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RESUMEN

Uso de especies probidticas para la biotransformacion de residuos de Maiz
Blanco (Zea Mays L.) en productos con potencial alimenticio.

Elaborador por: 1.Q. Nohemi Sanchez Valeriano
Dirigido por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras
Dr. Eduardo Hernandez Aguilar

El olote es el residuo generado de la separacion del grano de la mazorca y debido
a sus componentes es considerado un material lignocelulésico por lo que su
utilizacién es limitada, lo que propicia la quema de olote y el esparcimiento de los
mismos generando asi un problema de contaminacion ambiental. Los probioticos
son microorganismos vivos que cuando se suministran en cantidades adecuadas
brindan un efecto beneficioso hacia el huésped, ademas de que tienen la capacidad
de disminuir el contenido de carbohidratos en materiales lignocelulésicos a través
del proceso de fermentacion obteniendo un producto rico en nutrientes. Se
realizaron cinéticas de fermentacion utilizando tres bacterias probiéticas (Bacillus
subtilis, Lactobacillus fermentum y Lactobacillus acidophilus) en diferentes
concentraciones (5, 10 y 15 % v/v) para la obtencion de parametros cinéticos de
biotransformacion de residuos de maiz blanco (Zea Mays L.). Se realiz6 una
comparacién del consumo de sustrato, la produccién de acido lactico (AL) y biomasa
para cada experimento. La bacteria Bacillus subtilis con 5 % de inéculo y
Lactobacillus fermentum y acidophilus con 10% de in6culo presentan velocidades
de reaccidbn mas rapidas y por tanto un consumo acelerado del sustrato, en
comparacion con las demas dosis. La produccion de biomasa es superior al emplear
el inoculo de 15 %, siendo la concentracibn mas alta 62.02 g/L generada por
Lactobacillus fermentum, seguida de Lactobacillus acidophilus (30.81 g/L) y
finalmente Bacillus subtilis (25.86 g/L). La biomasa generada tiene potencial para
ser utilizada como alimento funcional para ganado debido al contenido proteico
obtenido después de la fermentacion probidtica, agregando asi valor a los residuos

de maiz.



ABSTRACT

Use of probiotic species for the biotransformation of residues of White Corn
(Zea Mays L.) in products with food potential

By: 1.Q. Nohemi Sanchez Valeriano
Advisor: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras
Dr. Eduardo Hernandez Aguilar

The cob is the residue generated from separating the grain from the cob. Due to its
components, it is considered a lignocellulosic material, so its use is limited, favoring
the burning of the cob and spreading, thus producing a problem of environmental
pollution. Probiotics are live microorganisms that, when supplied in adequate
amounts, provide an improvement effect on the host, in addition to reducing the
carbohydrate content in lignocellulosic materials through the fermentation process,
obtaining a product rich in nutrients. Fermentation kinetics were performed using
three probiotic bacteria (Bacillus subtilis, Lactobacillus fermentum, and Lactobacillus
acidophilus) at different concentrations (5, 10, and 15% v/v) to obtain kinetic
parameters of biotransformation of white corn residues (Zea Mays L.). A comparison
of substrate consumption, lactic acid production, and biomass was made for each
experiment. Bacillus subitilis bacteria with 5% inoculum and Lactobacillus fermentum
and acidophilus with 10% inoculum show faster reaction speeds and, therefore, an
accelerated substrate consumption compared to the other doses. Biomass
production is higher when using the 15% inoculum, with the highest concentration
being 62.02 g/L produced by Lactobacillus fermentum, followed by Lactobacillus
acidophilus (30.81 g/L) and finally Bacillus subtilis (25.86 g/L). The generated has
the potential to be used as functional feed for cattle due to the protein content

obtained after probiotic fermentation, thus adding value to corn residues.
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Introduccién

INTRODUCCION

La agroindustria es la actividad econémica que combina los procesos, productivo
agricola e industrial para obtener alimentos o materias primas semielaboradas para
posteriormente destinarlas al mercado. Uno de los resultados de las actividades
agroindustriales es la generacion de subproductos o residuos agroindustriales que
son considerados un problema ambiental, ya que no son procesados o dispuestos
de manera correcta. Existen tres grupos de tecnologias para el aprovechamiento de
los residuos agroindustriales: 1) valorizacion biolégica y quimica, 2) obtencion de

combustibles y 3) valorizacion térmica (Vargas-Corredor y Pérez-Pérez, 2018).

México es considerado como uno de los principales paises productores de maiz
blanco, de acuerdo con el reporte del mercado de maiz de México, en 2019 la
produccion nacional de maiz blanco fue de 24.2 millones de toneladas (SADER,
2019). El residuo generado de la produccion de maiz es el olote, que resulta de la
separacion del grano de la mazorca, se estima que por cada tonelada de maiz se
obtienen 170 kg de olote (Rodriguez Martinez et al., 2018).

Existen diversos estudios que han demostrado el uso de probibticos para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales (Valdovinos et al.,, 2019). Los
microorganismos utilizados con mayor frecuencia como probiéticos son los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus y levaduras. Se ha
demostrado que el uso de probidticos como aditivos para alimento de ganado
genera diversos beneficios en la fisiologia digestiva, la salud y el comportamiento

productivo de los animales.

Los residuos agroindustriales funcionan como medio de cultivo para el crecimiento
microbiano, de esta manera se abordan dos problematicas fundamentales, el
abastecimiento de fuentes de carbono y nitrégeno menos costosas para el
desarrollo de probioticos y el aprovechamiento de residuos agroindustriales. De

entre los residuos agroindustriales mas utilizados como medio de cultivo son la miel,

14



Introduccién

melaza de cafia de azucar, almidon, salvado de trigo y arroz, bagazo de cafa o

azucar y materiales vegetales lignocelulésicos (Sosa-Cossio et al., 2018).

En el presente proyecto se propone determinar las condiciones de operacion del
proceso de biotransformacion de olote de maiz blanco (Zea Mays L.) a través de
una fermentacion anaerobia con las bacterias probioticas Bacillus subtillis, L.

acidophilus y L. fermentum para obtener biomasa con potencial alimenticio.

15



Objetivos

OBJETIVO GENERAL
Determinar las condiciones de operacion recomendables para la biotransformacion
de residuo de maiz blanco mediante las especies probiodticas Bacillus subtillis, L.
acidophilus y L. fermentum.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisicoquimicamente los residuos de maiz blanco (Zea Mays L.).

e Propagar las especies Bacillus subtillis, L. acidophilus y L. fermentum a partir
de productos comerciales para su utilizacion en la biotransformacion de

residuos de maiz blanco (Zea Mays L.).
e Determinar los pardmetros cinéticos de biotransformacioén de residuos de
maiz blanco (Zea Mays L.) utilizando los microorganismos probidticos

Bacillus subtilis, L. acidophilus y L. fermentum.

e Determinar el rendimiento y la calidad de la biomasa obtenida en el proceso

de biotransformacién del residuo de maiz blanco (Zea Mays L.).

16



CAPITULO 1
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Residuos agroindustriales

La agroindustria es el conjunto de actividades economicas que benefician la
transformaciéon de los productos provenientes de la agricultura, la ganaderia, la
pesca y forestales (Mejias-Brizuela et al.,, 2016). Uno de los resultados de las
actividades agroindustriales, es la generacion de subproductos o residuos
agroindustriales que son considerados un problema ambiental (Vargas-Corredor y
Pérez-Pérez, 2018). Estos residuos generados son el resultado de procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos en la industrializacién de productos vegetales que posterior al
desarrollo del proceso no tienen calidad como materia prima para la cadena de
produccion (Godoy-Padilla et al., 2020).

A nivel mundial, la biomasa lignocelul6sica representa 60 mil millones de toneladas
por afio, la cual se clasifica en cuatro grupos diferentes: residuos agricolas, residuos
forestales, cultivos energéticos y residuos celulésicos. La biomasa generada a partir
de la agroindustria incluye porciones de cultivos alimentarios y no alimentarios. Los
principales cultivos en el mundo que producen gran parte de la biomasa
lignocelulésica son el trigo, el maiz, el arroz y la cafia de azucar, llegando a generar
hasta 5 300 millones de toneladas de biomasa seca por afio (Carrillo-Nieves et al.,
2018).

De acuerdo con el proceso de transformacion y de la materia prima utilizada, es la
composicién quimica y biolégica que presentan los residuos agroindustriales, sin
embargo, estos son considerados materiales lignoceluldsicos (Vargas-Corredor y
Pérez-Pérez, 2018).

Cai et al., (2017) se refieren a la biomasa lignocelulésica como la materia seca
vegetal que estd conformada en su mayoria por componentes estructurales

(celulosa, hemicelulosa y lignina). Las materias primas de biomasa lignocelulésica
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provienen principalmente de sectores como la agricultura, bosques e industria. En
la Tabla 1.1 se muestran diferentes tipos de biomasa lignocelulésica y sus
respectivos ejemplos. La celulosa es un homopolimero lineal de cadena larga de
alto peso molecular, es el componente principal que conforma la pared celular de
los vegetales al igual que la hemicelulosa con la diferencia de que ésta contiene
cadenas ramificadas de menor grado de polimerizacion. La lignina es un polimero
aromatico con estructura tridimensional compleja, es amorfo y altamente ramificado

(Flérez-Montes y Rojas-Gonzalez, 2018).

1.1.1 Residuos agroindustriales en México

México es catalogado como uno de los principales paises productores de residuos
agroindustriales ya que esta posicionado en el décimo tercer lugar a nivel mundial
en produccion de alimentos con 818 productos agroalimentarios, de entre los cuales
71 ocupan el primer lugar por volumen de produccién. En México se generan
aproximadamente 76 millones de toneladas de residuos orgénicos al afio, de los
cuales el 79 % son desechos primarios, es decir, que se producen durante la
cosecha como hojas y tallos de maiz, tallos y vainas de sorgo, puntas y hojas de
cafia de azlcar, paja de trigo, paja de cebada, frijol y cascarilla de algodoén. El
porcentaje restante corresponde a residuos secundarios generados del
procesamiento poscosecha como el bagazo de cafia de azlUcar, mazorcas, bagazo
de maguey o agave y pulpa de café (Carrillo-Nieves et al., 2018).

La agroindustria mexicana enfrenta una probleméatica con referencia a que no
cuenta con una legislacion especifica que promueva la gestion y el manejo integral
de los residuos desde que son generados hasta su disposicion final, ademas de la
falta de recursos econdmicos y capacidad tecnolédgica (Mejias-Brizuela et al., 2016).
En el estado de Veracruz se producen 65 150 toneladas al afio de residuos
agroindustriales, que en conjunto con los estados de Chiapas, Oaxaca y Puebla
aportan 25 % de los residuos en el pais (Olivera-de la Cruz et al., 2019).
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Tabla 1.1 Materias primas de biomasa lignoceluldsica disponibles para fines energéticos

(Cai et al., 2017).

Sector Tipo Ejemplos
Cultivos energéticos Cultivos  herbaceos  (pasto
lignocelul6sicos. varilla, miscanthus, junco).
Residuos de cultivos, paja de
Residuos de cultivos. cultivo (paja de arroz, paja de
Agricultura
trigo, tallo de maiz, tallo de
algodon).
Cultivos energéticos de Semilla de colza, cafa de
aceite, azucar y almidén. azucar, maiz.
Plantaciones de rotacion corta
Silvicultura dedicada (sauce, adlamo, eucalipto).
Forestal Bloques de madera, astillas de
madera de copas y ramas,
Subproductos forestales astillas de madera por aclareo,
troncos de raleo.
Residuos agroindustriales Céascara de arroz, bagazo de
lignocelulésicos cafia de azucar, maiz.
Industrial
Residuos de la industria de la Madera de desecho industrial,
madera aserrin de aserraderos
Residuos lignocelulésicos de
Otros Residuos lignocelulésicos parques Yy jardines (podas,
césped).
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1.1.2 Residuos de maiz blanco (Zea Mays L.)

A diferencia de otros paises en el mundo, en México la gran parte de produccion de
maiz corresponde a la variedad blanco ya que es utilizado principalmente para
consumo humano. De manera que del total de la produccion en los afios 2019/2020,
el 93 % corresponde a esta variedad. De acuerdo con el Reporte del Mercado de
Maiz en México, la produccion anual de maiz blanco en el 2019 fue de 26, 771
toneladas, siendo los principales estados productores Jalisco, Michoacan, México,
Guanajuato y Chihuahua con un porcentaje de produccion de 20.7 %, 10.4 %, 10.1
%, 9.3 %, 7.7 % respectivamente (SADER 2020).

