales ascienden cada vez mas a
liderar el camino en el mercado premium de esta bebida.
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Pese a lo reportado anteriormente muchos usuarios aun desconocen la informacion
necesaria que sustente como diferenciar una cerveza artesanal de una comercial,

limitados a percatarse de la calidad e innovacion que contiene una cerveza artesanal.

1.2.2 Generacion de residuos de cerveza (BSG)

Durante el proceso de elaboracion de la cerveza se llevan a cabo distintas etapas,
particularmente la maceracion de la malta, en la cual se producen cambios enzimaticos
qgue hacen que alrededor del 60-70 % de la masa seca pase a la malta cocida (mosto)
mientras que la parte restante permanece en el BSG, se contindia con el mosto cervecero
filtrado y los BSG se remojan en agua caliente (unos 78 °C). Finalmente, el grano
consumido se extrae del filtro cuba o filtro prensa, se transporta al almacén mediante
continuacion, se envia al tanque de distribucion situado fuera de la fabrica de cervezay

la mayoria de las veces estos tienen una mala disposicion (Glowacki et al., 2022).

Lo reportado por Chetrariu y Dabija, (2020) afirman que el residuo mas abundante del
proceso de elaboracion de cerveza con un porcentaje del 85 % total BSG, donde 100 kg
de malta fresca se alcanzan entre 100 y 130 kg de BSG, del mismo modo equivalente a
21y 22 kg de BSG por hectolitro de cerveza elaborada. En torno a un porcentaje del 70%
de la produccion del BSG se emplea como alimento para animales, 10 % es utilizado en
la produccién de biogas y el 20 % remanente se maneja con mala disposicién. La
levadura y los BSG obtenidos en este proceso se clasifican como subproductos, ya que
el término "residuos soélidos" en este sector se refiere a todo tipo de vidrio, plastico, papel

etiquetado y otros residuos industriales que se generen (Arana-Sojo, 2022).

1.2.3 Propiedades de los BSG

Este subproducto abarca las glumas, el pericarpio y los tegumentos de las capas externas
gue tienen y de los demas cereales, los cuales comprenden distintos nutrientes que no
se sustraen a lo largo de las etapas de malteado y macerado (Bianco et al.,2020). Los
BSG son sustancias lignocelulésicas ricas en proteinas (20 %), fibra alimentaria (70 %) y
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vitaminas y minerales. Su composicién quimica puede variar en funcion de diversos
factores, como la calidad de la cebada o de otros cereales utilizados para elaborar la
cerveza (Lali¢ et al., 2023). Otros de sus componentes quimicos importantes son,
almidon, lipidos, cenizas y compuestos fendlicos. En la Tabla 1.2 se presentan los
porcentajes en los que varian estos componentes de acuerdo con lo reportado por
Chetrariu y Dabija (2020).

Tabla 1.2 Composicion BSG (Chetrariu y Dabija,2020).

Componente %
Proteina 25-30
celulosa 12—5

Hemicelulosa  20-25

Lignina 12--25
Lipidos 5—10
Cenizas 2—5

Debido a su composicién, rica en compuestos organicos con un importante valor nutritivo,
los residuos cerveceros deben tratarse antes de verterse al medio ambiente para evitar
alteraciones del equilibrio ecolégico. Por ello, existe una fuerte motivacion para reducir la
produccién de residuos y fomentar su utilizaciéon en otros procesos. Los bioprocesos
industriales se han presentado como un medio potencial de direccionamiento de estos
residuos, ademas de sus potenciales aplicaciones en la nutricion animal y humana, con
vistas a producir bienes con mayores valores agregados y direccionar los residuos

generados para fines mas nobles (Onofre et al., 2022).
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1.2.4 Rendimiento de BSG

En la actualidad se estd buscando una via diferente de valorizacion a través del
procesamiento biotecnolégico para superar los problemas asociados a la adicion de BSG
y minimizar los dafios y la contaminacién que se derivan de la industria cervecera.
Ademas del valor nutritivo del BSG, su disponibilidad durante todo el afio a un coste muy
bajo los convierte en una materia prima adecuada para una gran variedad de aplicaciones
potenciales (Teixeira et al., 2020). En particular, la fermentacion microbiologica es un
método prometedor de biovalorizacidén de este importante subproducto industrial (Patel
et al., 2018).

San Marin et al., (2022), reportan que el 70 % de los BSG se utilizan en la alimentacion
de animales como pollos, patos y pavos, mientras que el 10 % se emplea para fabricar
biogas y el 20 % restante es desechado en vertederos. El BSG se ha evaluado para su
inclusion en dietas humanas por su bajo costo y alto valor nutritivo, especialmente cuando
es necesario aumentar el contenido en fibra, disminuir el contenido cal6rico y aumentar
el contenido en proteinas de los productos alimenticios. Otro producto que puede
obtenerse utilizando BSG son biocombustibles como el hidrégeno, el etanol y el butanol

mediante procesos de fermentacion. (Aguado-Garcia, 2020).

Debido a la cristalinidad de la celulosa, al grado de polimerizacién, a la porosidad del
material y al contenido de lignina, que oscila entre el 12 y el 18 %, los materiales
lignocelulésicos, como los BSG, presentan algunos problemas durante la hidratacion
enzimatica, necesitando una etapa de pretratamiento para alterar la estructura

lignoceluldsica (Plaza et al., 2017).
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1.2.5 BSG en proceso de fermentacion

En el proceso de fermentacion, los procariontes (bacterias) y eucariontes (microalgas,
levaduras y hongos) transforman sustancias liquidas o sélidas en productos de gran valor
y beneficio para el ser humano. Con el fin de producir compuestos industriales bioactivos,
la fermentacion puede tener lugar en estado liquido o sélido. El término "fermentacion
sélida" se refiere a los procesos en los que el crecimiento del microbio depende de
materiales insolubles en agua (la cantidad de agua afadida no debe ser superior a la
capacidad del sdlido para saturar la bacteria en crecimiento). Los sustitutos que pueden
utilizarse son la pasta de papel, el bagazo de cafia (un subproducto de la fabricacion de

azucar) y el trigo (Hernandez-Melchor et al., 2019).

El subproducto BSG puede obtener mediante la fermentacion diversos productos de valor
afiadido, como acidos organicos, aminoacidos, acidos grasos volatiles, enzimas,
vitaminas y biocombustibles de segunda generacion (Davila et al., 2016 ., Guarda et al.,
2021). Por ejemplo, un estudio realizado por (Marcus y Fox, 2021), revelaron que el BSG
puede transformarse en una serie de enzimas, como amilasa, celulasas, glucanasas,
hemicelulasas, etc., asi como en otros productos como xilitol, bioetanol y acido citricos a

través de la fermentacion del BSG.

Como ya se ha mencionado, la composicion de la BSG permite la formacion de productos
con valor afiadido. Sin embargo, debido a los complejos componentes de las paredes
celulares que incluyen la celulosa, hemicelulosa y lignina que se combinan para formar
una estructura refractaria, el uso de materiales lignocelulésicos necesita un
pretratamiento que rompa su estructura cristalina y permita su fragmentacion. Un paso
de pretratamiento (por ejemplo, quimico, fisico, biolégico, hibrido, etc.) debe venir antes
de la fermentacion para superar la inhibicion natural del material de fibra lignocelul6sica
del BSG, exponiendo los polisacéaridos y haciendo que estos sean aptos a la hidrolisis
enzimatica que tiene como objetivo la descomposicion de las fibras en azulcares

fermentables para asi finalmente, el BSG puede ser procesado en biocombustibles de

11
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segunda generacion, tales como, acido citrico, acido lactico, etanol, -amilasa, celulasa
(Mitri et al., 2022).

1.3 Probidticos

Los probiodticos se definen como microorganismos vivos que asignan beneficios a la
salud del huésped cuando se ingieren en las cantidades apropiadas, lo que se traduce
en una accion protectora contra los agentes patdgenos y en beneficios nutricionales. La
mayoria de las veces, el uso de agentes probiéticos esta relacionado con alimentos
funcionales o suplementos dietéticos que mejoran la salud de las personas en general.
Con el fin de disminuir el impacto negativo que los medicamentos antibacterianos tienen
sobre la microbiota de los pacientes, el uso de probidticos se ha convertido en una
alternativa viable para el tratamiento de enfermedades infecciosas. (Corrales Benedetti
y Arias Palacios, 2020).

Un microorganismo debe cumplir ciertos requisitos para ser clasificado como probiotico

(Gutiérrez y Salas, 2018) como:

¢ No debe ser patdégeno u oxigénico.

e Debe adaptarse al microbiota intestinal sin desplazar al microbiota ya existente.

e Capacidad de sobrevivir al trdnsito gastrointestinal para después mantenerse
viable durante un tiempo en el intestino.

e Deber ser capaz de adherirse a las células epiteliales.

e Generar sustancias antimicrobianas.

e Debe mejorar las funciones inmunes al igual que las actividades metabdlicas.
Las principales funciones de los probidticos son mantener el equilibrio de la microbiota

intestinal y regular el sistema inmunitario, lo que puede aliviar la inflamacion y las

enfermedades cronicas (Gu et al., 2022).

12



Fundamentos tedricos

El uso de probidticos como suplementos dietéticos para humanos y animales esta
ampliamente aceptado. También se utilizan en acuicultura para inhibir el crecimiento de
patégenos y reducir la presencia de virus. Pueden mejorar la calidad del agua y la
cantidad de nutrientes, asi como la actividad enzimatica y la respuesta inmunitaria (Ding
et al.,2021).

1.3.1 Especies de probidticos

Existe un numero considerable de especies microbianas que pueden tener efectos
probidticos. Estos organismos pertenecen principalmente al grupo BAL, que constituye
una parte de la microbiota intestinal. Actualmente, lactobacillus y bifidobacterium son los
dos géneros bacterianos que incluyen una cantidad significativa de bacterias probidticas
Molina, (2019), explica que estos géneros sintetizan acidos organicos que reducen a su
vez el pH intracelular a niveles letales para el conjunto de bacterias patdgenas. Estos
géneros son clasificados por diferentes factores como; propiedades morfolégicas,
crecimiento a diferentes temperaturas, capacidad de fermentar la glucosa y la
configuracion de acido lactico. Las levaduras (Saccharomyces, Kluyveromyces) y las
bacterias de diversos géneros (Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium, Bacillus, Escherichia) figuran entre los

microorganismos comercializados como probiéticos. (Alvarez et al., 2021).

1.3.2 Accion probidtica en humanos

En la actualidad diversos estudios resaltan la importancia de implementar tecnologias
gue permitan incluir los probiéticos en la dieta humana, tal es el caso de Bernal et al
(2017), donde examind la viabilidad de utilizar estas matrices alimentarias como
vehiculos para incluir microorganismos probiéticos en productos de origen vegetal en el
desarrollo de bebidas funcionales, los estudios en humanos y modelos animales han
demostrado la eficacia clinica de diversas cepas con capacidad probiotica para tratar
enfermedades como el cancer de colon (efecto gen anticancerigeno), la enfermedad
inflamatoria intestinal, la diarrea (actividad antimicrobiana), las complicaciones
postoperatorias y la intolerancia a la lactosa. Ademas, es importante mencionar el

impacto en la salud humana es Unico de cada cepa probidtica.
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Una de las propiedades de estos microorganismos es la accion en la luz intestinal que
podrian ser beneficiosas como reporta Machado (2020). Realizé una investigacion sobre
los beneficios de las aplicaciones de los probidticos en nifios ante un episodio de
Enfermedad de diarrea aguda (EDA), numerosos probioticos comparten algunos de estos
efectos, y su uso se aconseja desde hace mas de 20 afios en el tratamiento y la

prevencion de la diarrea grave.