El olote de maiz es considerado como un recurso no maderable que contiene
grandes cantidades de xilanas, por tal motivo ha sido fuente de interés para ser
utilizado como alternativa de compuestos quimicos o como fuente de biomasa. El
olote es el residuo generado de la separacion del grano de la mazorca. Por cada
tonelada de maiz se genera aproximadamente 170 kg de olote. Debido a los
componentes presentes en el olote de maiz, no es considerado un material
biodegradable por lo que su utilizacion es muy limitada. Esto propicia a la guema de
olote o al esparcimiento de los residuos al ambiente provocando un problema de

contaminacion ambiental (Rodriguez- Martinez et al., 2018).

Diversos autores han reportado que el olote de maiz es rico en compuestos como
lignina y celulosa. En la Tabla 1.2 se muestran las referencias con los resultados

reportados por otros autores.

Toribio et al., (2019) utilizaron el método termogravimetria para la caracterizacion
de residuos agroindustriales, entre ellos el olote de maiz. De acuerdo a su analisis,
el olote contiene hemicelulosa (28.95 %), celulosa (32.02%), lignina (26.21 %),
cenizas (3.46 %) y solidos volatiles (7.37%). De acuerdo con otros datos en la

literatura, la hemicelulosa y la celulosa son de 30.44 % y 34.14 % respectivamente.

21



Fundamentos Tebricos

Tabla 1.2 Comparacién de composicion de olote de maiz reportado por otros autores.

. Componentes (% base seca)
Referencias

Celulosa Xilana Lignina Cenizas
Garrote et al.,
34.3 31.1 18.8 1.30
2007
Cérdoba et al.,
33.6 No reporta 15.8 2
2013
Toribio et al.,
32.02 No reporta 26.21 3.46
2019

1.1.3 Impacto ambiental de los residuos agroindustriales

La conciencia ecoldgica por el manejo de residuos agroindustriales es muy precaria,
la consecuencia es un efecto negativo hacia el medio ambiente provocado por el
dafio al suelo, agua y aire lo que conlleva a lo que se conoce como impacto

ambiental (Mejias-Brizuela et al., 2016).

Los residuos agroindustriales que no son dispuestos o procesados de manera
adecuada, representan una fuente potencial de contaminacioén y riesgo para salud
humana. En su mayoria, estos residuos son vertidos en rellenos sanitarios o
incinerados provocando una gran cantidad de dioxido de carbono, contaminando
cursos de aguas, molestias por olores desagradables, proliferacién de vectores,
entre otros. Debido a su composicion rica en biomasa lignocelulésica, la velocidad
de degradacion es muy lenta, por lo que propicia a una disposicion final deficiente.
Si el residuo contiene carbohidratos, los microorganismos del suelo comenzaran la
degradacion y se produciran lixiviados que pueden infiltrarse al suelo provocando la
contaminacion de mantos acuiferos. Por otro lado, si la degradacién es realizada
por accion de bacterias anaerobias, se pueden producir olores a causa de gases

como el acido sulfhidrico y metano (Vargas-Corredor y Pérez-Pérez, 2018).
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De acuerdo con Mejias Brizuela et al., (2016) los efectos ambientales con mayor

impacto causado por la generacién de residuos son:

e Crecimiento acelerado de la polucibn y contaminacibn que generan
problemas de salud, degradacion del patrimonio natural, deterioro de
ecosistemas y déficit de las funciones elementales de la biosfera.

e Debido a la proliferacion de vectores epidémicos, se favorece el desarrollo
de enfermedades infecto-contagiosas.

e Emisién de gases de efecto invernadero (diéxido de carbono, metano y
dioxido de nitrégeno).

e Erosion y desertificacion de suelos causado por la quema de restos de

cultivos
1.1.4 Tratamiento de residuos agroindustriales

A causa del acelerado incremento de la agroindustria y a la gran extension de suelos
destinados al cultivo de productos agricolas, la cantidad de residuos generados
representa una fuente de contaminacién ambiental debido a que el volumen
producido rebasa la capacidad de biodegradacién natural de los mismos, de manera
gue al acumularse generan un riesgo para el equilibrio del ecosistema, ya sea
porque son colocados a cielo abierto o incinerados en terrenos sin control alguno.
Por este motivo, existe el interés en el uso de estos residuos para emplearlos en
procesos productivos que permitan obtener un beneficio econdmico y ambiental
(Pifia-Guzman et al., 2017).

Los residuos agroindustriales y forestales son las materias primas de biomasa mas
prometedoras para el desarrollo de nuevas tecnologias de aprovechamiento, por su

costo relativamente bajo y por su exuberancia (Cai et al., 2017)

Recientemente, el interés por el aprovechamiento de los residuos agroindustriales

ha incrementado en diferentes ambitos debido al bajo costo, a la alta disponibilidad
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y a la necesidad de reducir el impacto ambiental causado; por ello se han estudiado
nuevas tecnologias que usen los residuos, generados a partir de la agroindustria
dependiendo de la composicion, la tecnologia y el método de aprovechamiento que
se pueda emplear (Pefiaranda-Gonzalez et al., 2017).

Una estrategia sustentable para muchas industrias es la conversién de biomasa
lignocelulésica, proveniente de los residuos agricolas, en compuestos de valor
agregado. La degradacion de estos materiales por accion de microorganismos
permite la produccion de diversos compuestos como proteinas, enzimas, acidos

organicos, metabolitos secundarios y oligosacaridos (Matos-Trujillo et al., 2020).

La biorrefineria utiliza como materia prima la biomasa para obtener mdultiples
productos con un enfoque principal para la produccién de biocombustibles
(bioetanol, biodiesel y biogas), bioquimicos de valor agregado derivados de
carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y bioenergia (calor y energia)
(Carrillo-Nieves et al., 2018).

e Bioetanol
De acuerdo con Siguencia Avila et al., (2020), el bioetanol es el principal vector
sobre la linea de los biocombustibles liquidos. Se destina principalmente al sector
transporte para su empleo puro o mezclado con gasolina. El bioetanol producido a
partir de residuos agricolas es una alternativa prometedora para la movilidad
sostenible y reemplazar el combustible convencional. Algunas ventajas del uso del

bioetanol respecto a la gasolina son:

e Disminucibn de emisiones de monoxido de carbono y compuestos
aromaticos debido al contenido de oxigeno, que no se encuentra en la
gasolina y por tanto permite el incremento en la eficiencia de la combustion.

e Optimiza en el octanaje de la mezcla y su relacién de compresion.

¢ Incremento en la potencia de salida del motor de combustion interna.
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Existe la controversia de utilizar granos alimenticios para la produccion de bioetanol,
pues puede incitar a una competencia directa entre la produccion del biocombustible
y la limitada tierra agricola necesaria para la generacion de alimentos y piensos.
Para resolver dicha controversia, un enfoque mas prometedor seria usar los
residuos agricolas, derivados de las partes no comestibles de los cultivos
alimentarios, para su bioconversion en combustibles renovables. Asi, desde el
punto de vista energético y medioambiental, se obtiene un beneficio al desarrollar

bioetanol de segunda generacién a partir de estos residuos (Elahi y Rehman, 2018).

El bioetanol producido a partir de material celulésico de desechos agroindustriales
implica varias etapas: molienda, pretratamiento, hidrdlisis enzimatica, fermentacion,
destilacidon vy rectificacion del producto. Las etapas mencionadas anteriormente
hacen de esta una tecnologia de alto costo de operacion, sin embargo, se han
estudiado varios procesos que favorezcan la conversién de materia lignocelulésica
en etanol como la hidrélisis enzimatica y la fermentacién de la biomasa. El
bioprocesamiento consolidado, para la produccion de bioetanol de segunda
generacion, es el método de fermentacion mas prometedor para la produccion de

bioetanol (Carrillo-Nieves et al., 2018).

e Biodiesel

Es el producto generado de la transesterificacién que surge de la reaccién quimica
entre los acidos grasos provenientes de cultivos oleaginosos, asi también como de
grasas animales, aceites y grasas recicladas. No obstante, se obtiene
principalmente de alcoholes, tales como el metanol o el etanol. Existen residuos
agroindustriales de los que es posible adquirir grasas y aceites vegetales, por
ejemplo, las semillas de zapote mamey, subproducto de plantas procesadoras de
frutas (Vargas Corredor et al., 2018).

El biodiesel se ha convertido en uno de los biocombustibles mas prometedores, a
pesar de eso, el uso de aceites vegetales como materia prima para obtener biodiesel

genera problematicas como la inanicibn de alimentos, ademas de problemas
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ambientales relacionados con el uso de tierras arables para la produccion de
cultivos oleaginosos. Como alternativa se ha estudiado el uso de lipidos microbianos
para generar biodiesel. Para ello se han utilizado residuos agroindustriales como
sustrato por su bajo costo (Louhasakul et al., 2020).

e Biogas
Una de las estrategias mas comunes y utilizadas para la produccion de biogas es la
digestion anaerobia, que convierte la materia organica en biogas (metano, 60-70 %;
dioxido de carbono, 30-40 %) a traves de la accion de microorganismos que llevan
a cabo un metabolismo coordinado en cuatro etapas: hidrélisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis. A lo largo de estas etapas, existen factores
ambientales que interfieren en la eficiencia de produccién de metano. Las
condiciones deben ajustarse a un régimen mesofilico (25-40 °C) o termofilico (45-
60 °C), potencial rédox (-220 mV) y pH (6-7). Otro factor importante a considerar es
la composicion bromatoldgica de la materia prima, ya que el contenido de
carbohidratos y proteinas esta en funcién del tipo y origen del residuo a tratar

(Gonzalez-Sanchez et al., 2015).

Ricardo Dalpaz y et al., (2020) determinaron que al utilizar residuos agroindustriales
como materia prima para la obtencion de biogas, la concentracién de metano y la
energia generada resultante aumentan, lo que conlleva a un mejor aprovechamiento
del combustible. Obtuvieron concentraciones de 68.54 %, 83.45 % y 92.33 % de
metano que generaron 2.04 kWh/m3, 3.21 kWh/m?® y 3.57 kWh/m3 de energia
eléctrica respectivamente. La gestion eficiente de residuos agroindustriales
promueve el uso de biogas y reduce los problemas ambientales vinculados a la
generacion de estos residuos.

e Compostaje
El compostaje es una técnica que transforma la materia organica en un producto
con precursores de sustancias humicas mediante la descomposicion aerébica, del

cual se obtiene un producto final estable. Los residuos deben mezclarse de manera
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gue la relacion carbono: nitrégeno, humedad (40-60 %) y aireacion favorezcan la
actividad microbiana y permita la modificacion de la estructura de los materiales

para que los nutrientes estén disponibles (Delgado-Arroyo et al., 2019).

A lo largo del proceso de degradacion de residuos lignocelulésicos, la relacion C/N
es un punto clave ya que de esta depende la disponibilidad de nutrientes para los
hongos. Una relacion C/N superior a 30 representa un proceso lento y con baja
disponibilidad de nitrégeno, el cual es fundamental para el desarrollo de los hongos.
Los residuos agroindustriales tienen valores altos en la relacion C/N por lo que su
degradacion natural es lenta. Si se pretende acelerar el proceso de mineralizacion,
se recomienda adicionar mariales con alto contenido de nitrégeno (Méndez-Matias
et al., 2018)

1.2 Proceso fermentativo

Se denomina fermentacién al proceso por el cual un sustrato, ya sea sélido o liquido,
es convertido por la acciébn de microorganismos procariontes (bacterias) y
eucariontes (microalgas, levaduras, hongos) en un producto con valor y Gtil para el
hombre. La fermentacion es utilizada para la produccién a nivel industrial de
compuestos bioactivos. Existe la fermentacion sélida, la cual es aplicada para
materiales insolubles en agua, ya que la cantidad de agua no debe ser mayor a la
capacidad de saturacion del sustrato sélido. Los sustratos ocupados para la
fermentacién en seco son bagazo de cafa, salvado de trigo y pulpa de papel. Por
el contrario, la fermentacion liquida, o también llamada fermentacion sumergida, se
aplica en sustrato solubles en agua para el crecimiento de microorganismos y
biomasa. El sustrato debe ser barato, facil de adquirir y con balance nutrimental

adecuado (Hernandez-Melchor et al., 2019).

La fermentacién, a través de bacterias acido lacticas (BAL), se ha utilizado como
una estrategia para el aprovechamiento de residuos agroindustriales, de manera

gue se obtienen metabolitos o compuestos con valor econémico, tales como el &cido
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lactico, acido acético y etanol, entre otros. La Figura 1.1 muestra las diferentes rutas
de formacion de metabolitos a partir de residuos agroindustriales, de entre las

cuales se encuentra la fermentacién con BAL.
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1.3 Bacterias probioticas

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando son administrados en
cantidades adecuadas brindan un efecto beneficios hacia el huésped. Se considera
que los probioticos son beneficiosos pues proporcionan efectos positivos hacia la
salud del huésped, como el mantenimiento del equilibrio microbiano intestinal,
inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas, sintetizacion y mejoramiento de
la biodisponibilidad de nutrientes, reduccion del efecto de alérgenos, estimulacion
del sistema inmune y aumento a la resistencia de infecciones. (Corrales- Benedetti
y Arias-Palacios, 2020).

Para que un microorganismo sea considerado como probiotico, debe cumplir ciertas
especificaciones (Gutiérrez y Salas, 2018) como:

¢ No ser patdégeno o toxigénico.

e Tener la capacidad de adaptarse al microbiota intestinal sin desplazar a la
microbiota ya existente.

e Sobrevivir al transito gastrointestinal para después implantarse

e Mantenerse viable durante cierto tiempo en el intestino.

e Deber ser capaz de adherirse a las células epiteliales.

e Generar sustancias antimicrobianas.

e Mejorar las funciones inmunes y las actividades metabdlicas.

Las especies Lactobacillus y Bifidobacterium son utilizadas con mucha frecuencia
como probidticos, al igual que la levadura Saccharomyces cerevisiae, ademas de
otras bacterias como Pediococcus, Propionibacterium, Oenococcus, Bacillus,
Faecalibacterium y Enterococcus. Algunas de estas son consideradas bacterias
acido lacticas que presentan funciones como agentes fermentadores de alimentos,
lo que propicia que sean usadas como herramienta tecnoldgica en la conservacion
de productos y produzcan efectos fisiolégicos que beneficien al huésped a través
de la capacidad probiética (Bernal-Castro et al., 2017).
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1.3.1 Condiciones de propagaciéon de bacterias probioticas.

El género Bacillus tiene una amplia distribucién en varios tipos de ambientes como
el suelo, los ecosistemas de agua dulce y marinos, asi como también en
ecosistemas extremos. Este género se ha aislado a partir de cultivos de importancia
econdmica como el arroz, demostrando que las cepas de Bacillus son capaces de
solubilizar fosforo, fijar nitrégeno, producir auxinas y sustancias antagonicas contra
diferentes hongos fitopatégenos (Badia et al., 2011). Algunos autores, como Ruiz et
al., (2021) aislaron la bacteria Bacillus subtilis a partir de cuticulas de hormigas
utilizando como medio de cultivo Agar Nutritivo (AN), al igual que Matos et al., (2018)
cuando realizaron fermentacion sumergida para la produccion de xilanasas a partir
de la bacteria Bacillus subtilis E44, Mendez-Ubeda et al., (2017) realizaron el
aislamiento de bacterias del genero Bacillus a partir de bioinsumos artesanales
utilizando como medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Plate Count
(PCA) y AN a 35°C durante 24 horas.

A pesar de que las BAL tienen en comun muchas caracteristicas fundamentales,
cada grupo o genero individual requieren de condiciones de crecimiento Unicas que
incluyen un rango de pH o6ptimo. Estas condiciones especificas de crecimiento
hacen casi imposible identificar y utilizar un solo medio de uso mdltiple para el cultivo
de las BAL. Por ejemplo, el género Lactobacillus prefiere un pH inferior a 4.5,
mientras que Leuconostoc se desarrolla mejor en un pH de 5.5 o superior. Esta
variedad de requisitos de crecimiento ha dado lugar a la gran variedad de medios
utilizados para el cultivo de cada especie especifica de BAL, sin embargo el medio
mas utilizado para el cultivo rutinario de estas BAL es el medio Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) que puede modificarse con sorbitol, galactosa o maltosa. Otros
medios utilizados para el aislamiento de BAL especificas incluyen Elliker, medio de
Lee para Streptococcus, agar selectivo de Lactobacillus, agar LM17, agar SM17 y
agar de Edward (Renschler et al., 2020).

Para la propagacion y cultivo de las BAL, los requerimientos nutricionales son muy

exigentes, ya que necesitan carbohidratos, aminoacidos, vitaminas y minerales para

30



Fundamentos Tebricos

su crecimiento, debido a esto se cultivan en medios enriquecidos. El medio de
cultivo mas usado para el crecimiento de estas bacterias es el medio MRS por su
capacidad de aportar los nutrientes necesarios para el crecimiento de las bacterias.
Sin embargo, es considerado como un medio costoso debido a las fuentes de
nitrdgeno que lo componen, tales como extracto de carne y proteosa de peptona.
Para reducir los costos de dicho medio, es posible reemplazar las fuentes de
nitrégeno por fuentes provenientes de residuos agroindustriales (Dominguez-
Gutiérrez et al., 2019).

1.3.2 Mecanismos de accion de los probidéticos

El mecanismo general de los probiéticos en el huésped consiste en incrementar la
produccion de enzimas que conducen a la digestion y absorcion de nutrientes,
mejorar la morfologia de células epiteliales intestinales y potenciar la respuesta
inmune aumentando la concentracion de microorganismos favorables en el intestino
gue promuevan la funcion de barrera de células epiteliales intestinales e inhiban la

adhesion de patdgenos y toxinas (Ding et al., 2020).

Existen diversos beneficios que aportan los probiéticos y de acuerdo con la
investigacién realizada por Molina (2019) algunos de los mecanismos de accién que

se destacan son los siguientes:

e Los probioticos tienen la capacidad de reducir agentes patdgenos debido a
la produccion de bacteriocinas, a la exclusion por competencia al adherirse
a los probiéticos del epitelio intestinal, cambios en el pH.

e Bacterias acido lacticas como Bifidobacterium, Bacillus y Lactobacillus
generan bacteriocinas que inhiben el crecimiento de microorganismos
patdgenos como Staphylococcus, Enterococcus, Listeria y Salmonella ya que

no permiten la sintesis de la pared celular bacteriana.
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e Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium sintetizan acidos organicos que
reducen el pH intracelular a niveles letales para las bacterias patdogenas, por
lo que disminuye el riesgo de colonizacion por microrganismos patdogenos.

e Algunas bacterias poseen la capacidad de disminuir la permeabilidad del
epitelio intestinal provocando una reduccion en la translocacion de patdogenos
intestinales del tubo digestivo hacia otros érganos.

e Se han utilizado probidticos como promotores de crecimiento debido mejoran
la digestibilidad de nutrientes causada por el incremento de la actividad
enzimatica en el intestino.

e Tienen el poder de modular la respuesta inmune del huésped, tan la

respuesta innata como la respuesta adaptativa.

1.3.3 Actividad probidtica en animales

El beneficio principal del empleo de los probioticos en la salud de los animales es el
balance microbiano en el tubo digestivo. La exclusidbn competitiva, el antagonismo
bacteriano e inmuno-modulacién son los mecanismos por lo que los probidticas

logran hacer este balance (Molina, 2019).

La Tabla 1.3 enlista las bacterias probidticas aprobadas para ser utilizadas en
alimentos para animales, de acuerdo con la Asociacion Americana de Oficiales de

Control de Alimentos para Animales.

El empleo de probidticos en rumiantes es asociado a la modulacion y estimulacion
del desarrollo de la microbiota ruminal. Algunos de los probioticos utilizados como
aditivos son Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus y hongos. Se ha reportado que,
al utilizar probioéticos, como Bacillus licheniformis, Ruminococcus flavefaciens y
Lactobacillus spp, incrementa la produccion de leche y porcentaje de grasa en los

animales (Corredor-Camargo y Otalora-Porras, 2020).
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Tabla 1.3 Microorganismaos aprobados para su uso en alimento para animales (Molina,
2019).

Microorganismos

Bacterias Gram positivas, formadoras

de esporas

Bacillus coagulants
Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis

Bacterias Gram negativas, no

formadoras de esporas

Bacteroides amylophilus
Bacteroides capillosus
Bacteroides ruminocola
Bacteroides suis
Megasphaera elsdenii

Bacterias Gram positivas, no
formadoras de esporas

Bifidobacterium adolescentes
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum
Enterococcus cremoris
Enterococcus diacetylactis
Enterococcus faecium
Enterococcus intermedius
Enterococcus lactis
Enterococcus thermophilus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilacticii
Pediococcus cerevisiae
Pediococcus pentosaceus
Propionibacterium acidipropionici
Propionibacterium freudenreichi
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Khattab et al., (2020) evaluaron los efectos de la adicion de probidticos en la dieta
basada en atriplex en ovejas. Utilizaron diferentes tratamientos con levadura y dos
bacterias probioticas. Los tratamientos fueron: (1) dieta de control, (2) dieta de
control adicionado con Saccharomyces cerevisiae por dia y (3) dieta de control
adicionado con Bacillus subtilis y Lactobacillus casei por dia. Para la
experimentacion utilizaron treinta ovejas que recién habian dado a luz. Tanto las
ovejas como los corderos recién nacidos fueron alimentados con las dietas
mencionadas anteriormente. Observaron que, al incluir probioticos en la dieta de las
ovejas, aumento significativamente la ingesta de materia seca, materia organica,
proteina cruda y fibra de detergente neutro, pero no detectaron algiin cambio en el
peso corporal, la produccion de leche, la composicién de la leche o la eficiencia
(ingesta de leche / materia seca). En cuanto a los corderos, la dieta de bacterias
incremento la ganancia de peso diaria promedio en comparacion con la dieta
adicionada con levadura y dieta del grupo de control. El nitrégeno ureico en sangre
aumentd y los lipidos y triglicéridos totales disminuyeron con la suplementacién con
probioticos. Todos los demas parametros sanguineos no se vieron afectados. Por
tanto, concluyeron que al suplementar las dietas a base de heno atriplex con
bacterias probitticas resultaron benéficas al demostrar un mayor peso al destete,
un aumento de peso diario promedio y un mejor estado de salud en los corderos ya

gue disminuyeron las incidencias por diarrea.

Sosa Cossio et al., (2020) determinaron la respuesta biolégica de pollos de ceba al
afadir el probiodtico Lactobacillus pentousus LB-3 en el alimento. Utilizaron ocho
animales para el tratamiento, los cuales fueron separados en dos grupos, siendo el
primero el grupo de control. El segundo grupo fue alimentado con la dieta comudn
adicionada con Lactobacillus pentosus LB-31 en concentracion de 1 x10’ UFC/ g de
alimento (de acuerdo a la concentracidon minima que se requiere de la bacteria para
ser efectiva descrito por la FAO). Los animales fueron monitoreando con parametro
hematolégicos, de bioquimica sanguinea, morfométricos e inmunoldgicos. En el
caso de los indicadores morfométricos fueron expresados como peso relativo al

peso vivo (g/kg de peso vivo) y para el grupo que fue alimentado con la dieta
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adicionada con probidticos se pesaron los organos relacionados con el sistema
inmune (timo y bolsa de Fabricio). A los 42 dias de edad de las aves no determinaron
diferencia alguna en los tratamientos para la hemoglobina y hematocrito. Los niveles
de albumina, colinestarasa y glutation aumentaron, mientras que hubo una
disminucién en los niveles de globulinas, acido urico, amilasa pancreética, fosfatasa
alcalina, colesterol y triglicéridos. En cuanto a pardmetros morfométricos hubo un
incremento en el peso de los 6rganos timo y bolsa de Fabricio, lo que indica que al
adicionar el probidtico se estimulo el desarrollo de los érganos provocando una
mejor respuesta inmune ante al ataque de agentes patdégenos. Concluyeron que
Lactobacillus pentosus LB-31 conserva su actividad probidtica en indicadores
morfo- fisioldgicos y hematologicos de pollos en ceba, por o que posteriormente

podria aplicarse para la elaboracion en masa destinados a sistemas ganaderos.