El uso clinico mas conocido de los probidticos es la prevencion de las complicaciones
derivadas de la aplicacién de antibiéticos en pacientes hospitalizados, donde se ha
conseguido reducir en un 50 %. El uso de probidticos compuestos por varias especies en
una concentracién de al menos 1011 unidades formadoras de colonias (UFC) durante
mas de ocho semanas demostré una disminucién de la presion arterial (Gomez-Lopez,
2019). Alimentos y suplementos beneficiosos para la salud humana, asi como su
capacidad para aumentar la seguridad, Por ello, los probi6ticos actuales y su aplicabilidad
en el ambito de investigacion clinico y biomédico, de los probidticos para mejorar la salud
humana, en la Tabla 1.3 Se presentan diferentes ejemplos de tipos de productos en
donde se pueden encontrar los probiéticos en el mercado mediante lo reportado por

Corrales Benedetti y Arias Palacios, (2020).

14



Tabla 1.3 Diferentes ejemplos de tipos de probidticos encontrados en productos (Corrales
Benedetti y Arias Palacios, 2020).
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Cepa probiodtica

Formulacién

Nombre comercial

Bifidobacterium animalis
subsp
Lactis DN-173010

Bifidobacterium infantis
35624

Clostridium butyricum
588

Enterococcus faecium SF
68

Lactobacillus acidophilus
Lb

Lactobacillus casei
Subsp shirota

L. casei DN-114001

L.rhamnosus Lcr35

Saccharomyces boulardii
CNCM 1-745 (1yo)

L. acidophilus CL1285 +
L. casei Lbc80r + L.
rhamnosus CLR2

Yogurt

Bebida, capsula

Tabletas, bebidas

Polvo, Sachets

Capsulas, Sachets

Leche fermentada

Leche fermentada,
Yogurt

Capsulas vaginales

Capsulas

Bebidas fermentadas,
capsulas

Activia (Danone)

Align (procter & Gamble)

MIYA-BM (Miyarisan

Pharm)

Bioflorin(Cerbios
Pharma)

Lacteol (PUMC Pharm)

Yakult (Yakult)

Actimen, DanActive

Gynophilus

Florastor, Codex

UltraLevure
(Biocodex)
Bio K + (BioK +Intl)
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1.3.3 Bacterias acido lacticas

Las BAL son bien conocidas en la actualidad por su variedad en cuanto a vinculos con la
salud y su potencial papel como probiético en alimentos fermentados Insuasti et al.,
(2023). Por sus caracteristicas morfoldgicas, las BAL son bacterias positivas en la prueba
de Gram pero negativas en las pruebas de la oxidasa y la catalasa. También son
anaerobias, microaerdfilos y productoras de acido lactico, que es su principal producto
metabdlico procedente de la fermentacion de la lactosa. EI margen de pH en el que
crecen las BAL oscila entre 3.2 y 9.6, y persisten en entornos en los que otras bacterias
no podrian crecer debido a la actividad del acido organico. Como resultado, desarrollan
la capacidad de inhibir microorganismos patdégenos o alterantes (Martinez-Vazquez et al.,
2020). La generacién de acidos organicos como el lactico y el acético, que provocan la
disminucion del pH, asi como la competencia con el contenido salino del medio son las
causas principales de la capacidad de las BAL para inhibir el crecimiento. Ademas, las
BAL también producen compuestos no proteicos como los acidos proteicos ribosomales

conocidos como bacteriocinas.

Son varios los informes cientificos que constatan los beneficios de los probidticos en
términos de salud, lo que ha despertado el interés de los investigadores por la funcion de
algunos tipos de bacterias lacticas y otros microorganismos como probiéticos Insuasti et
al., (2023). El estudio de Petkova et al., (2022) que menciona los posibles responsables
del efecto antifungico en compuestos como el acido lactico, el acido acético, el etanaol, el
Coz y las bacteriocinas, en la bioconservacion de uvas de mesa contaminadas con
Botrytis cinerea, cuando se utiliza un procedimiento con cultivo de BAL del género
Lactiplantibacillus. Numerosas aplicaciones en las que se utilizan las BAL segun informan

(Insuasti et al.,2023), se muestran en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4 Bacterias Acido-Lacticas y sus distintas aplicaciones (Insuasti et al.,2023).

BAL Aplicacion Referencia
Géneros de Bacillus Antifungico (Badia et al.,2017)
Cepas de L. casei, L. Antifungico (Olivares tenorio y
rhamnosus Klotz Caberio, 2020)
Biosilo: Lactococcus, Inoculacién de (Marguet et al., 2017)
lactis Tw34 vy L. microrganismos para la
plantarum fermentacion de residuos de

merluza y harina de cebada

1.3.4 Lactobacillus acidophilus

Una de las especies de Lactobacillus que se utiliza con més frecuencia es el Lactobacillus
acidophilus (L. acidophilus), muy conocido por sus efectos positivos sobre la microbiota
del tracto gastrointestinal. Se sabe que L. acidophilus reduce el riesgo de colesterol en
sangre, la intolerancia a la lactosa, las naduseas y la diarrea. Esta bacteria también se
considera un antagonista contra los patdgenos intestinales y es capaz de sobrevivir
durante largos periodos de tiempo en ecologias digestivas complejas. Este
microrganismo tiene un metabolismo homofermentativo, es una bacteria anaerobia
aerotolerante, y sus condiciones ideales de crecimiento son de 30 a 45 °C y un pH de 4
a 5 (Fina-Martin, 2019).

Los microorganismos que acompafian al L. acidophilus comparten con él el uso de los
mismos nutrientes, por lo que compiten con ellos. También regula el crecimiento
incontrolado de estos microorganismos reduciendo la disponibilidad de nutrientes durante
la digestion. (Fina-Martin, 2019). Esta bacteria Posee un tamafio de particula alrededor
de 0,6 a 0-9 micrometros de diametro y de 1.5 a 6.0 micrémetros de longitud 61 (Burgos-

montafas, 2019).

17



Fundamentos tedricos

Esta bacteria probidtica ha sido estudiada en procesos de biotransformacion como lo
presenta Romero-Mota (2017), examind la accion fermentativa de lactobacillus
(acidophilus, reuteri y fermentum) en la bioconversion de sustratos orgénicos en
productos con potencial alimenticio, realiz6 una caracterizacion fisicoquimica y
microbiolégica del residuo porcicola, reporté los nutrientes que se generan al emplear
lactobacillus, las condiciones 6ptimas para la produccion de acido lactico y para la
supervivencia estable de los lactobacilos, la concentracién que se obtuvo fue de 8.2 g/L
de carbohidratos, mientras que para el pH en el intervalo de 5.5 a 6.7, el cual resulté no
ser un factor significativo en el estudio. El tiempo de residencia para que los lactobacillus
produjeran la mayor cantidad de acido lactico, fue entre las 48 y 72 horas., sefialando
que la investigacion desarrollada se realiz6 con residuo porcicola al cual no se le realizo
un pretratamiento, por lo cual es evidente que se puede obtener mayor cantidad de

biomasa, asi como mayor grado de inactivacién de microorganismos patégenos.

1.3.5 Lactobacillus casei shirota

Lactobacillus casei shirota (LcS) es una cepa probidtica muy conocida, ha sido aprobada
"generalmente reconocida como segura” proporciona muchos beneficios para la salud,
ya que equilibra la microbiota intestinal, mejora la disfuncion gastrointestinal, previene las
infecciones y el cancer, y modula las respuestas inflamatorias e inmunitarias (Katao-
Kataoka et al., 2016). Esta cepa probibdtica tiene un registro en donde se extiende que es

utilizada en los productos lacteos fermentados de Yakult Honsha Co.

Diversas investigaciones se han llevado a cabo para evaluar el efecto beneficioso de
LcS, la introduccidon de LcS en el intestino para prevenir la recurrencia del cancer de
vejiga La especie Lactobacillus casei esta ampliamente distribuida en los intestinos de
los mamiferos e incluye un amplio grupo de cepas utilizadas en la fermentacion de

productos alimentarios.
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1.3.6 Mecanismo de accién de los probidticos

Los probidticos ejercen grandes beneficios en el hospedador a través de diversos
mecanismos de accion, su mecanismo general en el huésped consiste en un aumento de
produccion respecto a las enzimas que conducen a la digestion y absorcién de nutrientes.
La capacidad de adhesion es una de las principales caracteristicas para definir si un
microorganismo es viable para ser aplicado como probiotico, de manera que las
posibilidades de que el microorganismo tenga actividad inmunomodulador o metabdlica
incrementan (Saarela, 2007; Ding et al., 2021).

Los probidticos pueden afectar el ecosistema intestinal actuando sobre el sistema
inmunolégico de la mucosa, uno de los mecanismos de accién més significativos es la
resistencia a la colonizacion de patdégenos, que previene las infecciones oportunistas y
puede maodificar el entorno local mediante la produccion de acidos grasos (Boggio Marzet
et al., 2022).

En el estudio de Rappaccioli et al (2021) se menciond que los probidticos permiten ayudar
a controlar la respuesta inmunoldgica del huésped, alterando los procesos enziméaticos
implicados en la metabolizacién de ciertos carcindbgenos y reduciendo la inflamacion
cronica. Mediante la sintesis de sustancias quimicas que pueden estimular las células
inmunitarias, la flora intestinal controla el sistema inmunitario. La interaccién de las
bacterias probioticas y las células epiteliales con los monocitos, macréfagos y linfocitos
da Ilugar a la produccion de células t-reguladoras, que tienen efectos

inmunomoduladores.

1.4 Productos obtenidos a partir de la fermentacion probidtica

Para las industrias alimentaria, quimica, de biorrefineria, biotecnolégica y de
bioprocesamiento, la fermentacibn como proceso de biotransformacién ha permitido

obtener productos de alto valor (Boulay et al., 2020; Girelli et al., 2020).
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Los componentes de mayor interés son los antioxidantes organicos, los colorantes, los
aditivos funcionales, las bacteriocinas y el etanol celuldsico antioxidantes, colorantes,
péptidos funcionales, bacteriocinas y biomasa celular (Arrioja et al., 2020; Girelli et al.,
2020). La produccion eficiente de estos compuestos requiere sustratos que proporcionen
los nutrientes necesarios para la reproducciéon del microorganismo y la produccion de sus
metabolitos. Las condiciones adecuadas del proceso (pH, temperatura, control de O2,
aireacion, sistemas de agitacion) también son necesarias para optimizar el rendimiento

de la biomasa microbiana o sus metabolitos (Boulay et al., 2020).

Especificamente, en la fermentacion probidtica se utilizan microorganismos
nutricionalmente exigentes, que con frecuencia dependen de sustratos comerciales para
su reproduccion. No obstante, el elevado coste de los sustratos comerciales repercute
significativamente en el precio del producto obtenido por fermentacion. Entre el 60 y el
70 % de los costes globales de produccién de biomasa son atribuibles a los soportes de
fermentacion (Khedkar et al., 2017). Esto ha llevado a los investigadores a buscar otras
fuentes, como los residuos organicos, que pueden proporcionar los macro y

micronutrientes necesarios para la reproduccion microbiana.

La idea de utilizar residuos organicos como sustratos para el crecimiento microbiano
busca valorizar los residuos al tiempo que se abordan los problemas medioambientales
gue causan, centrdndose en el avance de la investigacion en el contexto de la economia
circular (Margallo et al., 2019). Recientemente se ha investigado el uso de residuos
agroindustriales para producir acido lactico (LA) y biocombustible (Cizeikiene et al, 2018;
Rolim et al., 2018). Debido a que los residuos organicos agroindustriales son materiales
ricos en compuestos lignocelulésicos que pueden ser fuentes importantes de biomasa
tienen la posibilidad siendo fuentes significativas de micro y macronutrientes, asi como

fuentes directas de carbono y nitrégeno durante los procesos de fermentacion.
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La informacion sobre el uso de bacterias lacticas como agentes probidticos en la
fermentacion de ingredientes alimentarios y la generacion de productos dietéticos esta
ampliamente disponible. En esta situacion, una amplia variedad de sustratos artificiales
y naturales serian adecuados para el cultivo de bacterias lacticas, ya que, ademas de sus
propiedades probioticas, también podrian utilizarse como agentes antibacterianos y
antifangicos, lo que les conferiria la cualidad de cultivadores prometedores. En la Tabla
1.5 se presentan algunas especies probidticas utilizando diferentes fuentes en el proceso
de fermentacion probidtica y sus respectivos bioproductos.
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Tabla 1.5 Productos obtenidos a partir de la fermentacion probiotica
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Especie Fuente Producto Referencia
Lactobacillus Chlorella Investigacion de la biomasa de C. Casatlos
fermentum vulgaris vulgaris como sustrato para el desarrollo (2023)

y la fermentacion de Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus rhamnosus en
bebidas de soja vegetal.
Lactococcus pifia se investigaron el perfil de metabolitos y la Luo et al
lactis LAS dindmica de la comunidad microbiana. Los (2023)
resultados mostraron que los contenidos
de acidos organicos obteniendo péptidos
en los productos finales
Lactobacillus  Almidon produccién de acido lactico a partir del Guaman
rudii del maiz almidon del maiz chulpi (Zea mays Pinto y
chulpi sacchara) con fermentacién de L.rudii Adriana
(Zea mays Ipara su posterior uso en la industria Michelle.
sacchara) cosmeética. (2022).
Lactobacillus Bagazo de crecimiento de cinéticas de fermentacion  Gonzalez —
pentosus cafia de para la obtencion biotecnologica de acido leos et al
azucar lactico a partir de hidrolizados de bagazo (2019)
de cafa de azlcar, concentrados y no
concentrados con L. pentosus para la
obtencion de acido lactico.
Lactobacillus Ien_t_ejas y Lactoba_lcillus cas_ei impider,l el crecimiento  Swieca et
casei frijoles de microorganismos patdégenos y dgn al. (2019)
como resultado productos con seguridad
para producir una bebida fermentada.
Lactobacillus Jugo de Se produjo bebida probiQt_ica a partir de Panghal et
FAMNOSUS remolacha Jugo de remolacha utilizando los al.(2017)
Lactobacillu’s probiéticos Lb. ramnosus , Lb. pl_antarum y
plantarum y Lb. Delbrueckii, elevaban los niveles de

Lactobacillus.

Delbrueckii

fendlicos, flavonoides totales y la actividad
antioxidante.
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1.5 Crecimiento bacteriano

El crecimiento de cada sistema biolégico se define como el que se produce en respuesta
a un aumento de la masa de la célula, lo que implica su multiplicacion por 22. Se produce
un aumento de la poblacién en los organismos unicelulares que se dividen en fisiones o
gematrias. Existen dos perspectivas desde las que contemplar el crecimiento bacteriano:
la individual y la poblacional Caycedo et al (2021). La caracteristica fisica mas
significativa que distingue a las bacterias es probablemente su velocidad de crecimiento.
La velocidad de crecimiento de un cultivo bacteriano sera dependiente a la conformacion

del genotipo especifico de la cepa y del medio de cultivo (Phinal et al., 2019).

Caycedo et al (2021) describen el ciclo de crecimiento constituido por las siguientes fases,
en la primera, correspondiente a la adaptacion, al iniciar un crecimiento exponencial, las
bacterias modifican su metabolismo para adaptarse a las nuevas condiciones
ambientales y nutricionales. La fase exponencial: en esta fase las bacterias tienen un
tiempo de generacion corto y se correlacionan con la fase de infeccion y proliferacion del
agente infeccioso en el organismo, cuando tanto la tasa de crecimiento como el consumo
de nutrientes son maximos. En la fase estacionaria no aumenta el namero de bacterias,
y las que ya estén tienen un metabolismo diferente al de la fase cinética. En su lugar, se
observa una acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios que es significativa en
la progresion de las infecciones o intoxicaciones. Esta fase se produce cuando uno o mas
nutrientes esenciales empiezan a escasear en el entorno, quiza como consecuencia de
los productos nocivos liberados durante la fase de retardo del crecimiento microbiano o
como resultado de la presencia de especies competitivas que limitan el crecimiento
microbiano y finalmente la fase de muerte donde se produce una disminucion de

microorganismos cultivables.
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Figura 1.2 Curva de crecimiento del ciclo bacteriano (Romero-Mota, 2018).

Los microorganismos tienen una tasa de consumo de sustrato y generacion de producto
gue esta dada por la velocidad especifica que le corresponde a esta, asi mismo, brindan

informacion sobre el proceso y estado fisico de los microorganismos.

1.5.1 Ecuacion de Monod

En el afio 1940, Jacques Monod propuso una ecuacién que se relaciona la velocidad
especifica (u) con el limite de sustrato (S), que ahora se conoce como la ecuacion de
Monod.

Esta ecuacion describe que a concentraciones de sustrato pequefias p tiene una
variacion, sin embargo, con mayores concentraciones de sustrato u es asilado de la
concentracion de sustrato, lo anterior esta representado matematicamente como lo indica
la Ecuacion 1.1

— Umax[S]
Ks+[S]

(1.1)
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Donde u es la velocidad especifica (h?), K, es la constante de saturacion media (g/L),
Umax 12 velocidad méaxima que puede crecer un microorganismo (h?), y [S] es la

concentracion de sustrato (g/L).

Umasx tiENE que ver con el tiempo que conlleva un organismo en replicarse. Este periodo
de tiempo se conoce como periodo de replicacion (tp) y esta relacionado con y cOmo se

representa en la Ecuacion 1.2.

t, =23 (1.2)

Para la modelacién de cinética de consumo de sustrato se relaciona con el crecimiento

del microorganismo, de esta manera se aplica el coeficiente de rendimiento Y, ,; que se

define como la cantidad de microorganismos que se desarrollan por unidad de sustrato

consumido (Ecuacion 1.4).

Yess = 20 (1.4)

So—S

Donde X, y S, corresponden a las concentraciones iniciales de biomasa y sustrato. Y/,

puede aplicarse para relacionar la tasa de consumo de sustrato con la tasa de crecimiento

del microorganismo utilizando la Ecuacion 1.5

ds _ _ 1, ax (1.5)

25



Fundamentos tedricos

En la Tabla 1.6 se observan algunos ejemplos de valores de microorganismos para y y tp en

comparacion con celulas animales y vegetales.

Tabla 1.6 U,,4, Y €n tpdiferentes celulas y microorganismos.

Microrganismos/células Moax tp
Bacterias 0.6-1.4 0.5-1.15
Levaduras y hongos
filamentosos 0206 1.15-3
0.01---0.04 17-70
Células animales
Celulas vegetales 0.007-0.03 23-100

1.6 Modelos cinéticos

Segun Ferrando et al. (2017), un modelo es un conjunto de ecuaciones que describe

como varios sucesos gue estan relacionados con un proceso actlian conjuntamente para

regular el rendimiento.

La definicion de un modelo cinético por Pérez—Arencibia (2022), sostiene que estan

surgiendo teorias para explicar como factores ambientales tales como, la temperatura, el

pH vy la actividad del agua afectan al crecimiento de los microorganismos. Otros factores

gue pueden tenerse en cuenta son la atmdsfera gaseosa o el potencial redox, la humedad

relativa, el contenido de nutrientes y las propiedades antibacterianas. Los modelos que

se desarrollan para explicar como varia el crecimiento de los microorganismos en funcion
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de factores ambientales como la temperatura, el pH y la actividad del agua se conocen
como modelos cinéticos. Lo mismo ocurre con otras variables como la atmdsfera gaseosa
o el potencial redox, la humedad relativa, el contenido en nutrientes y las propiedades

antibacterianas.

Estos modelos son utiles para describir como cambia el comportamiento de los microbios
durante el procesado o el almacenamiento, pero son dificiles de construir, ya que
requieren una cantidad significativa de datos de muestras del microorganismo. En la
literatura cientifica existen diversos modelos cinéticos que explican el desarrollo
microbiano entre los cuales resaltan, Gompertz y logistico. De acuerdo a lo indicado por
(Estrada-Garcia et al., 2023), el modelo logistico con tres parametros es representado a

continuacion por la Ecuacion 1.3

YVa - (1.3)

= 1+exp(—Ks(t—T;))

La modelizacion con la ecuacién de Gompertz se realiz6 de acuerdo a la Ecuacion 1.4

Va4 =a Xexp(— exp(—KS(t — Ti)) (1.4)

Donde y, es logN,/N,, es la mayor concentracion celular (logcel/mL), K es el coeficiente
de velocidad de crecimiento, t es el tiempo trascurrido, y T; representa el tiempo maximo

de crecimiento microbiano.

Estos modelos han sido aplicados dentro de la investigacion (Estrada-Garcia et al 2023),
donde estudié la influencia del proceso de biotransformacién anaerobia de residuos
agroindustriales con Lactobacillus acidophilus sobre los parametros reologicos utilizando
estiércol de cerdo, realizd un estudio y comparacion de 3 modelos para determinar sus

pardmetros cinéticos.
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1.7 Estudios previos

Kwan et al., (2017), evaluaron el rendimiento de la fermentacién del acido lactico y las
caracteristicas de Streptococcus thermophilus YI-B1 y L. casi shirota mediante modelos
no estructurados que incluyen inhibiciones del sustrato y producto en un medio semi
definido. Reportaron que el crecimiento celular se detuvo a 300 g/L de glucosa, 320 g/L
de fructosa y 101.1 g/L de &cido lactico por L. casei Shirota, mientras que en el caso de
S. thermophilus YI-B1 fueron 180 g/L para glucosay 49.9 g/L para acido lactico. Utilizaron
la expresion de Monod modificada no estructurada para predecir el proceso de
fermentacion. Los valores obtenidos para los modelos ajustados fueron 0.95 para L. casei
Shirota y 0.80 para S. thermophilus YI-B1. Dado que L. casei Shirota era mas tolerante

que S. thermophilus YI-B1.

Honorio-Briones (2019), realiz6 un estudio para determinar el impacto de diversas
concentraciones de partida de enzimas reductoras de azoles y extracto de levadura en la
produccion de polihidroxibutirato por Bacillus sp. B23 a partir de residuos de cerveceria.
El medio de cultivo se desarrollé a partir de BSG y levadura cervecera sobrante del
proceso cervecero, y se utilizé un disefio experimental central rotatorio para estudiar los
efectos de las variables sobre la produccion de PHB y maximizar el contenido volumétrico
y de PHB del microorganismo mientras se utilizaba la levadura cervecera sobrante como

Unica fuente de nutrientes.

Bianco et al. (2020), describen en su investigacion la importancia de los microorganismos
en la explotacién de BSG para producir enzimas de interés y metabolitos, con un enfoque
en humanos, dietas para animales, y mejoramiento de la fertilidad del suelo, demuestra
que el potencial de los microorganismos empleados como biocatalizadores es esencial
para su reciclaje y aprovechamiento, en su examen bibliografico plantea el uso de BSG
como sustrato para el crecimiento microbiano en la produccién de proteinas unicelulares
con la finalidad de mejorar sus propiedades tecno-funcionales, y para aumentar su valor
comercial, con estas alternativas se obtiene como consecuencia positiva la reduccion de

huella de carbono bajo el concepto de economia circular.
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Diaz-Gutiérrez (2020), utilizé un proceso de pretratamiento e hidrolisis alcalina de la raiz
de yuca para producir un sustrato apto para lactobacillus casei. El pretratamiento se
realizd a 40 °C con NaOH a 0.0, 0.03 y 0.05 N durante 1 h; los resultados se evaluaron
por la produccién de azoles reductasas durante la hidratacion alcalina; el mejor
pretratamiento se realiz6 a 0.03 N a 40 °C durante 1 h; la hidratacion de la fraccion sélida
se realiz6 con 200 mL de NaOH a (0.0, 0.1 y 0.05 N)., en un periodo de 75 minutos para
la fase solida, obteniéndose una suspension que contenia 343 mg/L de azoles reductasas
(DNS) con una conversion del 50.01% de la biomasa, lo que demuestra la viabilidad de

las suspensiones obtenidas tras el pretratamiento y la hidrdlisis de alanina para L. casei.