1.3.4 Bacterias acido-lacticas

Se refiere a las bacterias acido-lacticas (BAL) como un grupo de bacterias Gram
positivas, que presentan forma de cocos o bacilos, son no formadoras de esporas,
no presentan motilidad y su caracteristica principal es la sintetizacion de AL en el
proceso de fermentacién. Son ampliamente ocupadas en la industria alimentaria
pues poseen la capacidad de conservar naturalmente productos lacteos (Heredia-
Castro et al., 2017).

La mayoria de las BAL obtienen energia solo del metabolismo de azucares, por lo
gue su distribucion y desarrollo se encuentra limitada a ambientes en los que haya
azucares. Suelen clasificarse en homofermentativas, que producen solamente acido
lactico, y heterofermentativas, que producen mas de un compuesto (etanol y CO3).
Existen diferencias entre ambas rutas para la fermentacion de glucosa las cuales
pueden observarse en las Figuras 1.2 y 1.3. Las bacterias homofermentadoras
producen dos ATP/glucosa, mientras que las bacterias heterofermentadoras

producen solamente una ATP/glucosa, ademas de descarboxilar el 6-
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fosfogluconato y producir COz2, por lo que una manera facil de identificar las rutas

es si existe la produccion de gas en los cultivos (Madigan et al., 2015).
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Figura 1.2 Ruta de fermentacién de glucosa por accion de bacterias homofermentadoras
(Madigan et al., 2015).
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(Madigan et al., 2015).
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Producen sustancias antimicrobianas como el peroxido de hidrogeno (H202),
diacetilo, reuterina, acidos orgénicos y sustancias de naturaleza protéica o también

llamadas bacteriocinas (Borras-Sandoval et al., 2017).
1.3.5 L. acidophilus

Se encuentra de manera natural en una extensa variedad de alimentos. La mayoria
de las cepas de L. acidophilus (Figura 1.4) son bacterias anaerobias y su
crecimiento optimo se logra a una temperatura de 30- 45 °C con pH de 4-5. Es
ocupada en la industria alimenticia y asiste en la produccién de niacina y acido félico
en la digestion. Actualmente existen 3 secuencias de genomas de L. acidophilus,

cada una de ellas han sido ocupadas para diferentes usos (Fina-Martin, 2019).

— -
Figura 1.4 Lactobacillus acidophilus (Madigan et al., 2015)

1.3.6 L. fermentum

Es una bacteria que se encuentra comunmente en el tracto gastrointestinal de
humanos, donde ejercen efectos beneficiosos para el huésped. También se
encuentra en la leche cruda, productos lacteos y en bebidas y productos
fermentados. Algunos probiéticos aislados como L. fermentum 90 TC-4 y RC-14 son

ampliamente utilizados en la industria (Anisimova y Yarullina, 2018).
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1.3.7 Bacillus subtillis

Se definen como bacterias productoras de endosporas que resisten al calor. De
entre sus caracteristicas principales destacan, su crecimiento aerobio o en
ocasiones anaerobio facultativo, son Gram positivas, presentan morfologia bacilar,
movilidad flagelar, su rango de tamafio es de 0.5 a 10 um y requieren de pH neutro
para su crecimiento 6ptimo. La mayoria de las especies Bacillus son mesofilas, sin
embargo, algunas resisten un amplio intervalo de temperatura para su crecimiento.
También tienen la capacidad de producir endosporas como un mecanismo de

resistencia (Villareal-Delgado et al., 2018).

Muchos bacilos generan enzimas hidroliticas extracelulares que realizan la hidrolisis
de polimeros complejos, como polisacaridos, acido nucleicos o lipidos, lo que facilita
gue utilicen estos productos como fuente de carbono y donadores de electrones
(Madigan et al., 2015). En adicion, muchos de los miembros que conforman este
género presentan caracteristicas como las endosporas, que le confieren a la
bacteria resistencia a la desecacion y al calor, por lo que se le considera como un
candidato ideal para la formulacibn de productos estables y su empleo en la
biotecnologia agricola (Badia et al., 2011) ademas de que han demostrado
capacidad para la sacarificacibn simultanea y co-fermentacion de azucares

hidrolizados para la produccién de lactato (Santiago et al., 2019).

1.4 Crecimiento bacteriano

De acuerdo con Madigan et al., (2015), el ciclo de crecimiento bacteriano completo

incluye las siguientes fases:

e Fase de latencia. Cuando un cultivo microbiano es inoculado en un medio
fresco, se inicia la fase de latencia. Esta fase puede ocurrir en un breve o
extenso intervalo de tiempo, dependiendo de los antecedentes del inoculo, la

naturaleza del medio y las condiciones de crecimiento. Si se transfieren
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células de un cultivo que se encontraba en fase exponencial al mismo y en
las mismas condiciones no se producira una fase de latencia y el crecimiento
exponencial comenzara de manera inmediata. Caso contrario a que si el
inoculo se obtiene de un cultivo viejo, habra fase de latencia ya que las
células carecen de constituyentes esencial y necesitan tiempo para su
biosintesis. También existe la fase de latencia cuando el inoculo es de baja
viabilidad (pocas células vivas) o contiene células dafiadas por algin agente
como altas o bajas temperaturas, radiacion o sustancias toxicas. La fase de
latencia puede presentarse cuando se transfiere un cultivo microbiano de un

medio de cultivo rico a uno més pobre.

Fase exponencial. A lo largo del crecimiento exponencial la poblacion de
células se duplica en intervalos regulares de tiempo, dependiendo de los
recursos disponibles y otros factores. Las células que estan en fase
exponencial se encuentran en su mejor estado de salud. La velocidad de
crecimiento exponencial varia mucho y depende de las condiciones
ambientales, como la temperatura y composiciéon del medio de cultivo.
Generalmente las células procariotas crecen con mayor velocidad que los
eucariotas y las eucariotas mas pequefas suelen crecer mas rapido que las
grandes. Por lo tanto, las células pequefias tienen mayor capacidad para el
intercambio de nutrientes, esto influye en gran medida en el crecimiento y

otras propiedades.

Fase estacionaria. Cuando el crecimiento exponencial termina, porque los
nutrientes del medio se agotan o porque se acumulan los desechos del
organismo, da inicio la fase estacionaria. En esta fase no se produce un
aumento o disminucion de células de manera que la velocidad de crecimiento
de la poblacion es igual a cero. Esto no significa que el crecimiento,
metabolismo energético y los procesos biosintéticos se detengan, solo ocurre

a una velocidad muy baja.
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e Fase de muerte. Esta, al igual que la fase exponencial, produce una funcion
exponencial. La fase de muerte es mucho mas lenta que la fase de

crecimiento, incluso pueden quedar células viables durante meses o afos.

En la Figura 1.5 se puede observar la grafica del crecimiento tipico bacteriano, en

la cual la densidad Optica (turbidez) aumenta conforme al crecimiento de células.
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Figura 1.5 Curva del crecimiento bacteriano (Madigan et al., 2015).

1.5 Modelo de Hom

En 1972 Hom propuso un modelo que proporciona una expresion generalizada para
el producto de concentracion de tiempo, su modelo es muy parecido al modelo de
Chick-Watson. En él se observa una adicion de un factor de potencia m por tiempo.
Posteriormente se introduce una modificacion que permite el rezago inicial, la fase
logaritmica lineal y la disminucién de la curva. El modelo de Hom modificado se
observa en la Ecuacion 1.1, donde el valor de Ki, K2, K3 son las constantes

empiricas (Ganguly et al., 2018).
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lnNﬁ = —K; [1 — exp(—K,T)]%s (1.1)

0

Se han realizado trabajos de investigacion en los cuales se han obtenido parametros
cinéticos a través del modelo de Hom, tal es el caso de Estrada- Garcia (2021),
quien monitored la biotransformacion de residuos de porcinaza, a través del
consumo de carbohidratos. El determin6 que al utilizar una velocidad de agitacion
de 100 rpm, el valor de k es mayor (3.2090 x 102) por lo que la velocidad de
consumo de sustrato es mas rapida. Mientras que Romero-Mota et al., (2021), al
realizar fermentacion anaerobia de residuos agrocafieros, concluyeron que al
emplear una velocidad de agitacion de 150 rpm el consumo de carbohidratos es
acelerado ya que la velocidad de consumo es de 2.211 x 10 3. Por otra parte
Rocafuerte- Pefia (2022), determind que a las 48 horas de fermentacion anaerobia
de residuos de café se obtiene mayor velocidad de consumo de sustrato, con un
valor de k de 0.4188. En la Tabla 1.4 se observan a detalle los parametros cinéticos

obtenidos, a través del modelo de Hom, por estos autores.

Tabla 1.4. Comparacion de parametros cinéticos obtenidos a través del modelo de Hom.

Referencia Sustrato k* m R2
Rocafuerte- Residuos de
. ] 0.4188 0.03216 0.9998
Pefia, (2022) café
Estrada- _
Porcinaza 3.2090 x10*4 0.9599 0.8682
Garcia, (2021)
Romero-Mota et Residuos
2.211x10 3 1.363 0.9420
al., (2021) agrocaferos

1.6 Probidticos presentes en alimentos

En el mercado es posible encontrar una variedad de productos que contienen

probidticos en su composicidén, principalmente medicamentos, complementos
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alimenticios, soluciones de rehidratacion oral, formulas de continuacion y alimentos.
Estos pueden o no presentar una Unica cepa, algunos estan compuestos por
combinaciones de varias especies de microorganismos, en ocasiones asociadas
también con vitaminas, sustancias prebidticas, etc. Las principales especies de
probioticos que se adicionan en alimentos son bacterias que tienen la capacidad de
producir AL y que pertenecen a dos géneros principalmente: Lactobacillus,
utilizados en la fermentacion de alimentos y Bifidobacterium, gérmenes anaerobios
estrictos. De igual forma se utilizan microorganismos no bacterianos, como
Saccharomyces boulardii (levadura no patégena), y bacterias no patégenas como

Streptococcus termophilus y Escherichia coli nissle 1917 (Afiez- Zavala et al., 2015).

Lactobacillus y Bifidobacterium (pertenecientes al género de las BAL) son los
probioticos mas utilizados en alimentos y piensos. Otros microorganismos como la
levadura; Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de Escherichia coli y
Bacillus también han sido empleados como probidticos. Los probidticos se han
utilizado durante siglos en productos lacteos fermentados. Sin embargo, las
aplicaciones potenciales de los probioticos en productos alimenticios no lacteos y
en la agricultura no han recibido un reconocimiento formal (Kidist et al., 2019). En la
Tabla 1.5 se encuentra un listado de férmulas probidticas utilizadas para la nutricion
de los animales con el respectivo tipo de ganado. En él se observa que muchas de
las formulaciones contienen el género Lactobacillus y Bacillus, ya sea como especie

Unica de la formula o en combinacién con otras especies.
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Tabla 1.5 Ejemplos de formulaciones probidticas para la nutricion de ganado (Markowiak y
Slizewska, 2018).

Nombre comercial : . Animal
Microorganismo :
del preparado destino
Acid-Pak-4-Way Lactobacillus acidophilus, Aves de corral,
(Alltech) Enterococcus faecium cerdos
Anta Pro EF (Dr. Enterococcus faecium Cerdos

Eckel)

Avian PAC (Soluble Streptococcus faecium, Lactobacillus Aves de corral

Loveland Industries)  acidophilus,

Biogen D (Bio-Gen) Bifdobacterium bifdum, Lactobacillus Aves de corral
acidophilus, Pediococcus faecium

Biogen N (Bio-Gen) Bifdobacterium bifdum, Lactobacillus Cerdos
acidophilus, Pediococcus faecium

Biogen T (Bio-Gen) Bifdobacterium bifdum, Lactobacillus Cerdos
acidophilus, Enterococcus faecium

Bio Plus2B® (Chr. Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis  Cerdos,
Hansen) terneros, aves
de corral

BioPlus®YC (Evonik  Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis ~ Cerdos
Industries)

B.1.0.Sol (Biochem) Enterococcus faecium Aves de corral

Bro-biofair (Vitality Saccharomyces servisia Cerdos

Co.)