Barampouti et al. (2021) emplearon una investigacion sobre la produccion de biodiésel y
bioetanol a partir del tratamiento combinado de dos tipos de residuos agricolas (residuos
de la fabricacién de cerveza, BSG, y posos de café, SCG), paliando al mismo tiempo los
efectos de la contaminacion atmosférica y sus problemas de tratamiento y gestion.
Optimizando la viabilidad técnica de la extraccién de aceite y la produccion de etanol a
escala de laboratorio. Se llevo a cabo un tratamiento que implica la alcalinizacién de SCG
y BSG, la dilucién de sus acidos, la neutralizacion de las soluciones mixtas, el barrido

enzimatico y la fermentacion etandlica que da lugar a la produccién de bioetanol.

Una investigacion realizada por Estrada-Garcia et al. (2023) reportaron el monitoreo de
los parametros reocinéticos en la bioconversién de porcinaza y RAC como sustratos, con
el fin de analizar el efecto de la velocidad de agitacion y la configuracién del reactor en la
conversion de acido lactico y cultivo de L. acidophilus, para una cinética de 100 rpm el
consumo de carbohidratos a las primeras 24 h fue de 21.09 % y contindo hasta las 72
h, respecto a la produccién de AL incrementd de manera acelerada alcanzado al final de
la prueba una cantidad de 54.16 g/L, consumiéndose para este punto un 94.16 % del
sustrato. Por otro lado, la maxima cantidad de microorganismos presentes fue de 8.1279
Log (cel/mL) o bien 1.33 x108 cel/mL.
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Se cuenta con una investigacion por Rocafuerte-Pefia (2022) donde desarroll6 un
proceso de bioconversion de los residuos provenientes de café mediante la accion
anaerobia fermentativa de lactobacilo (Bacillus subtilis) a partir de cinéticas en las cuales
se evaluaron: la remocion de carbohidratos, la produccion de &cido lactico, el crecimiento
bacteriano y la generacion de biomasa. Se logré la produccion de 8.4 g/L de acido lactico
y se removieron hasta 23.27 g/L de carbohidratos. Se consiguio la propagacion de
Bacillus subtilis de hasta 2.83 x 108 UFC/mL utilizando residuos de café logrando generar
hasta 7.223 g/L de biomasa. Se concluyé que el pergamino de café es un material
susceptible para la propagacion de Bacillus subtilis. Ademas, la fermentacién anaerobia
probd ser una alternativa para tratar este residuo de café y asi mismo se puede evitar la

disposicion descontrolada de residuos solidos.

Sanchez-Valeriano et al., (2022) evaluaron el proceso de biotransformacién de residuos
de maiz blanco mediante fermentacion anaerdbica utilizando la bacteria Bacillus subtilis
a distintas concentraciones de indculo (5, 10 y 15%), utilizando el modelo de Hom para
obtener parametros cinéticos. Los pardmetros evaluados fueron la concentracion de
carbohidratos y la produccion de biomasa durante el transcurso de las cinéticas. Los
resultados obtenidos mediante esta investigacion demostraron que la utilizacion de un
in6culo del 5% mejora la aglomeracion bacteriana y aumenta la tasa de consumo de
sustrato. El valor de m y k* fueron de 0.5330 y 0.05928 respectivamente, lo que sugiere
un mejor acondicionamiento de la bacteria Bacillus subtilis en el sustrato y una velocidad
de consumo mas rapida que las demas concentraciones de indculo (10 y 15 %). Sin
embargo, hubo un mayor consumo de carbohidratos al usar el in6culo de 15 %, donde
también se presento la mayor velocidad de crecimiento de la bacteria de acuerdo con el
parametro cinético u obtenido por la ecuacion de Monod.

Baiano et al., (2023) investigaron el uso de BSG como componente funcional en la
preparacion de pan. Se distinguieron por su composicion y origen (dos lugares de cultivo
de cereales) las tres mezclas de malteada cebada y durum no blanqueado, blando o

emmer (Da, Riy Em) que componen la BSG. Para evaluar los efectos de las sustituciones
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sobre la calidad global y las caracteristicas funcionales del pan, se afiadieron dos
proporciones diferentes de cada harina, BSG y gluten. El andlisis de componentes
principales agrupo la BSG por tipo y origen y los panes en tres grupos: el pan de control,
con valores altos de desarrollo de miga, volumen especifico, altura minima y maxima, y
cohesividad; y los panes Em, con valores altos de IDF, TPC, crujiente, porosidad,
fibrosidad y olor. Y el grupo de panes Ri y Da, que presenta valores mas altos de
intensidad de sabor global, tamafio de los poros, grosor de la corteza, calidad global y
TPC medio. De acuerdo con estos resultados, los panes Em presentaron las mayores
concentraciones de nutracéuticos, pero la menor calidad global. La mejor opcion fue
utilizar los panes Ri y Da (contenido intermedio de fenoles y fibras y calidad global
comparable a la del pan de control), calidad global comparable a la del pan de control.
Las aplicaciones practicas incluyen la conversion de las fabricas de cerveza en
instalaciones de biorrefineria que pueden convertir los BSG en ingredientes de alto valor
y minimamente nocivos. La utilizacion de la BSG en un sentido amplio en aumentar la
produccién de productos alimentarios basicos y la investigacion de formulas alimentarias

gue puedan venderse con declaraciones de propiedades saludables.

Romero-Mota et al., (2023) realizaron un estudio para determinar la cinética de
crecimiento de Lactobacillus acidophilus durante la bioconversién anaerobia de ASW,
que se llevé a cabo en un reactor de metal inerte a escala de laboratorio con una
capacidad de 5 L a diferentes velocidades de agitaciéon de 100, 150 y 200 rpm durante
72 h. Los parametros cinéticos de crecimiento se obtuvieron utilizando los modelos de
Gompertz, Gompertz generalizado y logistico. Se calculé un maximo de 0.22 h-t utilizando
una concentracion inicial de carbohidratos de 58.46 g L** a 100 rpm. Esto result6 en la
produccion de 54.16 g LA Lt (0.87 g LA g carbohidrato) y 154.65 g biomasa L™
Demostraron que los valores de los parametros cinéticos para la biotransformacién
anaerobia de residuos de cafia de azucar permiten sugerir condiciones de operacion para
maximizar la produccion de LAy biomasa y representan un método atractivo para obtener
productos de alto valor agregado en ambas fases del producto final, lo cual se logra sin

la produccién de gases de efecto invernadero.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

En esta seccion se presenta la metodologia realizada para el proceso de obtencion de
biomasas empleando microorganismos probidticos para cumplir con los objetivos
establecidos para esta investigacion. En la Figura 2 se puede observar las etapas del

proceso a lo largo de esta investigacion.
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propiedades de biomasa obtenida.

Figura 2.1 Diagrama general de la metodologia para el proceso de obtencion de biomasas a
partir de residuos de cerveza artesanal mediante la accion fermentativa de Lactobacillus casei

shirota y Lactobacillus acidophilus.
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2.2 Obtencion y caracterizacion del sustrato

Los residuos de cerveza artesanal fueron proporcionados por la cerveceria Altas
Cervezas Brewing Co., ubicada en la ciudad de Orizaba, Veracruz. Posterior a su
recoleccion se realizé un proceso de secado en un periodo de tiempo de 24 h utilizando
una estufa de secado a una temperatura de 105 °C. realizado el secado se continua con
la molienda del residuo con la finalidad de disminuir el tamafio de particula y obtener una
consistencia de polvo, para esto fue necesario aplicar un proceso de tamizado utilizando

una malla 50.

b)

Figura 2.2 a) residuo de cerveza artesanal, b) residuo de cerveza artesanal tamizado.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica del residuo.

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica a los residuos de cerveza artesanal, con la
intencion de conocer su composicion, propiedades y los niveles de contaminantes de
este. Enla Tabla 2.1 se presentan los parametros evaluados, asi como también el método
utilizado en el cual se realizé cada analisis. Ademas, se realizé la lectura de los grupos
funcionales presentes para analizar la degradacion de compuestos lignocelulésicos,
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mediante espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con un

espectrometro Perkin EImer Spectrum Two.

Tabla 2.1 Pardmetros fisicoquimicos del residuo.

Parametro Unidad Método
Solidos totales %m/m 2540 B Standard Methods
Solidos totales volatiles % m/m 2540 B Standard Methods
Carbohidratos g/L Antrona-Sulfurico
Proteinas* % Micro Kjeldahl
Nitrégeno* mg/kg ST 4500-NTK C SM
pH Potenciémetro

* Base seca

2.3.1 Determinacién de pH

Para cada muestra obtenida se realizd la determinacion de pH, utilizando un
potenciémetro de la marca Orion (modelo 250). Esta prueba se realiza para determinar
las concentraciones de iones de hidrogeno presentes en una disolucion, ademas, es
importante el monitoreo de este parametro para ajustar el medio y mantener el pH segun

sea necesario.

2.3.2 Determinacién de ST

Las muestras se sometieron a evaporacion en estufa calorifica para determinar los
Solidos Totales (ST), segun el método estandar 2540 G de la APHA-AWWA-WPFC
(2017). Las muestras se evaporaron en un crisol que previamente habia mantenido un
peso constante durante 24 horas a 103 — 105 °C. Finalmente, se completé el calculo con

la Ecuacion 2.1.
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%ST:%

2

100 (2.1)

Donde:
P, = Peso del crisol a peso constante
P, = Peso de la muestra antes de evaporarse (sin considerar el peso del crisol)

P; = Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco

2.3.3 Determinacién de STV

Los solidos totales volatiles (STV) se calcularon utilizando la misma metodologia estandar
2540 G. La muestra seca obtenida previamente (Solidos totales) se sometié a un céalculo

termoquimico a 550 °C durante 2 h, y el porcentaje de STV se calculé mediante la

ecuacion 2.2.

%STV = 227 4 100 (2.2)
P3—P;

Donde:

P, = Peso del crisol a peso constante
P; = Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco

P, = Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada

2.3.4 Determinacion de Nitrégeno total

Para la determinacion del nitrégeno total se empleé el método micro Kjeldahl el cual
consiste en tomar una muestra que contenga entre 0.02-0.05 mg, afadiendo una pizca
catalizadora de selenio en polvo, 0.5 g de sulfato de potasio, 0.2 g de sulfato de cobalto
y 3 6 4 mL de acido sulfarico concentrado. Posteriormente, tras dejar digerir la muestra
hasta que adquiria una tonalidad verde o azul turquesa, en ese momento se dejo enfriar
la muestra a temperatura ambiente para después ser sometida a destilacion (en un
destilador micro-Kjeldahl), a la que se afiadian aproximadamente 15 mL de perdxido de

hidrogeno a una concentracion del 40%. A continuacion, el destilado se recogié en un
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recipiente para precipitados que contenia 10 mL de acido borico a una concentracion del

4% y una gota de indicador rojo-azul de metileno (el cual presentaba una tonalidad lila).

La destilacion finaliza cuando hay 40 mL en el recipiente receptor o cuando el color
cambia a verde claro. Por ultimo, se titularon las muestras con acido sulfirico al 0.1 Ny

se registro la cantidad de &cido utilizada para aplicar la ecuacion 2.3.

G*N+0.014
_—%

%N = 100 (2.3)

Donde:
G = Volumen gastado del acido sulfarico
N = Normalidad de la solucion en la titulacion

M = Peso de la muestra

2.3.5 Determinacion de proteinas

Las macromoléculas conocidas como proteinas son moléculas organicas
extremadamente pesadas que estan compuestas principalmente de carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno. Son cruciales para el desarrollo de muchos procesos clave. Para
determinar la cantidad de proteinas de la muestra se utilizé el método Kjeldahl, con el %
N y el factor de conversién 6.25 mediante la Ecuacion 2.4

%P = %N * F (2.4)
Donde:
%N = Porcentaje de nitrégeno

F = Factor de conversion (6.25)
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2.3.6 Determinacion de carbohidratos

Para determinar la cantidad de carbohidratos presentes se utilizé el método Antrona-
Sulfrico. Este método implicd la dilucion de la muestra a una proporcion de 1:25, posterior
a este momento se afiadieron 0,5 mL de la muestray 2 mL de la solucién antrona-sulfrico.
La solucién se prepara justo antes de su uso disolviendo 1 g de antrona en polvo en 760
mL de acido sulfarico concentrado y aforada a 1 L haciendo uso del agua destilada, esto
debe hacerse en un bafio con hielo ya que el tipo de reaccion que se presenta en el

transcurso de este proceso es exotérmico.

Las muestras se sometieron a calentamiento a 98 °C durante 12 minutos tras la adicion
de la solucién. Por ultimo, se dejaron enfriar para poder leer la absorbancia con un
espectrofotometro de la marca Thermo Scientific modelo Genesys 20 a una longitud de
onda de 620 nm. Para poder determinar la absorbancia en el espectrofotometro fue

necesario preparar un blanco mediante 0.5 mL de agua destilada y 2 mL de antrona.

2.4 Obtencion y propagacion de Lactobacillus

2.4.1 Propagacion de la bacteria probidtica Lactobacillus casei

La bacteria L. casei se obtuvo del producto comercial el cual es una bebida probiotica
gue contiene este microorganismo permitiendo la inhibicion de patégenos en el intestino

entre otros beneficios para la salud.

Se usO medio de cultivo agar MRS el cual es un medio de cultivo que permite el
aislamiento y recuento de Lactobacilos entre otras BAL. Se prepard 250 mL de agar MRS
previamente esterilizado a 121 °C en autoclave en un periodo de 20 minutos. El medio
se vertio en una caja Petri previamente esterilizada, todo esto en un espacio estéril dentro
de una campana de flujo laminar, posterior a esto la caja Petri fue almacenada en una
estufa de cultivo, los parametros para la incubacién fueron un periodo de 24-72 h a un

rango de temperatura de 35-37 °C.
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2.4.2 Propagacion de la bacteria probiética Lactobacillus acidophillus

La bacteria L. acidophillus se obtuvo de un medicamento comercial (ver figura 2.4)
elaborado por la empresa Gelphamarma S.A de C.V. Este producto es un medicamento
el cual contiene L. acidophillus en una alta concentracion en presentacién de capsulas,

ademas de aceite de soya, lectinina de soya, vitamina E y aceite vegetal hidrogenado.

Figura 2.3 Medicamento comercial con L. acidophilus

Para la propagacion de esta cepa se utiliz6 como medio de cultivo caldo MRS el cual es
un medio apropiado para el enriquecimiento de L. acidophillus. Se prepar6 1 L de caldo
MRS, posterior a esto se esterilizé en autoclave por 15 minutos a una temperatura de 121
°C este medio es util para el crecimiento de esta bacteria debido a que proporciona los

nutrientes necesarios para su desarrollo.

2.5 Determinacién de los parametros cinéticos de L. casei y L. acidophillus

A continuacion, se presenta el monitoreo que se realizdé a lo largo de las cinéticas de
fermentacion obteniendo los parametros cinéticos a partir del proceso de bioconversion

de residuo de cerveza artesanal.
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2.5.1 Proceso de fermentacion

Realizada la propagacion de las especies probioticas correspondientes a L. case y L.
acidophilus se inicié con el proceso cinético de fermentacion, para esto, se utilizaron 6
biorreactores con una capacidad de 250 mL, el volumen util que se ocup6 fue de 190,
180 y 170 mL relacionado a las concentraciones (4, 6 y 8 % p/p) de sustrato. A
continuacion, se adiciondé el inoculo de las bacterias probidticas a diferentes
concentraciones (5, 10 y 15 % v/v). Para dar inicio con el proceso fermentativo los
biorreactores se colocaron en una incubadora de modelo ZHWY-100B a una temperatura
constante (36 °C) la cual estuvo en agitacion a 110 rpm durante un periodo de 72 h, este

fue monitoreado tomando una muestra cada 8 h.

Tabla 2.2 disefio experimental

Experimento Bacteria %sustrato %inoculo

1 1 4 5
2 1 4 10
3 1 4 15
4 1 6 5
5 1 6 10
6 1 6 15
7 1 8 5
8 1 8 10
9 1 8 15
10 2 4 5
11 2 4 10
12 2 4 15
13 2 6 5
14 2 6 10
15 2 6 15
16 2 8 5
17 2 8 10
18 2 8 15
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Se aplicé un disefio experimental 3% con 1 replica, considerando como variables
independientes las especies probioticas (L. casei y L. acidophillus) variando el porcentaje
de sustrato (4, 6 y 8 % p/p) asi como el porcentaje de inoculo (5, 10 y 15 % v/v). Los
carbohidratos, produccién de biomasa y conteo celular son las variables de respuesta
establecidas para este disefio experimental. Por medio de este disefio de experimentos
se puede realizar un andlisis sobre la relacion existente entre la especie probittica y el
sustrato a lo largo del proceso de bioconversion. En la Tabla 2.2 se presenta el disefio

experimental utilizado mediante el software minitab 18.
2.5.2 Determinacion de biomasa

La produccion de biomasa se llevd a cabo por el método de peso seco, el cual se
fundamenta en centrifugar 10 mL de muestra en un periodo de tiempo de 10 minutos a
una velocidad de 10,000 rpm utilizando una centrifuga marca HERMLE-Lubnet modelo
Z323. Con posterioridad se colocaron crisoles a peso constante y se dejé secar la

muestra durante 4 h a 95 °C. El resultado se obtuvo en g/L.

2.5.3 Conteo celular

El proceso de conteo se realizé mediante la técnica de placa vertida, esto con el fin de
poder contabilizar el crecimiento bacteriano en unidades formadoras de colonia (UFC).
Se realizaron diluciones en serie base 10 de cada muestra para facilitar el conteo,
utilizando 4.5 mL de agua destilada y 0.5 mL de la muestra. El medio de cultivo que se
empelo fue agar MRS, con las cajas Petri previamente esterilizadas se vertié 1 mL de la
dilucién y 10 mL del medio agar colocandolas en la estufa de cultivo en un periodo de 24
h. Se utilizdé la ecuacién 2.5 para la determinacion del calculo de concentraciéon de

bacterias.

UFC . . ., ..
—= colonias contadas * factor de dilucion * volumen de in6culo (2.5)
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2.6 Determinacién de parametros cinéticos

Considerando los datos obtenidos mediante el conteo celular, se ajustaron al modelo de
Gompertz (Ecuacion 2.6).

ya = a X exp(—exp(—K(t — T)) (2.6)
Donde:
Ya: €S logN;:/N,, es la mayor concentracion celular (logcel/mL),
K, : es el coeficiente de velocidad de crecimiento,
t : tiempo trascurrido (h)

T; : representa el tiempo maximo de crecimiento microbiano.

2.7 Consumo de sustrato

Para obtener los pardmetros cinéticos k* y m, se utilizé el modelo Hom. Dado que el
consumo de carbohidratos es un buen indicador de como se comportaran las bacterias.
Para ello se utilizé la ecuacion 2.7. Es importante sefialar que se utilizé la herramienta

GraphPad para obtener los parametros cinemétricos.
c ¥ om
Log—= —k".t (2.8)
Co

C= Concentracién de carbohidratos en el tiempo (g/L)
Co=Concentracion inicial de carbohidratos (g/L)
k’= velocidad de consumo de sustrato

m= constante de Hom
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2.8 Caracterizacion de la biomasa obtenida

Al término de las cinéticas, se realizo la caracterizacion de la biomasa obtenida durante
el proceso de fermentacion, esto con el fin de conocer la calidad y su potencialidad, para
ello se determinaron los pardmetros descritos en la tabla 2.3 con su respectivo método

aplicado durante este trabajo.

Tabla 2.3 Caracterizacion fisicoquimica de la biomasa

Parametro Unidad Método

Solidos totales %m/m 2540 B Standard Methods

Carbohidratos g/L Antrona-Sulfarico

Proteinas* % Micro Kjeldahl

Nitrégeno* mg/kg ST 4500-NTK C SM

Conteo celular UFC Placa vertida
*Base seca
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de las etapas que conforman la
metodologia experimental de esta investigacion, los resultados son presentados en la

misma secuencia que el capitulo anterior.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica del residuo

En la Tabla 3.1 se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion del residuo
de cerveza artesanal obtenida de una cervecera de la region de Orizaba, cada pardmetro
presente en la tabla se realizé a partir de la muestra y su réplica. Se puede observar el
valor de los ST y STV de 94.43 y 92.83 respectivamente, similares a lo reportado por
Glowacki et al., (2022) quienes obtuvieron ST de 91.02 y STV de 77.70 segln el caso

estudiado.
Tabla 3.1 caracterizacion fisicoquimica del residuo.

Pardmetro Unidad Residuo BSG
Solidos totales %m/m 91.43
Solidos totales volatiles % m/m 84.87
Carbohidratos g/L 14.801
Proteinas* % 11.29
Nitr6geno* mg/kg ST 1.80
pH 5

*Base seca

Se observé que el pH que se obtuvo fue 5, este valor se encuentra dentro del rango
optimo para el desarrollo de L. casei y es un valor similar a lo reportado por (Wang et al.,
2021) el cual reporta un valor de 4.5 - 6. Ademas, algo que caracteriza a este género es
el amplio rango de tolerancia al pH ya que se ha reportado que algunas cepas son

capaces de crecer a un pH de 3.2 y hasta 9.6 (Romero-Mota 2019).

La presencia de los tres principales componentes de la materia organica, carbohidratos

proteinas y nitrégeno también se midieron como parte de la caracterizacion quimica. Se
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contabilizaron carbohidratos con un valor de 14.801 g/L, seguidos de proteinas con un
11.29 % el cual se encuentra dentro del rango para este sustrato de acuerdo con lo

reportado por (Milew et al., 2022) y nitrégeno con 1.80 mg/kg ST.

De acuerdo a lo obtenido en la caracterizacion del residuo es importante destacar que
cumplen con los requerimientos para el crecimiento de estas cepas probiodticas, ya que
se requiere una mezcla equilibrada de nutrientes (fuentes de carbono, nitrogeno y
factores de crecimiento) que en porcentajes de concentraciones adecuadas y
condiciones fisicas optimas permitan el adecuado crecimiento de los microorganismos
(De la Rosa et al., 2023).

3.2 obtencion y propagacion de bacterias probidticas L. casei y L. acidophilus

Las bacterias probidticas se obtuvieron de productos comerciales, por lo que se realizé
un aislamiento de cepa en cajas Petri aplicando la técnica de placa vertida con agar MRS
como medio de cultivo, el cual es viable para el enriquecimiento y desarrollo de las

bacterias probioticas que se utilizaron en este trabajo de investigacion.

Figura 3.1 a) aislamiento de L. casei, b) aislamiento de L. acidophilus

Concluido el aislamiento de la cepa, se realizé la propagacion en medio liquido utilizando
caldo MRS, se utilizaron tubos de ensayo previamente esterilizados para la propagacion
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de ambas bacterias. En la Figura 3.1 se puede observar el resultado de la propagacion

en medio liquido para L. casei y L. acidophilus.

Figura 3.2 a) propagacion L. casei, b) propagacion L. acidophilus

3.3 Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus casei mediante la conversién de
BSG

En las siguientes secciones se presentan los resultados de las cinéticas de crecimiento
y consumo de sustrato correspondiente a L. casei, utilizando el modelo cinético de
Gompertz con la intencién de comprender el comportamiento microbiano en un entorno

determinado y asi mismo prever su desarrollo en funcién del sustrato disponible.