Calsporin (ORFFA) Bacillus subtilis Aves de corral,
cerdos

Cerbiopor Lactobacillus: acidophilus, brevis, Cerdos

casei, fermentum, lactis, plantarum;
Bacillus: subtilis, megaterium, pumilus;
Enterococcus faecium, Cellulomonas
sp., Saccharomyces cerevisiae

Cernivet LBC Enterococcus faecium Terneros,
(Cerbios) cerdos
Cerbiogalli Lactobacillus: acidophilus, casei, Aves de corral
plantarum
Cylactin (DSM) Enterococcus faecium Aves de corral,
cerdos,
terneros
Doctor Em® (Biotron) Lactobacillus: paracasei, plantarum; Aves de corral,
Lactococcus lactis, Saccharomyces cerdos,
cerevisiae terneros
Ecobiol (Norel Animal Bacillus amyloliquefaciens Aves de corral
Nutrition)
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Tabla 1.5 Continuacion

Nombre comercial
del preparado

Microorganismo

Animal
destino

Enviva™ Pro

(DANISCO Animal

Nutrition)

Bacillus subtilis

Aves de corral

Enviva®MPI

(DANISCO Animal

Nutrition)

Lactobacillus: farciminis, rhamnosus

Cerdos

Farmafore soluble
(Farm’apro)

Lactobacillus: rhnamnosus, farciminis

Aves de corral

FloraMax-B11 (Pacifc

Lactobacillus salivarius, Pediococcus

Aves de corral

Vet Group) parvulus

GalliPro® (Evonik Bacillus subtilis Aves de corral
Industries)

Galvit Probiotyk Enterococcus faecium Aves de corral
(Galvit)

Lactiferm Enterococcus faecium Aves de corral,

cerdos,
terneros

Lavipan® (JHJ)

Lactobacillus: plantarum, casei;
Lactococcus lactis, Carnobacterium
divergens, Saccharomyces cerevisiae

Aves de corral,
cerdos

LSP 122 (Alpharma)

Bacillus licheniformis

Cerdos

Microguard (PeterLab

Holdings)

Bacillus: licheniformis, megaterium,
mesentricus, polymyxa, subtilis;
Saccharomyces boulardii;

Bididobacterium bifdum; Lactobacillus:

acidophilus, bulgaricus, plantarum;
Streptococcus faecium

Aves de corral,
cerdos

MicroSource S Bacillus: subtilis, licheniformis Cerdos
(Agtech Products
Inc.)
Oralin® (Chevita Enterococcus faecium Cerdos,
GmbH) terneros, aves
de corral
PrimalLac (Star Labs, Bifdobacterium: bifdium, thermophilus; Cerdos,
Inc.) Enterococcus faecium; Lactobacillus: caballos, aves
acidophilus, casei, de corral,
ciervos
Probiomix Bifdobacterium bifdum Lactobacillus Terneros, aves
amylovorus Enterococcus faecium de corral
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Tabla 1.5 Continuacion

Nombre comercial . . Animal
Microorganismo :
del preparado destino
Probion (Woogene Bacillus subtilis, Clostridium butyricum, Cerdos, aves
B&G Co. Ltd.) Lactobacillus acidophilus de corral
Probios (Chr Hansen) Lactobacillus: acidophilus, casel, Aves de corral,
plantarum, lactis; Enterococcus cerdos
faecium; Bacillus subitilis
Probiosacc C-I Saccharomyces cerevisiae Terneros
Pro-Biotyk em15® Bacillus subtilis, Bifdobacterium: Aves de corral,
(ProBiotics) animalis, bifdum, longum, cerdos,
Lactobacillus: acidophilus, casei, terneros,
delbrueckii subsp. bulgaricus, caballos
fermentum,.plantarum; Lactococcus
lactis subsp. lactis; Saccharomyces
cerevisiae; Streptococcus thermophilus
Propoul (International Lactobacillus fermentum Aves de corral
Company s.r.o.)
Protexin (Protexin Lactobacillus: plantarum, delbruecki Aves de corral,
Probiotics subsp. bulgaricus, acidophilus, cerdos, ovejas,
International Ltd.) rhamnosus; Bifdobacterium bifdum; ganado
Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus; Enterococcus faecium;
Aspergilus oryzae; Candida
pintolepesii
Provita LE Lactobacillus rhamnosus, Cerdos,
(Schaumann) Enterococcus faecium terneros
Super-CyC (Choong  Bacillus subtilis, Saccharomyces Aves de corral,
Ang Biotech Co. Ltd.) cerevisiae ganado,
caballos,
cerdos
Toyocerin® Bacillus toyonensis Cerdos
(Rubinum S.A.)
UltraCruz (Santa Enteroccus faecium, Lactobacillus: Ganado,
Cruz Animal Health)  acidophilus, casei, plantarum terneros, aves
de corral
Yea Sacc (Alltech) Lactobacillus rhamnosus, Ganado,
Enterococcus faecium terneros

1.6.1 Alimento funcional

Citando a Castillo (2016), un alimento funcional es aquel alimento o ingrediente

alimentario potencialmente saludable que contiene nutrientes no tradicionales que
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benefician en una o mas funciones al organismo. Este puede contener un
macronutriente con efecto fisioldégico especifico, un micronutriente esencial o un
componente alimenticio que a pesar de no ser considerado como esencial, su
ingesta permite la modulacion de alguna funcion especifica en el organismo que
reduzca el riesgo de enfermedad. Por tanto, un alimento funcional probidtico
contendrd, en namero suficiente, microorganismos viables que brinden un efecto

beneficioso hacia el huésped, ya sea adicional, terapéutico o preventivo.

1.7 Estudios previos

Matos Trujillo et al., (2020) evaluaron residuos agricolas como el afrecho de trigo,
el bagazo de cafia de azucar, la cdscara de arroz y el rastrojo de maiz como sustrato
para la produccion de enzimas utilizando la bacteria Bacillus subtilis a través de la
fermentacién en estado seco, con la finalidad de evaluar la produccién de enzimas
endocelulosas, endoxilanasas y mananasas. Estas enzimas complementan a las
enzimas enddgenas, que ya se encuentran en los animales, para la reduccion de
infecciones provocadas por patégenos como Salmonella spp y Clostridium spp.
Concluyeron que la mayor produccion de enzimas endoxilanasas en los residuos
agricolas fue el afrecho de trigo (25.08 Ul mL™?), seguido por el bagazo de cafia de
azlcar (9.32 Ul mL™1), la cascara de arroz (6.92 Ul mL™?) y el rastrojo de maiz (6.95
Ul mL1). Por tanto, se consideré que la bacteria Bacillus subtilis tiene un gran
potencial para la produccion de enzimas endoxilanasas, por lo que puede ser
utilizada como un aditivo para aumentar la calidad del alimento para ganado.

Almanaa et al., (2020) evaluaron la produccion de amilasa en el proceso de
fermentacion en estado solido de residuos agroindustriales como salvado de trigo,
cascara de platano, cascara de naranja, salvado de arroz y cascara de pifia,
utilizando la cepa Bacillus subtilis D19. De acuerdo con su investigacion, los medios
sintéticos son demasiado caros por lo que no es factible utilizarlos para grandes
producciones de enzimas industriales, para ellos utilizaron residuos agroindustriales

como un medio mas econdémico para la produccion de amilasa que puede ser
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utilizada para diversos procesos industriales. Analizaron parametros como el pH,
humedad y fuente de carbono para determinar las condiciones 6ptimas para una
mejor produccion de amilasa. Utilizaron como fuente de carbono levadura y almidén.
Observaron que al inocular la cepa bacteriana Bacillus subtilis D19 en salvado de
trigo, con pH de 9, humedad del 70 %, 1 % de almidon, 1 % extractos de levadura
y 5 % de in6culos se obtenia una mejor produccion de amilasa (1239 U/g). Por lo
tanto, concluyeron que, la produccion de amilasa a pH y contenido de humedad
optimos mejora el rendimiento de la enzima, ademas de que los factores fisicos y

las fuentes de carbono influyen en la produccién de amilasa.

Caicedo et al., (2019) determinaron la composicion quimica y digestibilidad de
nutrientes de la fermentacion, con inéculos de yogur natural, de residuos de
tubérculos de taro (Colocasia esculenta (L), Schott) en cerdos de crecimiento.
Determinaron parametros como materia seca (MS), materia organica (MO), proteina
bruta (PB), fibra bruta (FB), cenizas, extracto étereo (EE), extractos libres de
nitrogeno (ELN) y energia bruta (EB). Para el analisis de digestibilidad ocuparon 12
cerdos castrados y los alimentaron con tres dietas con diferentes porcentajes de
inclusién de fermentacién en seco (0, 10 y 20 %). El fermentado de taro presento
alto contenido de MS (83.33 %), MO (93.77 %), PB (13.95 %) y ELN (72.78 %).
Mientras que los coeficientes de digestibilidad mas altos se alcanzaron con la dieta
gue contenia 20 % de inclusién de fermentacion, ya que obtuvo valores de MS
(91.37 %), MO (96.36 %), PB (87.81 %) y FB (54.75 %). Ademas, encontraron que
el contenido de proteinas aumento después de la fermentacion, esto es debido a la
produccion de proteina microbiana de las bacterias acido lacticas. Concluyeron que
la suplementacién con Lactobacillus, Saccharomyces, Bacillus y Pediococcus en
dietas de cerdas brindan un efecto positivo en el aprovechamiento de materia
organica y nitrogeno y por tanto que la utilizacion de tubérculos de taro fermentados

garantiza un alimento apropiado para cerdos en etapa de crecimiento.

Fonseca Lopez et al., (2018) utilizaron zanahorias de la especie Daccus carota L.

en conjunto con otros residuos agricolas lignocelulésicos como la cafia de azucar,

47



Fundamentos Tebricos

cascarilla de café, repila de trigo y tusa de maiz para la elaboracion de un alimento
para ganado bovino. Utilizaron como estrategia la fermentacion en estado sdlido y
elaboraron tres tratamientos con diferente composicion cada uno. Monitorearon
paradmetros como el pH, humedad, proteina bruta, materia seca, cenizas, fibra en
detergente acida, extracto etéreo (lipidos) y analisis microbioldgicos. Lograron
obtener una masa rica en proteina bruta, sin embargo, encontraron que la humedad
y pH es un pardmetro que influye mucho sobre el proceso de fermentacion en seco,
pues se observo que una humedad de 41.1 %y pH superior a 6, reduce la disolucién

de nutrientes y por tanto limita el crecimiento de bacterias acido lacticas.

Vera Mejia et al., (2018) evaluaron el efecto de L. plantarum con una concentracion
de 1x10° en indicadores de salud, bioproductivos y morfométricos en cerdos
destetados. Utilizaron 24 lechones, los cuales fueron distribuidos en tres grupos,
uno de control (T1) y dos grupos tratados (T2 y T3). El grupo T1 fue alimentado con
la dieta que normalmente consumen, mientras que al alimento de los grupos T2 y
T3 se les adicion6 10 y 20 mL de solucion con probidticos (por animal)
respectivamente. El alimento adicionado con probioticos era suministrado por las
mafianas durante 70 dias. Durante el tiempo que duro el experimento, analizaron
indicadores productivos como la ganancia de peso semanal, peso final, conversion
alimenticia y ganancia de peso de los cerdos, ademdas se realizaron analisis
hematolégicos como proteina total albumina, urea, glucosa, colesterol total
colesterol HDL y LDL, AST y ALT, gl6bulos rojos, leucocitos y linfocitos. Observaron
que en el grupo T3 hubo un mejor comportamiento en cuanto a la conversion
alimenticia con un valor de 1.58 kg lo que nos indica que la presencia de L.
plantarum en el intestino asegura una mejor absorcién de las proteinas haciendo
mas eficiente la capacidad digestiva lo que provoca un incremento en la
disponibilidad proteica. También observaron que la incidencia de diarreas se redujo
para los grupos T2 y T3 en un 14.29 % y 28.57 % respectivamente por lo que al
disminuir los trastornos gastrointestinales, disminuyen los gastos en medicamentos.
En cuanto a los analisis hematol6gicos, no se presentaron cambios por lo que

determinaron que el probidtico no afecta las caracteristicas de la sangre de los
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cerdos. Finalmente concluyeron que la adicion de probiéticos en cantidades

adecuadas mejora la composicion del microbiota intestinal de los cerdos.

Romero Mota (2017), determind a través de una caracterizacion fisicoquimica y
microbiolégica que el residuo porcicola es un sustrato susceptible para el
crecimiento de las bacterias L. acidophilus, fermentum y reuteri debido a su rico
contenido de nutrientes que permiten el Optico crecimiento de las bacterias
mencionadas anteriormente. Realiz6 una cinética con duracion de 72 horas, con
variaciones en la concentracion de carbohidratos y pH, manteniendo la temperatura
y agitacién constante. Concluyé que las condiciones 6ptimas para la produccion de
AL y para la supervivencia estable de los lactobacilos es utilizando una
concentracion de carbohidratos de 8.2 g/L y un rango de pH de 5.5 a 6.7, ademas
de que el tiempo de residencia en el cual se produjo mayor cantidad de AL se obtuvo
entre las 48 y 72 horas. Observé que las concentraciones de coliformes fecales y
salmonella spp disminuyeron en una y dos unidades logaritmicas respectivamente.
El AL es una sustancia antimicrobiana, por lo que el uso de bacterias probidticas en
el proceso fermentativo tiene un doble beneficio, la degradacion y desinfeccion de

residuos porcicolas y la obtencion de un producto con potencial alimenticio.

Rodriguez de Olmos et al., (2017) analizaron el proceso fermentativo en estado
solido de residuos de semillas de soja utilizando las bacterias L. paracasei subsp.
paracasei CRL 207, L. rhamnosus CRL 981, L. fermentum CRL 251 vy
Bifidobacterium (B.) longum CRL para crear un alimento vegetariano funcional
portador de microorganismos que aporten propiedades nutricionales. Para
seleccionar las bacterias tomaron como criterios de aceptacion, la cantidad de
carbohidratos disponibles, tales como la sacarosa, rafinosa y/o estaquiosa, la
produccion de enzimas y la capacidad de hidrolizar proteinas. Realizaron pastas de
sojas con diferentes porcentajes de humedad, a las cuales posteriormente se les
agregaron diferentes concentraciones de in6culo de bacterias con 1 % (v/p)
equivalente a 1.50 x107 UFC/g, 4 % (v/p) equivalente a 7.9x10” UFC/ gy 8 % (v/p)
lo que equivale a 1.84 x107 UFC/ g. Los parametros monitoreados a lo largo de la
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fermentacion, que tuvo un lapso de 24 horas, fueron el pH, el crecimiento
microbiologico y la temperatura. Al analizar los resultados obtenidos concluyeron
que al utilizar la cepa L. rhamnosus CRL 981 con la pasta que contenia 80 % de
humedad y 4 % de inoculo a 37 °C se obtenia mayor produccion de bacterias y por

tanto un alimento rico en probidticos.

Asgher et al.,, (2016) evaluaron la degradacién de lignocelulosa de residuos
agroindustriales a través del proceso fermentativo en estado soélido utilizando el
hongo Schizophyllum commune IBL-06. Inocularon el hongo en paja de arroz para
posteriormente inocular en otros residuos agroindustriales y lograr una remocion de
lignina. Monitorearon pardmetros como el tiempo de incubacién, pH, temperatura,
fuente de carbono y nitrégeno, relacién carbono/nitrogeno y efecto de los
mediadores. Determinaron que las condiciones éptimas para alcanzar una mayor
recuperacion de enzima fueron pH de 5, temperatura 35 °C, relacion C: N, 20:1,
mediador MNnSO4, tamafio de inoculo de 4 mL, tiempo de 144 h. Utilizaron el extracto
ligninolitico para la deslignificacion de tallo de platano, mazorcas de maiz, bagazo
de cafia de azUcar y paja de trigo, logrando remover el 61.7 %, 47.5 %, 72.3 %, y
67.2 % respectivamente. Concluyeron que los residuos lignocelulésicos podrian ser
utilizados como un sustrato de bajo costo para la produccién de enzimas que juegan

un papel importante para sectores industriales y biotecnolégicos.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

La metodologia para realizar esta investigacion se describe a continuacion, en la
Figura 2.1 se puede observar el diagrama de bloques que describe por etapas los

procedimientos realizados a lo largo de la experimentacion.

ST

SVT
Nitrogeno Total
Carbohidratos | +—

1. Obtencion y caracterizacion de residuos
de maiz blanco (Zea Mays L)

Coliformes
fecales
Salmonella spp ¥
2. Obtencién y propagacion de las bacterias Caldo MRS
probicticas Bacillus subtilis, L. acidophilusy ——» Agar MR_S
L. fermentum Agar nutritivo
(AN)

Y

Determinacion
de carbohidratos,
conteo celular, |«+———
biomasa y acido
lactico

3. Determinacion de los parametros
cinéticos de Bacillus subtilis, L. acidophilus y
L. fermentum para la biotransformacion de
residuos de maiz blanco (Zea Mays L.)

l ST

STV
4. Caracterizacion de la biomasa obtenida » Carbohidratos

Proteinas
Conteo celular

Figura 2.1 Diagrama general de la metodologia.

2.2 Obtencidn y acondicionamiento de los residuos de maiz blanco

La recoleccién de los residuos de maiz se llevé a cabo en el mercado Emiliano

Zapata ubicado en el municipio de Orizaba, Veracruz, México (Figura 2.2).

Las muestras obtenidas fueron sometidas a un proceso de secado durante 48 horas
en una estufa a 115 °C. Posterior al secado se realizé una reduccion de tamafio de

particula hasta obtener un polvo. Una vez obtenido el polvo se procedio a hacer una
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dilucién 1:15 con agua purificada para obtener un valor de ST de 4-5 %. La dilucién
de residuos de maiz se mantuvo en refrigeracién a 4 °C hasta el momento de su

uso.

Figura 2.2 Olote de maiz blanco.

2.3 Caracterizacion de los residuos de maiz

Se realiz6 la caracterizacion fisica, quimica y microbiolégica del residuo, con el
propasito de conocer las propiedades, composicion y los niveles de contaminantes
que pudiera presentar. En la Tabla 2.1 se muestran los parametros evaluados, asi

como el método bajo el cual se realizé cada analisis.

Tabla 2.1 Parametros para la caracterizaciéon de residuos de maiz blanco.

Parametros Unidad Método
Fisicos
pH - Potenciémetro
ST %m/m 2540 B Standard Methods
STV %m/m 2540 E Standard Methods
Quimicos
Nitrégeno Total mg/kg ST 4500-NTK C SM
Carbohidratos g/L Antrona-Sulfarico
Proteinas % Micro Kjeldahl
Microbioldgicos
Coliformes fecales NMP/ g ST NOM-004-SEMARNAT-2002
Salmonella spp. NMP/ g ST NOM-004-SEMARNAT-2002
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2.3.1 Determinaciéon de pH

El pH es el parametro que indica la concentracion de iones hidrégeno en una
disolucion, este parametro se mide de forma directa en la muestra con ayuda de un
potenciometro. La determinacion de pH se realiz6 a través de un potenciometro

marca Orion modelo 250a.

2.3.2 Determinacion de ST

Se define como ST al material residual obtenido después de la evaporacion y el
secado de la muestra a determinada temperatura. La determinacioén de ST se realizo
mediante la técnica gravimétrica descrita en el método estandar 2540 G de la APHA-
AWWA-WPFC (1999) que consisti6 en evaporar la muestra en un crisol,
previamente puesto a peso constante, a 103-105 °C durante 24 horas en una estufa
marca Felisa. El incremento de peso sobre el peso del crisol vacio representa la
cantidad de ST presentes en la muestra. Para calcular el porcentaje se utilizo la

Ecuacion 2.1.

P, — P
%ST = ——2

100 (2.1)

2 1

Donde:
P1= Peso del crisol a peso constante
P2= Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra antes de la evaporacion

Ps= Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra seca

2.3.3 Determinacién de STV

De igual manera que los ST, el porcentaje de sélidos totales volatiles (STV) se
determind con el método estandar 2540 G de la APHA-AWWA-WPFC (1999), el
cual consiste en calcinar el residuo, producido en la determinacion de solidos

totales, a 550 °C en una mufla marca Termolyne durante un lapso de dos horas. El
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peso perdido en el crisol tras la incineracion del residuo seco representa el

contenido en STV. El porcentaje se calculé usando la Ecuacion 2.2.

P; — Py
P; —P

%STV = %100 (2.2)

Donde:
P1= Peso del crisol a peso constante
P3s= Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco

P4= Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada
2.3.4 Determinacion de nitrégeno total

El contenido de nitrégeno total en la muestra se midié mediante el método 4500-
NTK C de APHA-AWWA-WPFC (1999), el cual esta basado en la digestion de la
muestra con &cido sulfurico concentrado en presencia de selenio (utilizado como
catalizador), para llevar a cabo la reduccion de nitrégeno organico en iones de
amonio. Una vez concluida la digestion, se dejo enfriar la muestra a temperatura
ambiente para posteriormente pasarla al destilador Micro Kjeldahl en el cual se
afadio hidréxido de sodio (40 %) para alcalinizar la muestra y desplazar el equilibrio
hacia la formacién de amoniaco libre. El amoniaco es arrastrado al vaso receptor en

solucion de acido bérico 4 % e indicador rojo-azul de metileno.

Finalmente se realiza la valoracién del borato que reacciono con el amoniaco
mediante la titulacién con acido sulfdrico de normalidad conocida. El nitrégeno total

se calcul6 usando la Ecuacion 2.3.
G-N-0.014"

%N =
% M

100 (2.3)

Donde:

G= mL de solucion gastados en la titulacion
N= normalidad de la solucion en la titulacion
M= peso de la muestra

*el valor de 0.014 corresponde a los miliequivalentes de nitrdgeno
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2.3.5 Determinacion de proteinas

Las proteinas son macromoléculas organicas de alto peso molecular constituidas
basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Son importantes para el
desarrollo de los multiples procesos vitales. La cuantificacion de proteina presente
en la muestra se realiz6 mediante el método Kjeldahl, en el cual, una vez obtenido
el valor de nitrogeno se pudo obtener el porcentaje de proteina aplicando la
Ecuacion 2.4:

%P = %N * F (2.4)

Donde:
%N= porcentaje de nitrégeno
F= factor de conversion (6.25)

2.3.6 Determinacion de carbohidratos

La concentracion de carbohidratos se determiné a través del método de Antrona-
Sulfurico. Este método permite la cuantificacibn de una amplia gama de
carbohidratos. En presencia de acido sulfurico concentrado, los carbohidratos son
deshidratados a furfurales los cuales se condensan con antrona dando un complejo

azul verdoso.

Se prepardé una curva de calibracibn con solucién dextrosa para hacer una
correlacion matematica y obtener los valores de concentracion de acuerdo con la

absorbancia.

La muestra se diluyo previamente 1:50, de la cual se tomo6 2 mL y se adiciond en un
tubo de ensayo al cual se agregaron 8 mL de la solucion de antrona-sulfurico para
posteriormente colocar a bafio caliente durante 12 minutos a 94 °C. Finalmente se
dejaron enfriar los tubos a temperatura ambiente para dar paso a la lectura en un
espectrofotometro Thermo Scientific modelo Genesys 20 el cual estaba ajustado a

longitud de onda de 620 nm.
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2.3.7 Determinacion de coliformes fecales

Se utilizé el método para la cuantificacion de coliformes fecales en lodos y biosolidos
descrito en la NOM-004-SEMARNAT 2003. El método esta basado en que las
bacterias presentes en la muestra pueden ser separadas dando como resultado una
suspension de células bacteriana. Mediante diluciones sucesivas de la muestra se
adquieren inéculos de al menos una célula para obtener crecimiento en el medio de
cultivo (tubos positivos). La combinacion de resultados positivos y negativos en los
tubos permite realizar una estimacion de la densidad bacteriana utilizando céalculos
de probabilidad.

El nimero mas probable (NMP) de coliformes fecales se genera a partir del codigo
producido por tubos con resultado positivo en medio EC. Si se inoculan tres series
de tres tubos, se obtiene el cédigo por el nimero de tubos positivos en las tres series
consecutivas, verificando el valor del NMP correspondiente a través de la Ecuacién
2.5.

10
NMP = NMP (de tablas) * ( , ) (2.5)
mayor volumen inoculado

2.3.8 Determinacion de salmonella spp

El método utilizado para la determinacion de Salmonella spp fue el descrito en la
NOM-004-SEMARNAT-2003 para llevar a cabo la cuantificacién de Salmonella spp
a través de la técnica de tubos multiples o NMP en lodos y biosoélidos. EI método se
basa en el enriqguecimiento con medios selectivos, que contienen sustancias
inhibidoras, favoreciendo la multiplicacion de Salmonella spp reconstituyendo a su
vez la vitalidad de células dafiadas e impidiendo el crecimiento de bacterias

coliformes asociadas.