3.3.1 Cinéticas de crecimiento de la especie L. casei

En la Figura 3.3 se muestran las cinéticas de crecimiento de L. casei correspondientes a
4 % p/p de sustrato a diferentes concentraciones de inoculo de 5,10 y 15 % v/v. Se
observa que se inicié con una concentracion de carbohidratos de 14.80 g/L, 16.26 g/L y
16.49 g/L respectivamente, logrando consumir en su totalidad el sustrato a partir de la
hora 52, a actividad de degradacion de carbohidratos presente en este caso de estudio
refuerza la idea de (De Oliveira et al., 2021) demostrando que la principal caracteristica

de las BAL es la capacidad de fermentar los carbohidratos para formar acidos organicos,
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entre otros compuestos, siendo esta, su fuente preferida de carbono que incluye a los
compuestos lignocelulésicos presentes en el sustrato utilizado. Por otra parte, las
concentraciones iniciales de microrganismos fueron de 7.39, 7.65 y 7.75 LogCel/mL
correspondientes a cada concentracion de inoculo evaluado en este caso de estudio,

logrando una maxima concentracién de 8.02 7.89 y 8.01 Log Cel/mL respectivamente.
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Figura 3.3 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. casei a 4 % p/p de sustrato:
a) 5, b) 10y c¢) 15 % de in6culo.
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En la Tabla 3.2 se presentan los parametros cinéticos de crecimiento para L. casei a lo
largo del proceso fermentativo en sus tres concentraciones de sustrato e inoculo, se
puede observar que respecto al 4 % p/p de sustrato, los valores de la velocidad méaxima
de crecimiento fueron similares para las tres concentraciones de inéculo, obteniendo un
valor de 0.01 h~?! respectivamente. EI menor tiempo de adaptacion del microrganismo
durante el proceso fermentativo se encontré en el experimento de 5 % de indculo,
obteniendo un valor de A= 2.97 h, el tiempo de latencia que se obtuvo en este caso de
estudio, fue menor en comparacién a lo reportado por (Sharma et al.,2022) quienes
realizaron un monitoreo de adaptacién de la cepa Lactobacillus plantarum CRA52 en
medio de cultivo MRS. De esta manera se puede observar, que L. casei tiene un menor

tiempo de adaptacion utilizando el residuo de cerveza artesanal como sustrato.
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Figura 3.4 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. casei con 6 % p/p de

sustrato: a) 5, b) 10 y ¢) 15 % de indculo.
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Las cinéticas de crecimiento de L. casei correspondientes a un porcentaje del 6 % p/p de
sustrato, se muestran en la Figura 3.4. Se observa que el consumo de carbohidratos fue
similar a los tres experimentos, ya que, a las 24 h se habia consumido 17.66,17.53 y
15.70 g/L en las pruebas con 5, 10 y 15 % respectivamente, sin embargo, en ninguno de
los tres experimentos el sustrato llega a consumirse por completo. En cuanto al
crecimiento celular, los valores maximos de concentracion fueron de 8.08 ,8.01 y 8.06
Log Cel/mL.

En cuanto a los parametros cinéticos correspondientes a 6 % de sustrato p/p con una
concentracion de inoculo 5 % v/v esta prueba se obtuvo una p,,,, = 0.1330 A~ siendo
este un valor mas alto a lo reportado por (Mar et al., 2019) 0.11 h~! quienes desarrollaron
modelos para el crecimiento de L. acidophilus en un tiempo de fermentacion de 168 h, el
cual les permitié obtener los pardmetros de tasa maxima de crecimiento ((,,q, ) @Si como
también el tiempo de latencia 4 = 10.10 aplicando el modelo cinético de Gompertz, el
tiempo de adaptacion del sustrato obtenido en esta investigacién resulta menor a lo
reportado por otros autores, L. casei obtiene un 4 = 3.68 h, esta adaptacion es un
indicador de que L. casei esta utilizando los componentes organicos del sustrato como
fuente de energia para su desarrollo a lo largo del proceso de bioconversiéon. Por otro
lado, la mayor afinidad para L. casei con respecto a los diferentes casos de estudio fue

con 6 %p/p de sustrato y 5 % de concentracion de inéculo (ks =0.3617).

En la Figura 3.5 se presentan las cinéticas de crecimiento de L. casei correspondientes
a 8 % p/p de sustrato a diferentes concentraciones de inoculo. Se observa que en los tres
experimentos el consumo de carbohidratos es lento, sin embargo, en el periodo de la
hora 32 correspondiente a la concentracion del 15 % de inoculo, se observa un consumo
mayor hasta el término de las 72 h. Por otro lado, los valores obtenidos de la tasa maxima
de crecimiento son similares a lo reportado en la literatura, es importante mencionar que
la mayoria de estudios realizados para determinar el desarrollo celular de L. casei son en
sustratos con altos niveles de lactosa, por ejemplo, un estudio elaborado por
RoseroChasoy et al., (2020) reportd un valor de pumax=0.26 h-1 utilizando como medio el

suero de leche, no obstante, en este estudio se logra obtener una tasa maxima de
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crecimiento similar en los diferentes niveles de concentraciéon de sustrato e inoculo

tomando en cuenta la naturaleza del sustrato en su composicion lignocelulésica.
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Figura 3.5 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. casei con 8 % p/p de
sustrato: a) 5, b) 10 y ¢) 15 % de inGculo.

Con respecto a los parametros cinéticos del crecimiento de L. casei para 8 % p/p de
sustrato (ver Tabla 3.2) se observa que los valores de umaxy ks, son similares para los
tres casos de estudio, sin embargo, para los resultados con 10 % de inOculo son
ligeramente mayores (umax = 0.0192h-1y ks = 0.0509). no obstante, el tiempo de la fase
de latencia mas bajo se obtuvo en la cinética con 10 % de inoculo. En general los
resultados demuestran que el modelo de Gompertz permite ajustar los datos

experimentales, con valores de los coeficientes de correlacién calculados (R?) superiores
a 0.90, en su mayoria.
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Los parametros cinéticos obtenidos en el caso de estudio anterior (8 % de sustrato y 10
% de inb6culo) fueron similares a lo reportado en el trabajo de investigacion de
(GonzélezFigueredo et al., 2020) donde estudiaron la formulacion de mezclas de betabel
para demostrar el crecimiento de L. plantarum, desarrollaron un modelo cinético para este
microorganismo en donde obtuvieron un valor de pumax= 0.0191h-1, ademas de su efecto

en el crecimiento de biomasa celular.

Tabla 3.2 Parametros cinéticos de crecimiento de L. casei en diferentes concentraciones.

% % Inoculacién ks Unax[h™] Alh] a[LogCel/mL] R?
sustrato
Modelo
Gompertz
4% 5% 0.0148 0.0054 6.53 8.51 0.95
10% 0.0243 0.0089 5.60 7.99 0.68
15% 0.0232 0.0085 2.97 8.16 0.84
6%
5% 0.3617 0.1330 3.68 8.02 0.91
10% 0.0375 0.0138 4.17 8.02 0.93
15% 0.0149 0.0057 7.24 8.30 0.97
8% 5% 0.0121 0.0049 4.42 9.01 0.97
10% 0.0509 0.0192 2.86 8.13 0.96
15% 0.0341 0.0128 4.76 8.16 0.93

3.3.2 Cinéticas con L. acidophilus

En la Figura 3.6 se presenta la cinética de crecimiento correspondiente a L. acidophilus
con 4 % de sustrato p/p a diferentes concentraciones de inoculo. EI consumo de
carbohidratos dentro de las primeras 24 h fue similar con valores de 12.34, 13.72y 12.77
g/L para los inoculos 5, 10 y 15 % respectivamente. Por otro lado, el valor maximo de la
concentracion celular fue de 8.56 LogCel/mL correspondiente a la concentracion del 5 %
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Figura 3.6 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. acidophilus con 4 %

p/p de sustrato: a) 5, b) 10y ¢) 15 % de indculo.

En la Tabla 3.3 se presentan los parametros cinéticos de L. acidophilus con una
concentracion de sustrato de 4 % p/p a diferentes concentraciones de in6culo. Los
resultados que favorecieron el crecimiento celular se obtuvieron en el experimento con
15 % de in6culo, reportando un valor de k, =0.3316, sin embargo, para el caso de estudio
con L. casei y 6 % p/p de sustrato, es ligeramente mayor su afinidad, ya que se reporto
un valor de k,=0.36170 a una concentracién del 5%, esto infiere que a un porcentaje
mayor de sustrato L. casei demuestra mayor afinidad. En cuanto a la tasa maxima de
crecimiento p,,4, = 0.1330 h~1 es mayor a lo reportado por (Romero -Mota et al., 2023)
quien obtuvo un valor de 0.04 h~! y un tiempo de adaptacién de 12 = 10.83 para L.

acidophilus utilizando residuos de cafia de azucar como sustrato, en este estudio L.
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acidophilus mostré un menor tiempo de adaptacion utilizando los granos gastados de
cerveza como sustrato, obteniendo un valor de A = 3.03 y finalmente logrando una

concentracion celular de 8.17 LogCel/mL al final de las 72 h.

En la Figura 3.7 se presentan los experimentos realizados con L. acidophillus con un 6%
p/p de sustrato a diferentes concentraciones. Se observa que la remocion de
carbohidratos fue mayor con L. acidophilus en comparacién con el caso de estudio
utilizando L. casei, sin embargo, el consumo de carbohidratos utilizando L. acidophilus
fue lento durante las primeras 24 horas, obteniendo un valor de 17.66, 17.53 y 15.70 g/L

hasta el termino de las 72 h del proceso fermentativo.
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Figura 3.7 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. acidophilus con 6 % p/p de
sustrato: a) 5, b) 10 y ¢) 15 % de ind6culo.
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La Figura 3.8 corresponde a las cinéticas de 8 % de sustrato y tres diferentes niveles de
inoculacion (5,10 y 15 %) podemos observar que en estas relaciones no hubo una
remocion de carbohidratos significativa, es decir, al inicio del proceso el valor de
carbohidratos para la relacion de 5 % de inéculo (ver figura 3.8a) tiene un valor de 11.55
g/L, y al alcanza un valor de 11.53 a la hora 32, finalmente, al término del proceso
fermentativo (72 horas) se obtiene una disminucion final de carbohidratos con un valor
de 11.41 g/L. Esto quiere decir, que durante el proceso fermentativo el microorganismo
no degrado los compuestos organicos como en los niveles de sustrato estudiados
anteriormente para L. acidophilus (4 y 6 % p/p), de la misma manera, el desarrollo del
microorganismo no fue tan notorio, esto debido a que fue afectado el proceso
principalmente por factores como el alimento, por ende, ocurre una disminucion en la

velocidad de crecimiento del microorganismo (Quispe-Vilchez,2023).

Por otro lado, respecto a la concentracion celular para este caso de estudio (8 % de
sustrato) en el nivel de inoculacion del 5 % (ver Figura 3.8a) se puede observar que se
tiene una concentracion inicial de microorganismo de 7.41 LogCel/mL, al alcanzar la hora
32, incrementa ligeramente a un valor de 7.61, obteniendo una concentracién final de

7.65 al término del proceso a la hora 72.

Respecto a la concentracion de inoculo del 10 % se observa que hubo una disminucion
ligeramente mayor en cuanto al consumo de carbohidratos, al inicio del proceso se tenia
una concentracion de 11.40 y se alcanzé un valor final de 9.92, en cuanto a la
concentracion celular, el desarrollo del microorganismo fue menor en comparacion a los
anteriores casos de estudios, en este nivel de inoculacion y sustrato ( ver figura 3.8b) se
alcanzé una concentracion final de 7.66 LogCel/mL, en el caso del nivel de concentracion
del 15 % al término del proceso se obtuvo una concentracion final de carbohidratos de
11.41 g/l y 7.68 LogCel/mL para la concentracion celular, aunque es importante
mencionar, que en la hora 60 se alcanzé la concentracién celular mas alta con un valor
de 8.29 LogCel/mL.
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Figura 3.8 Crecimiento celular y consumo de carbohidratos con L. acidophilus con 6 % p/p de
sustrato: a) 5, b) 10 y ¢) 15 % de indculo.