El NMP de Salmonella spp se obtiene a partir del cédigo compuesto por los tubos
positivos en caldo de selenito cistina. Si son inoculados tres series de tubos, el
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codigo se forma por el numero de tubos positivos en las tres series consecutivas,

verificando el valor del NMP correspondiente a través de la Ecuacion 2.5.
2.4 Tratamiento térmico de los residuos de maiz

Se realizé un tratamiento térmico a la muestra con la finalidad de reducir la
concentracion de agentes patdgenos, ya que se pretende que la biomasa obtenida
a partir de la biotransformacion de residuos sea utilizada como producto alimenticio
para ganado. Otro propdsito del tratamiento térmico es hacer una hidrélisis que
promueva el desdoblamiento y desnaturalizacibn de compuestos organicos
presentes en el olote, para facilitar a las bacterias probioticas la biotransformacion

de los residuos de maiz.

El tratamiento consistio en calentar la muestra a 90 °C durante un periodo de tiempo
de 30 minutos. Posterior al tratamiento térmico, se realiz6 una segunda
caracterizacion con los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos sefialados
en la Tabla 2.1.

2.5 Obtencion y propagacion de la bacteria probiética Lactobacillus
acidophilus

La bacteria L. acidophilus se obtuvo a partir de un medicamento comercial (Figura
2.3) fabricado por la empresa Gelpharma S.A. de C.V. Es un medicamento con
presentacion de capsulas que contiene L. acidophilus, aceite de soya, aceite vegetal

hidrogenado, lecitina de soya y vitamina E.

58



Materiales y Métodos

Figura 2.3 Medicamento comercial con Lactobacillus acidophilus.

Se us6 como medio de cultivo caldo MRS, el cual es apropiado para el
enriquecimiento de Lactobacillus spp y otras BAL (Vera Mejia et al., 2021). Se
prepar6 1 L de caldo MRS, posteriormente fue sometido a un proceso de
esterilizacion en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Las condiciones de
incubacion fueron de temperatura de 35-37 °C por 24 horas.

2.6 Obtencion y propagaciéon de la bacteria probidtica Lactobacillus

fermentum

La cepa CDBB-B-1893 de L. fermentum (Figura 2.4) se obtuvo como cepa pura de
la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, el cual se

encuentra ubicado en la Colonia San Pedro Zacatenco en la Ciudad de México.

Se us6 agar MRS que es un medio de cultivo apropiado para el aislamiento y
recuento de lactobacilos y otras BAL. Se preparé 1 L de agar MRS, el cual fue
esterilizado en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Las condiciones de
incubacion fueron temperatura de 35-37° C durante 24-72 horas.
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Figura 2.4 Cepa pura de Lactobacillus fermentum.

2.7 Obtencion y propagacioén de la bacteria probiotica Bacillus subtilis

La bacteria Bacillus subtilis se obtuvo del fungicida agricola “SERENADE ASO”
(Figura 2.5) fabricado por Bayer CropScience. El contenido neto de este producto
es de 1 L. Contiene un solo ingrediente activo, la cepa de Bacillus subtilis QST 713
(equivalente a 13.68 g/L, 1x103 UFC por 1 mL de producto). Para la propagacion de

esta bacteria se utilizaron como medio de cultivo AN.

Figura 2.5 Fungicida agricola con Bacillus subtilis.

60



Materiales y Métodos

2.8 Determinacion de los parametros cinéticos de L. acidophilus, L.
fermentum y Bacillus subtillis para la biotransformacion de residuos de maiz
blanco.

En el siguiente apartado se presentan los parametros monitoreados a lo largo de
las cinéticas de fermentacion para la obtencién de los pardmetros cinéticos de

bioconversion de los residuos de maiz.

2.8.1 Proceso fermentativo

Posterior a la propagacion de las bacterias se llevo a cabo el proceso cinético de
fermentacidn anaerobia. En matraces Erlenmeyer de 250 mL, se ocup6 un volumen
atil de 150 mL, a los cuales se adiciond el sustrato y el in6culo de bacterias
probiéticas a diferentes concentraciones (5, 10 y 15 % v/v). Los matraces fueron
colocados en una incubadora modelo ZHWY-100B a temperatura constante de 36
°C y en agitacion a 110 rpm. Este proceso fue monitoreado durante 3 dias y se

tomaron muestras cada 8 horas.

2.8.2 Determinacion de biomasa

La produccion de biomasa se determiné a través del método de pesos seco el cual
consistio en centrifugar 10 mL de muestra durante 10 minutos a 10,000 rpm. La
centrifuga que se utilizd para la determinacion es marca HERMLE-Lubnet Z323.
Posteriormente se suspendieron los soélidos dos veces con agua destilada, y
repitiendo la centrifugacién, para remover la mayor cantidad de compuestos
indeseables. Previamente se colocaron crisoles a peso constante y se dej6 secar la
muestra a 95 °C durante 4 horas.

2.8.3 Determinacion de acido lactico (AL)
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La determinacion de AL se llevd a cabo mediante la técnica descrita en NMX-F-716-
COFOCALEC-2014, que consiste en titular la muestra con solucion de NaOH 0.1 N.
El célculo se realiz6 a partir de la Ecuacion 2.6.

Acido lactico (§) _VxN+30 (2.6)
L M
Donde:
V= Volumen gastado de NaOH (mL)
N= Normalidad del NaOH

M= Volumen de la muestra (mL)

2.8.4 Conteo celular

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

AN. Se utilizé la Ecuacion 2.9 para calcular la concentracion de bacterias.

UFC
o= colonias contadas - factor de dilucion - volumen de in6culo (2.9)

2.8.5 Consumo de sustrato

El modelo de Hom fue utilizado para la obtencién de los parametros cinéticos k' y
m. A lo largo de las cinéticas, el consumo de carbohidratos se utilizé como variable
de respuesta ya que es un indicativo del comportamiento de las bacterias, para ello
se uso la Ecuacién 2.8. Cabe mencionar que para la obtencion de los parametros

cinéticos se utiliz6 como herramienta el software GraphPad.
C
Log —= —k™-t" (2.8)
Co

Donde:

62



Materiales y Métodos

C= concentracion de carbohidratos en el tiempo n (g/L)
Co= concentracion inicial de carbohidratos (g/L)
k'= velocidad de consumo de sustrato

m= constante de Hom

2.9 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio factorial 32 con 3 réplicas sin aleatoriedad, donde las variables
independientes fueron la especie de bacteria probidtica (L. acidophilus, L.
fermentum y Bacillus subtilis) y el porcentaje de indculo v/iv (5 %, 10 % y 15 %). Se
consideraron como variable de respuesta a la produccion de AL y consumo de
sustrato. A través de este disefio experimental se pudo realizar el analisis de cdmo
es que interfiere la especie probiotica y la concentracion de esta durante el proceso
fermentativo. La Tabla 2.2 muestra el disefio experimental utilizado a través del
software Minitab 18.

Tabla 2.2 Disefio experimental

Corrida Bacteria %Ino6culo Corrida Bacteria %In6culo

1 1 5 15 2 15
2 1 10 16 3 5
3 1 15 17 3 10
4 2 5 18 3 15
5 2 10 19 1 5
6 2 15 20 1 10
7 3 5 21 1 15
8 3 10 22 2 5
9 3 15 23 2 10
10 1 5 24 2 15
11 1 10 25 3 5
12 1 15 26 3 10
13 2 5 27 3 15
14 2 10
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2.10 Calidad de la biomasa obtenida

Al término de las cinéticas se procedié a caracterizar la biomasa obtenida con el
propésito de conocer la calidad de esta. En la Tabla 2.3 se muestran los parametros

que se realizaron y el respectivo método que se utilizé.

Tabla 2.3 Parametros para la caracterizacién de biomasa.

Parametros Unidad Método
ST %m/m 2540 B Standard Methods
STV %m/m 2540 E Standard Methods
Carbohidratos g/L Antrona-Sulfurico
Proteinas % Micro Kjeldahl
Conteo celular UFC Placa vertida
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos de las etapas que
constituyen la metodologia experimental de este trabajo de investigacion. Los
resultados son mostrados con la misma secuencia con la que se describieron en el

Capitulo 2.

3.1 Caracterizacién fisica, quimicay microbiolégica de residuos de maiz.

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion antes y
después de aplicar el tratamiento térmico al sustrato elaborado a partir de residuos
de maiz. Cada parametro se llevo a cabo a partir de la muestra y dos réplicas.

Tabla 3.1 Caracterizacion fisica, quimica y microbiolégica de residuos de maiz.

Muestra con

Parametros Unidad Muestra cruda tratamiento
térmico
Fisicos
pH - 6 6.27
ST %m/m 5.95 6.13
STV %m/m 96.29 92.90
Quimicos
Nitrogeno Total % 0.17 0.15
Proteinas % 1.08 0.94
Carbohidratos g/L 10.19 20.01
Microbioldgicos
Coliformes fecales NMP/ g ST <2000 <2000
Salmonella spp. NMP/ g ST <1000 <1000

Se observé que el valor de pH fue de 6 y 6.27 después de ser tratada térmicamente.
Este valor se encuentra dentro del rango de pH 6ptimo utilizado por Zhang et al.,
(2021), para el crecimiento de la bacteria Lactobacillus fermentum, el cual es de 4.5
- 6. En cambio, para el género Bacillus se requiere de un pH neutro para un mejor

desarrollo de la bacteria.
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El valor obtenido de ST fue de 5.95 %, cuyo valor aumento ligeramente a 6.13 %
posterior al tratamiento térmico, mientras que el porcentaje de STV presentd un
comportamiento contrario, pues disminuy6 de 96.29 % a 92.90 %.

En cuanto a la caracterizacion quimica, se analizaron los tres principales
componentes que actian como nutrientes para el desarrollo de bacterias
probioticas. Se obtuvo un valor de 1.08 % de proteinas y 0.17 % de nitrégeno, éste
altimo, es similar al valor obtenido por Romero et al., (2020), quienes reportaron un
valor de 0.15 % de nitrdgeno en residuos agrocarieros, los cuales son considerados
como un material lignocelulésico al igual que los residuos de maiz, por esta razén

se hace esta comparativa entre ambos materiales lignocelulésicos.

Posterior al tratamiento térmico, se observd que el porcentaje de nitrégeno y
proteinas disminuy6 a 0.15 % y 0.94 % respectivamente. Limongi et al., (2019)
reportaron un valor de proteinas de 9.79 %, el cual corresponde al maiz en su
totalidad y no solo al olote. Chan et al., (2021) obtuvieron un valor de 9.77 % de
proteina, mencionando que los granos de maiz contienen la mayor cantidad de
lipidos y proteinas. La concentracion inicial de carbohidratos fue de 10.19 g/L,
mientras que en la muestra tratada el valor se duplicé a 20.01 g/L, la cual se
encuentra dentro del rango de 4.2 a 67.6 g/L utilizada por Espinel-Rios et al., (2018),

quienes realizaron hidrdlisis de residuos de semilla de aguacate.

Se encontré que los residuos de maiz, tanto antes como después del tratamiento
térmico, presentan una concentracion de coliformes fecales y Salmonella spp de
<2000 y <1000 NMP/g ST respectivamente. La concentracion baja de agentes
patégenos pudo deberse al secado que inicialmente se realiz6 al residuo de maiz y
al tratamiento térmico al cual fue sometido, por lo que los coliformes fecales y
Salmonella spp no resisten temperaturas superiores a 60 °C durante mas de 20
minutos (Cota- Espericueta y Ponce-Corral, 2008). Estos valores se encuentran por
debajo de los limites maximos permisibles que debe cumplir un lodo de clase C, de
acuerdo con lo descrito en la NOM-004-SEMARNAT-2002.
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3.2 Obtencion y propagacion de bacterias probidticas L. fermentum, L.
acidophilus y Bacillus subtilis.

Las bacterias se obtuvieron a partir de productos comerciales, por lo que la
propagacion se realiz6 primero en cajas Petri con agar MRS (L. acidophilus y L.
fermentum) y AN (Bacillus subtilis), ya que son los medios que brindan los nutrientes

necesarios para el crecimiento de las bacterias probioticas que se utilizaron.

Posterior a la propagacion en medio solido, se procedio a hacer la propagacion en
medio liquido, para la cual se utiliz6 caldo MRS. En la Figura 3.1 se puede observar

la propagacion de las bacterias Bacillus subtilis, L. acidophilus y L. fermentum en

medio soélido.