El comportamiento presente en las diferentes concentraciones de inéculo demuestra la
adaptacién de L. acidophillus al sustrato correspondiente a los granos gastados de
cerveza. En un estudio realizado por Sanchez- Valeriano et al.,(2022) reportaron
pardmetros cinéticos para L. acidophilus a un nivel de concentracion de in6culo del 10 y
15 % utilizando maiz blanco como sustrato en el proceso fermentativo, donde obtuvieron
como resultado un tiempo prolongado de adaptacién del microorganismo al sustrato a lo
largo del proceso reportando un valor de A =21.87 hy A =18.25 h respectivamente, de

igual forma consideraron que el consumo de carbohidratos por parte de L.acidophilus es
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similar en ambos niveles de concentracion de inoculo ya que se obtuvieron una efectiva
remocion de los carbohidratos presentes en el sustrato empleado en dicha investigacion.
En cuanto a los parametros cinéticos para este caso de estudio (8 % p/p de sustrato )
mostraron una mayor afinidad al proceso, asi como también la mayor tasa maxima de
crecimiento en las diferentes concentraciones de inoculo ( 5, 10 y 15 % v/v) obteniendo
un valor de umax = 1.3818, 0.3232 y 0.3850 h-1y un valor de ks=7.7380, 7.7560 y 10.01
respectivamente, los valores de la tasa maxima de crecimiento son similares a lo
reportado por (Gonzalez del Rosario et al.,2023) quienes aplicaron un modelo cinético
para determinar los parametros del proceso de fermentacion lactica a partir de residuos

de cafia de azucar utilizando L. acidophilus, obteniendo valores de pmax = 1.2420.

Tabla 3.3 pardmetros cinéticos de crecimiento de L. acidophilus a diferentes

concentraciones de indculo

% % Inoculacion ks Umax[h™] Alh] a[LogCel/mL] R2
Sustrato
Modelo
Gompertz
4%
5% 0.1405 0.0210 6.68 8.28 0.90
10% 0.0096 0.0013 7.30 9.25 0.89
15% 0.3316 0.1092 3.04 8.17 0.81
6%
5% 0.0515 0.0105 4.90 8.25 0.86
10% 0.0247 0.0021 11.90 8.40 0.95
15% 0.0533 0.0110 4.85 8.30 0.94
8%
5% 7.7380 1.3818 5.60 7.74 0.86
10% 7.7560 0.3232 24.00 7.76 0.85
15% 10.0100 0.3850 26.00 10.01 0.94
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3.4 Caracterizacion de la Biomasa

A la biomasa obtenida al final del proceso de fermentacion se le caracterizd
fisicoquimicamente para evaluar su calidad, ya que se pretende determinar su
potencialidad para el consumo humano y agregar valor a los residuos de cerveza
artesanal. Esta caracterizacion se realizé para los tres niveles de porcentaje de sustrato

y concentraciones de indculo.

3.4.1 Biomasal. casei

En la Figura 3.9 Se muestran los resultados de la caracterizacion de la biomasa en las
tres concentraciones de sustrato e inoculo, en la Figura 3.9a podemos observar que los
valores son similares para el nitrogeno en la concentracién de inoculo del 5y 10 %,
mientras que el porcentaje mas bajo corresponde a la biomasa que utilizo el 15 % de
indculo. El porcentaje de proteinas coincide con similitud en la concentracion de inéculo
del 5y 10 %, pero la que aumenta el porcentaje proteico se estudia utilizando el 4 % de
sustrato en 10 %. De acuerdo con los resultados de la Figura 3.9b Se puede notar que
en comparaciéon con el 4 % p/p de sustrato (ver Figura 3.9a) en esta relacion de sustrato
(6 % pl/p) se incrementa el porcentaje de nitrdgeno y derivado de este mismo las
proteinas, sin embargo, es en la concentracion del 10 % de inéculo que se encuentra el
mayor porcentaje proteico de la biomasa obtenida en esta segunda caracterizacion.
Con respecto a la ultima caracterizacion en relacion a L. casei utilizando el 8 % p/p de
sustrato (ver Figura 3.9c) se observa que, el porcentaje de nitrégeno y proteinas
correspondientes al nivel del 5 % v/v de indculo fue de 2.10 % 13.14 % respectivamente,
este valor mayor a lo obtenido al utilizar esta relacién con el 4 % de sustrato (ver Figura
3.9a) sin embargo, en el nivel de 10 y 15 % v/v de in6culo con un porcentaje de nitrdgeno
y proteinas de 1.81 % y 11.31 % para 10 % y 2.25 % y 14.08 % para 15 %,
respectivamente, son menores a lo obtenido en la caracterizacion que se presenta con 6

% p/p de sustrato (ver Figura 3.9b).
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Figura 3.9. Caracterizacion de la biomasa obtenida para L. Casei a diferentes

concentraciones de sustrato e in6culo a) 4, b) 6 y ¢) 8 %.

Los resultaos de los porcentajes de proteinas obtenidos de la caracterizacion de
biomasas con L. casei en este estudio, son mayores a lo reportado por
(GomezBlanco.,2022) quien obtuvo porcentajes de 2.29, 2.87, 2.78 y 2.57 % de proteinas

de una especie de Lactobacillus evaluando su proceso fermentativo en suero de leche.

3.4.2 Biomasal. acidophilus

En la Figura 3.10 se presentan las caracterizaciones de la biomasa correspondiente a L.

acidophilus a diferentes concentraciones de sustrato e indculo. El porcentaje de nitrogeno
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correspondiente al primer caso de estudio de esta cepa (ver Figura 3.9 a) presenta
valores similares para el nitrdgeno y proteinas de 2.56 %, 15.99 %, 2.45 % y 15.34 %
para las concentraciones de 10y 15 % de in6culo respectivamente. En la Figura 3.9b se
observa que el porcentaje de nitrégeno y proteinas fue mayor a un 5 % de inoculacion,
pero la relacién sustrato microorganismo con mayor valor proteico en ambos casos es de
4 % p/p de sustrato y 10 % de indculo.
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Figura 3.10 Caracterizacion de la biomasa obtenida para L. acidophilus a diferentes

concentraciones de sustrato e inéculo a) 4, b) 6 y c) 8.
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3.5 Rendimiento y produccién de Biomasa

El termino de biomasa hace referencia al nimero de células presentes en una superficie,
en un organismo, en una colonia o en un cultivo. A partir de esto, se examinaron los

rendimientos y la concentracion inicial y final de la produccion de biomasa.
3.5.1 Rendimientos y caracterizacion final de las biomasas para L. casei

En la Tabla 3.4 se presentan los rendimientos obtenidos de las biomasas de L. casei al
término del proceso de bioconversion con el residuo BSG, del mismo modo, se presentan
algunos parametros que son de principal interés para su posterior aplicacion. Se observa
gue el mayor rendimiento en cuanto a biomasa, se encuentra en la concentracion de 6 %

de sustrato y10%de inoculo (0.99 y,/ ), de igual manera, el mayor porcentaje de

proteinas se encuentra en esta relacion sustrato/microorganismo con un porcentaje final
de 22.26 %. Por otra parte, la caracterizacion de las biomasas muestra en la mayoria de
los casos una remocion de carbohidratos, es decir, inicialmente se tenia un residuo
constituido por distintos componentes que forman la materia organica (Sorensen
et al.,2022), sin embargo, durante el proceso de bioconversion fermentativa estos
compuestos fueron degradados y biotrasnformados en metabolitos secundarios, las
concentraciones de carbohidratos en las biomasas finales en los niveles de sustrato de 6
y 8 % podrian ser adecuadas para que el proceso de bioconversion pueda continuar.

Por otro lado, a través del proceso fermentativo se ha alcanzado un notable incremento
en el contenido de proteinas de las biomasas resultantes. Al inicio del proceso, la
concentracion de proteinas en el sustrato (BSG) era de 11.29 %, posterior a la aplicacion
de este bioproceso, se logré elevarla significativamente hasta un porcentaje de 22.26 %
en el caso estudiado de 6 % de sustrato y 10 % de inéculo. Se estima que este aumento
sea debido a la sintesis de proteinas que se lleva a cabo durante el proceso fermentativo
(Ayivi et al.,2020) en este sentido, no solo se logra un aumento significativo, sino que
también se ha optimizado la calidad de las proteinas resultantes de las biomasas al ser
biotrasnformadas, dando lugar a un producto final rico en nutrientes y beneficioso para la

salud.
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Los principales parametros cinéticos obtenidos en este caso de estudio fueron similares
a lo reportado por (Guo et al., 2019) quienes obtuvieron valores de pumax= 0.13 y 0.12
h-1 utilizando el modelo cinético Gompertz y logistico respectivamente, asi como también
el tiempo de latencia fue similar, se reportaron valores de A=5.10y 3.90 h en el desarrollo
fermentativo de un microorganismo probiético desarrollado en un medio de nano

burbujas.

Tabla 3.4 rendimientos y caracterizacion final de las biomasas para L. casei

Probiético sustrato Concentracion y,,, Carbohidratos Proteinas Concentracion
de in6culo (g/L) (%) celular

4% 5 0.40 0.56 14.47 8.02

10 0.38 0 15.19 7.89

15 0.37 0 8.32 8.01

6 % 5 0.87 9.10 18.54 8.08

L casei 10 0.99 10.22 22.26 8.02
15 0.96 10.87 19.78 8.07

8% 5 0.33 13.17 13.14 8.36

10 0.40 13.19 11.31 8.14

15 0.25 12.75 14.08 8.11

3.5.2 Redimientos y caracterizacién final de las biomasas para L.

acidophilus

En la Tabla 3.5 se presentan los rendimientos de biomasas para L. acidophilus a partir
del proceso de bioconversion fermentativa. Se observa que el mayor rendimiento de
biomasa es en el porcentaje de sustrato de 8 %, pero es importante mencionar que en
los distintos casos de estudios sobre la concentracion de sustrato e indculo también hubo
un rendimiento considerable de biomasa, sin embargo, el rendimiento mayor es de 8 %
de sustrato y 5 % de in6culo con un valor de 2.37, estos valores son mayores a lo
reportado por (Alfano et al., 2020) quienes obtuvieron un rendimiento de yp/s=0.17 en el

proceso fermentativo de L. brevis.
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En cuanto al parametro de carbohidratos determinados en la caracterizacion final de la
biomasa, se observa que hubo mayor remocién en la concentracién de sustrato del 4 %
en los diferentes niveles de inoculacion, la remocion de carbohidratos obtenida en la
concentracion del 8 % de sustrato mostré ser menor (13.19 g/L), comparada con la mayor
remocion de carbohidratos de 0 g/L obtenida en los distintos niveles de inoculo (10 y 15
%). Por ultimo, la especia L. acidophilus mostré un mayor porcentaje de proteinas en la
concentracion de sustrato de 4 % en los tres niveles de in6culo (5, 10 y 15 %), sin
embargo, el valor mas alto (15.99 %) de proteinas corresponde al nivel de 10 %, caso

contrario al nivel de 15 % donde se obtuvo el porcentaje menor de proteinas (8.32 %).

Tabla 3.5 rendimientos y caracterizacion final de las biomasas para L. acidophilus

Probiético sustrato Concentracion y,, Carbohidratos Proteinas Concentracion
de indculo (g/L) (%) celular
[LogCel/mL]
4% 5 0.26 1.65 12.42 8.50
10 0.80 5.56 15.99 8.56
15 0.39 5.67 15.34 7.88
6 % 5 0.43 7.10 14.23 8.30
10 0.06 5.58 10.91 8.30
15 0.62 8.64 13.78 8.29
8 % 5 2.37 11.41 19.10 7.65
10 1.94 9.92 9.14 7.66
15 1.97 11.42 16.27 7.67

En base a la informacion reportada en las Tablas 3.4 y 3.5 se observa que los
rendimientos de biomasas para L. case y L. acidophilus fueron similares, a excepcion de
la dltima concentracion de sustrato (8 %) donde L. acidophilus mostr6 un mayor
rendimiento. Esto puede deberse a que en este porcentaje de sustrato la remocion de
carbohidratos fue muy lenta, lo cual podria influir en el metabolismo de los probidticos al

inhibir el crecimiento del microorganismo, viendose reflejado en la concentracion celular,
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la cual en este mismo nivel de sustrato es menor (7.65, 7.66 y 7.67 LogCel/mL) en

comparacion a los anteriores casos de estudio.

Los rendimientos de biomasa obtenidos en este caso de estudio para L. acidophilus son
mayores a lo reportado por (Cangussu et al., 2020) donde obtuvieron rendimientos para
un género Lactobacillus valores de yp/s = 0.11 y 0.027 y similares a lo reportado por
(Berisvill et al., 2020) respecto a L. Salvarius donde se obtuvieron valores de yp/s = 0.30

y 0.83 respectivamente.

3.5 Andlisis de varianza

De acuerdo con el andlisis de varianza, se determiné que el factor del sustrato tiene un
efecto significativo sobre la generacion de biomasa probidtica obtenida a partir del
proceso de bioconversion anaerobia al utilizar como sustrato los granos gastados de
cerveceria artesanal utilizando L. casei, ya que el valor de p es menor a 0.05, siendo este
p=0.003. Esto se comprueba con el diagrama de Pareto, mostrado en la Figura 3.10a en
la cual se observa que la interaccion entre el sustrato e in6culo no son estadisticamente
significativos, ya que la concentracion de in6culo no es un factor que influya en la
produccion de proteinas de las biomasas, esto puede comprobarse con el valor de p =
0.575 superando el 0.05.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Gréfica de efectos principales para Resultados
(la respuesta es Resultados, o = 0.05) Medias de datos

Término 2.262 Sustrato Inoculo

30
| Factor Nombre

A Sustrato
B Inoculo

| 26
) |
| . /\
|
|
|
|
|

0 1 2 3 4 20
Efecto estandarizado

Media

4% 6% 8% 5% 10% 15%

Figura 3.11 Analisis de varianza siendo la variable de respuesta la produccién de proteinas. a)

Diagrama de Pareto, b) Grafica de efectos principales.
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En la Figura 3.11b se presenta la grafica de efectos principales, la cual demuestra que la
concentracion de sustrato correspondiente al 6 % p/p potencializa el contenido de
proteinas en comparacion con los dos niveles restantes. En cuanto al porcentaje de
inoculo, la concentracion del 10 % también demuestra una relacion con las altas
cantidades de proteinas presentes en la biomasa obtenida, esto concuerda con los
resultados obtenidos de la caracterizacion de la biomasa en este proceso de
biotransformacion (ver Figura 3.8) ya que con esta relacion sustrato/microrganismo se

obtiene un mayor porcentaje de proteinas.

Con respecto a la cepa probidtica L. acidophilus, el andlisis de varianza permitio
determinar que los factores sustrato (p=0.035) e indculo (p=0.000) tienen un efecto
significativo sobre la produccién de nitrégeno y derivado de este las proteinas a partir del
proceso de bioconversion fermentativa al utilizar como sustrato los granos gastados de
la industria cerveza artesanal. En la Figura 3.12 se muestra el diagrama de Pareto de
efectos estandarizados, teniendo como variable de respuesta las proteinas, con un nivel
de significancia de a = 0.05. en este analisis se concluye que para obtener mayor
porcentaje de proteinas a partir del BSG, se debe utilizar 5 % de in6culo de la especie L.

acidophilus, lo cual coincide con el mayor rendimiento reportado en la Tabla 3.5.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es proteinas, a = 0.05)
Término 2262
i Factor Nombre
A sustrato
8 inéeulo

AB

Efecto estandarizado

Figura 3.12 Analisis de varianza siendo la variable de respuesta la produccion de proteinas

diagrama de Pareto.
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Conclusiones y Recomendaciones

CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica de los granos gastados de cerveza demostré ser
adecuada para su implementacion como sustrato en el desarrollo de L.casei y L.
acidophilus debido al contenido de sus componentes como 14.89 g/L de carbohidratos,
proteinas 11.29 %, ademas, el pH ( 5) fue viable para una adaptacion de las cepas
probidticas en todos los casos de estudio desarrollados con diferentes niveles de
concentracion de sustrato e inoculo, los componentes mencionados anteriormente
conforman las principales fuentes de materia organica aptas para el desarrollo de estos
microorganismos probiéticos, de manera que se demuestra la funcionalidad del residuo
de cerveza artesanal para ser implementado como sustrato en el proceso de
fermentacién probidtica, obteniendo una concentracion celular para L. casei y L.
acidophilus de(8.36 y 8.56LogCel/mL) respectivamente.

En cuanto a la propagacion de especies probidticas, Lactobacillus casei shirota y
Lactobacillus acidophilus fueron obtenidas de productos comerciales, por tal motivo, se
realizé un aislamiento para cada cepa respectivamente, posteriormente se realizé la
propagacion de dichas cepas probidticas en un medio de cultivo indicado para este tipo
de bacterias, se cumplié con el objetivo de la propagacién ya que ambas bacterias
demostraron funcionalidad y desarrollo en los medios de inoculacion aplicados, teniendo
una concentracion celular inicial de 7.39 y 7.13 LogCel/mL respectivamente al inicio del

proceso de biotransformacion de los residuos de cerveza artesanal.

La principal aportacion cientifica del presente proyecto de tesis consiste en la
determinacién cuantitativa de los parametros cinéticos de ambos modelos, los resultados
obtenidos son inéditos, ya que representan el comportamiento de biotransformacion del
bagazo de cerveza artesanal obtenido de esta zona. Los parametros cinéticos obtenidos
sugieren que al utilizar una concentracion de 6 % p/p de sustrato y una concentracion de
10 % v/v de inoculo para la bacteria Lactobacillus casei, el contenido de proteinas del a
biomasa obtenida al igual que su rendimiento, son mayores en comparacion con las otras

concentraciones estudiadas, cumpliendo con el objetivo de determinar los parametros de

68



Conclusiones y Recomendaciones

la afinidad del proceso de esta investigacion, se obtuvo un valor de ks=0.0375, asi mismo
la tasa maxima de crecimiento presentd un valor de umax= 0.318 h-1, con un tiempo de
adaptacion del microrganismo de 4.17, estos parametros. De la misma manera, los
parametros cinéticos obtenidos para L. acidophilus determinaron un valor de afinidad del
proceso de ks= 7.73, una tasa maxima de crecimiento de umax= 1.3818 h-1y un tiempo
de adaptacion de A= 5.60, logrando conjeturar la relacion sustrato/microorganismo que
maximiza el porcentaje de proteinas en las biomasas resultantes al final del proceso

correspondiente a 8 % p/p de sustrato y 5 % v/v de inéculo.

Las cinéticas de consumo de sustrato demostraron la viabilidad de L.casei y L.
acidophilus en la remocion de compuestos organicos lignocelulésicos presentes en el
residuo de la industria cervecera artesanal de la region de Orizaba, Veracruz, a lo largo
del proceso fermentativo, obteniendo un consumo total de sustrato a la hora 52 respecto
a L. casei y valores de 1.65 hasta 5.65 g/L de carbohidratos para L. acidophilus.
Mediante la caracterizacion de la biomasa obtenida al finalizar el proceso de
bioconversion presenta un porcentaje de proteinas de 22.26 % en la relacion de 6 % p/p
de sustrato y 10 % v/v de indculo correspondiente a L. casei cual muestra ser la
concentracion mas alta para el porcentaje de proteinas, seguido de L. acidophilus, la cual
obtuvo un valor de 19.09 % de proteinas correspondiente a la relacion de 8 % p/p sustrato

y 5 % v/v in6culo.

De acuerdo con el andlisis de varianza con respecto a L. casei, el factor de la
concentracion de sustrato influye en este proceso como significativo (p=0.003) sobre los
valores de proteinas en la biomasa final, de manera que la relacion
sustrato/microorganismo al igual que las condiciones de operacion del proceso
fermentativo, el mayor rendimiento e incremento de proteinas se encuentra en 6 %p/p de
sustrato y 10 % v/v de in6culo. Por otro lado, el analisis de varianza para L. acidophilus,
mostro que los factores de sustrato (p=0.035) e inoculo (p=0.0000) influyen de manera
significativa para el proceso sobre la cantidad de proteinas en la biomasa resultante,
sugiriendo la relacibn de sustrato/microorganismo de 8% plp y % 5 % viv

respectivamente
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RECOMENDACIONES

Realizar una liofilizacion para determinar la cantidad de microorganismos que se
encuentren presente en las biomasas resultantes de ambas cepas probiéticas (L. Casey
y L. acidophilus) asi como también determinar el tiempo de duracion del microorganismo

presente en la biomasa.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se emplearan como punto de
partida para futuras investigaciones enfocadas en aumentar la produccion de biomasas
nutritivas mediante el uso de microrganismos probidticos. Se realizaran variaciones en
los porcentajes de ind6culo con la finalidad de determinar la relacion
alimento/microorganismo para poder lograr maximizar el rendimiento de biomasa, asi
mismo, se caracterizara la biomasa para conocer sus componentes nutricionales y su
idoneidad como un suplemento alimenticio de alto valor nutritivo con potencial de

consumo humano.
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Tabla Al. Parametros cinéticos obtenidos en GraphPad con el modelo de Gompertz
correspondientes a 4 % de sustrato y 5 % de in6culo L. casel.

Gompertz c Carbohidratos Conteo celular
Best-fit values

a 24.25 8.506

ks -0.03804 0.01488

Ti 25.60 -132.4
95% ClI (profile likelihood)

a 16.20 to 192.6 8.113 to +infinity
ks -0.08660 to -0.01119 ??? to 0.03186
Ti -77.38 t0 36.94 -284.8t0 -71.91

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Number of points

# of X values

# Y values analyzed

10
0.9525
21.62
1.471

13
13

10
0.9523
0.03305
0.05749

13
13

Tabla A2. Parametros cinéticos obtenidos en GraphPad con el modelo de Gompertz

correspondientes a 4 % de sustrato y 10 % de indculo L. casei.

Gompertz c Carbohidratos Conteo celular
Best-fit values

a 20.58 7.988

ks -0.04881 0.02439

Ti 34.38 -133.1

95% CI (profile likelihood)

a 14.54 to 143.9 7.856 to +infinity
ks -0.1033 to -0.01202 -infinity to 0.1100
Ti -58.54 t0 44.76 -infinity to -31.61

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Number of points

# of X values

# Y values analyzed

10
0.9168
46.75
2.162

13
13

10
0.6790
0.03988
0.06315

13
13
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Tabla A3. Parametros cinéticos obtenidos en GraphPad con el modelo de Gompertz
correspondientes a 4 % de sustrato y 10 % de indculo L. casei.

Gompertz c Carbohidratos Conteo celular
Best-fit values

a 18.52 8.159

ks -0.1097 0.02322

Ti 25.08 -127.7
95% CI (profile likelihood)

a 16.47 to 22.75 8.015 to +infinity
ks -0.1747 to -0.06917 ??? to 0.06645
Ti 21.66 to 27.08 -773.9t0 -47.90

Goodness of Fit

Error

0.2570  0.02855

Degrees of Freedom 10 10
R squared 0.9887 0.8402
Sum of Squares 7.022 0.02779
Sy.Xx 0.8380 0.05272
Number of points
# of X values 13 13
# Y values analyzed 13 13
ANEXO B
Analisis estadistico
Tabla B1. Analisis de varianza
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo 8 34604 043255 15.15  0.000
Lineal 4 13603 0.34008 1191  0.001
Sustrato 2 0.2412  0.12062 422  0.051
Indculo 2 11191  0.55954 19.60  0.001
Interacciones de 2 términos 4 2.1001 0.52503 18.39 0.000
Sustrato*Inéculo 4 21001  0.52503 1839  0.000
9
7

Total

—_

3.7174
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Tabla B2. Resumen del modelo

S R-cuad. R-cuad. R-cuad.
(ajustado) (pred)

0.168981 93.09% 86.94%  72.35%
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