Figura 3.1 A) Bacillus subtilis, B) L. acidophilus, C) L. fermentum
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3.3 Produccion y rendimiento de biomasa

Se entiende por biomasa a la cantidad de células que existen en un cultivo, en un
organismo, en una colonia o creciendo en una superficie. Dicho esto, se evalué la
concentracion inicial y final de la produccion de biomasa, asi como los rendimientos

de produccién.

3.3.1 Bacillus subtilis

En la Tabla 3.2 se muestran las concentraciones iniciales y finales de biomasa en
g/L correspondiente a cada de las concentraciones de inéculo utilizadas a lo largo
de las cinéticas. Se puede observar que el experimento en el que se utilizd 5 % de
in6culo obtuvo mayor produccion de biomasa y por tanto mayor rendimiento, siendo

este de 1.48 g biomasa/ g sustrato.

Tabla 3.2 Produccién y rendimiento de biomasa utilizando Bacillus subtilis.

Inéeulo _C_oncentracic')n (g/L_) Ypis (g biomasa/g
Inicial Final sustrato)
5% 16.47 22.56 1.48
10% 12.69 18.31 0.46
15% 20.60 25.86 1.01

3.3.2 Lactobacillus acidophilus

Esta especie fue la bacteria que mayor rendimiento de produccién de biomasa
obtuvo en comparacién con las demas bacterias, pues al utilizar inéculo de 5, 10 y
15 %, por cada gramo de sustrato se produjeron 0.84, 1.71 y 2.26 g de biomasa
respectivamente. Cabe mencionar que al utilizar una concentracion de 15% de
in6culo hubo mayor produccion de biomasa (30.81 g/L). Esto se comprueba con el
rendimiento de produccion que fue de 2.26 g biomasa /g sustrato. La Tabla 3.3
muestra los valores de concentracion de biomasa al inicio y al término del proceso

fermentativo.
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Tabla 3.3 Produccion y rendimiento de biomasa utilizando Lactobacillus acidophilus.

Inéeulo _C_oncentracién (g/L_) Ypis (g biomasa /g
Inicial Final sustrato)
5% 18.59 24.29 0.84
10% 17.88 26.24 1.71
15% 16.24 30.81 2.26

3.3.4 Lactobacillus fermentum

Al utilizar la bacteria Lactobacillus fermentum se obtuvieron menores rendimientos
de biomasa debido a la pequefia cantidad de sustrato consumido por el
microorganismo. Sin embargo, hubo mayor produccion de biomasa en el
experimento en el cual se utiliz6 15% de indculo, pues la concentracion final de
biomasa fue de 62.02 g/L. La Tabla 3.4 comprende los valores iniciales y finales de
concentracion de biomasa al igual que los rendimientos obtenidos por cada una de

las dosis empleadas.

Tabla 3.4 Produccioén y rendimiento de biomasa utilizando Lactobacillus fermentum.

Inéeulo .C?oncentracic’)n (g/IT) Ypis (g biomasa /g
Inicial Final sustrato)
5% 34.51 42.05 0.30
10% 35.48 47.01 0.17
15% 42.91 62.02 0.12

3.4 Produccién y rendimiento de acido lactico

El AL es un componente producido por BAL que son capaces de utilizar diferentes
fuentes de carbono, en este caso residuos de maiz, para sintetizarlo. La
concentracion y el rendimiento de produccion de AL fueron analizados para cada

una de las bacterias utilizando diferentes concentraciones de inéculo.

3.4.1 Bacillus subtilis

Considerando las tres concentraciones de inoculo, en promedio se produjeron 9.75
g/L de AL a partir de Bacillus subtilis. El rendimiento de produccién fue de 1.09, 2.57
y 0.84 g AlL/g sustrato para 5, 10 y 15 % de inbéculo respectivamente. Los
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rendimientos obtenidos son similares al reportado por Jiang et al. (2019) quienes al
realizar fermentacion anaerobia de mazorcas de maiz a través de la bacteria
Bacillus coagulans obtuvieron un rendimiento de 0.85 g AL/g sustrato con una
concentracion final de AL de 68 g/L. A pesar de que esta especie no esta
considerada como una bacteria homofermentativa, autores como Gao et al. (2012)
reportaron una concentracion de 113.9 g/L en la fermentacion anaerobia de glucosa
con extracto de levadura y licor de maiz, demostrando que la bacteria tiene un gran
potencial como sintetizador de AL, ademas de que sus requerimientos nutricionales

no son tan demandantes para la produccion de AL (Abedi y Hashemi, 2020).
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Figura 3.2 Produccién de AL con Bacillus subtilis.

3.4.2 Lactobacillus acidophilus

La produccién de AL utilizando la bacteria Lactobacillus acidophilus fue menor en
comparacion con Bacillus subtilis y Lactobacillus fermentum. En la Figura 3.3 se
puede observar que la concentracion maxima alcanzada fue de 6.5 g/L con el
experimento en el que se utilizé 15 % de indculo, el cual obtuvo un rendimiento de

produccion de 0.34 g AL/ g sustrato, mientras que con 5 % de indculo el rendimiento
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fue de 0.49 g AL/ g sustrato y concentracion maxima de 6.75 g/L de AL. Estas
concentraciones son semejantes a las reportadas por Vera Mejia et al., (2021)
quienes obtuvieron una concentracién de 3.28 g/L de AL tras utilizar la bacteria
Lactobacillus plantarum en un medio conformado por melaza de cafia, suero de
leche y levadura. En cuanto al indculo del 10 % la concentracion de AL se mantuvo

constante a lo largo de la cinética por lo que no hubo rendimiento de produccién.
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Figura 3.3 Produccién de AL con Lactobacillus acidophilus.

3.4.3 Lactobacillus fermentum

El promedio de concentracién final de AL fue de 11 g/L, que es aun inferior al citado
por Abedi y Hashemi (2020), quienes reportan una concentracién de 18 g/L al utilizar
la bacteria L. Delbrueckii sp. Bulgaricus CICC21101 y 20.95 g/L usando la mezcla
de Lb. Rhamnosus y Lb. brevis, ambos en la fermentacion de rastrojo de maiz. En
cuanto a la produccion de AL, el rendimiento para el in6culo 5, 10 y 15 % fue de
3.55, 3.26 y 4.05 g AL/g sustrato respectivamente.
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Figura 3.4 Produccién de AL con Lactobacillus fermentum.

3.5 Cinética microbiana de bacterias probiéticas en residuos de maiz

La tasa de crecimiento microbiana es importante para estudios en los que estan
implicados los microorganismos, ya que estas extraen nutrientes del medio en el
gue se encuentran para aprovecharlos como fuente de energia, biosintesis o

formacion de nuevos productos (Shuler et al., 2017).

3.5.1 Bacillus subtilis

A continuacion, se muestra la Figura 3.5 donde se puede observar el desarrollo de
la bacteria a lo largo de la cinética de 72 horas. A partir de las 8 horas, la
concentracion de microorganismos disminuye considerablemente. La concentracion
inicial de microorganismos fue de 1 x10° UFC/mL para el inéculo de 5y 10 %,
mientras que para el experimento en el que se utilizdé el 15 % de inoculo la
concentracion fue de 2 x10° UFC/mL. Al finalizar el proceso fermentativo, las

concentraciones fueron de 1.6 x 103, 6 x 102 8 x 10%® UFC/mL para las
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concentraciones de inéculo de 5, 10 y 15 % respectivamente. La disminucion en la
concentracion microbiana pudo deberse a la falta de sustrato disponible para el
consumo de las bacterias y al valor de pH (5.1) presente en la fermentacion, que de
acuerdo a lo mencionado por Abedi y Hashemi (2020) un pH bajo tiene un impacto
inhibitorio sobre el metabolismo celular ya que gran cantidad de BAL no puede
crecer por debajo de un pH de 4, por ello se utiliza la cal como neutralizador de pH,
sin embargo no es recomendable ya que se corre el riesgo de produccién de lactato
de calcio en la fermentacion, esto conduciria a la utilizacion de acido sulfarico para
la obtencion de AL a partir del lactato de calcio provocando problemas de
eliminacion de desechos, problemas de corrosion y un costo significativo en el paso
de metabolitos, como lo es el AL. A pesar de esto, la bacteria Bacillus subtilis
demostré tener un gran potencial, sin concentraciones elevadas, para lograr la
biotransformacion de los residuos de maiz. La produccion de acidos organicos
puede provocar la inhibicién de crecimiento bacteriano de acuerdo con Herrera et
al., (2008), quienes reportaron un decrecimiento a las 16 horas de fermentacién

anaerobia con excretas de pollo
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Figura 3.5 Cinética microbiana de la especie Bacillus subtilis.
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3.5.2 Lactobacillus acidophilus

La Figura 3.6 muestra la cinética microbiana en la que se utilizd la bacteria
Lactobacillus acidophilus. En comparacion con las cinéticas llevadas a cabo con
Bacillus subtilis y Lactobacillus fermentum, esta cinética presentd concentraciones
mas altas de microorganismos, pues la concentracion final fue de 7.62 X109, 7.56
X100y 7.57 X101° UFC/ mL para el in6culo de 5, 10 y 15 % respectivamente, esto
debido a que la produccién de AL fue muy baja, favoreciendo asi el desarrollo y
crecimiento de los microorganismo, ya que de acuerdo con Herrera et al., (2008) las

concentraciones altas de acidos organicos pueden provocar la lisis celular.
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Figura 3.6 Crecimiento microbiano de la especie Lactobacillus acidophilus.

3.5.3 Lactobacillus fermentum

En la Figura 3.7 se muestra el comportamiento del crecimiento de la bacteria
Lactobacillus fermentum en las tres concentraciones de indculo utilizadas para la
realizacion de las cinéticas. Se aprecia como a partir de las 15 horas de

experimentacion decrece la concentracion microbiana. La cinética con 5 % de
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inéculo comenzo con una concentracion de 9.8 x108 UFC/mL y finalizé con 6.9 x 10°
UFC/mL. En cuanto al experimento con el cual se utilizd6 10 % de inéculo, la
concentracion inicial y final fue de 1.2 x107 UFC/mL y 1.6 x10®° UFC/mL
respectivamente disminuyendo tan solo una orden de magnitud. Esto pudo
ocasionarse al pH presente en la fermentacién, el cual fue de 5.4, pues las BAL
tienen una baja sensibilidad al pH, lo que conduce al uso de grandes cantidades de
agentes neutralizantes, incluyendo CaCO3 que da como resultado la produccion de
yeso en el medio de fermentacion Abedi y Hashemi (2020).Finalmente, al utilizar el
inéculo de 15 %, la cinética dio inicio con una concentracion 2 x10’ UFC/mL y
finaliz6 con 1.4 x108 UFC/mL.

6x107 =

UFC /imL

Tiempo (h)

—— 5% = 10%  —— 15%

Figura 3.7 Cinética microbiana de la especie Lactobacillus fermentum.

3.6 Consumo de carbohidratos a través del modelo de Hom

Una manera de determinar que las bacterias estan realizando la biotransformacion
del sustrato es a través de la concentracidon de carbohidratos consumidos durante
la fermentacidn anaerobia. Para ello se analizaron los datos obtenidos a través del

modelo de Hom.
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3.6.1 Bacillus subtilis

En la Figura 3.8 se puede observar el comportamiento del consumo de sustrato,
que esta representado por la remocion de carbohidratos y ajustado al modelo de
Hom, utilizando la bacteria Bacillus subtilis con tres concentraciones diferentes de
in6culo (5, 10 y 15% v/v).

La Tabla 3.5 comprende los valores de k y m obtenidos para cada una de las
concentraciones de indculo. En las tres diferentes concentraciones el modelo se
ajusta de manera adecuada. De acuerdo con los resultados, el valor mas pequefio
de m (0.5330) corresponde al experimento en el que se utilizo el inéculo de 5 %, la
misma concentracion que utilizaron Pleissner et al., (2016) al realizar fermentacion
de pulpa de café con Bacillus coagulans. Esto indica que hubo un mejor
acondicionamiento de la bacteria durante esta cinética, lo cual se corrobora con el
valor de la velocidad de consumo de sustrato, k, (0.0592) siendo mayor a lo obtenido

en las cinéticas con concentraciones de indculo de 10 % y 15 %.
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Figura 3.8. Consumo de sustrato a través del modelo de Hom con Bacillus subtilis.
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Tabla 3.5 Parametros cinéticos del consumo de carbohidratos con Bacillus subtilis.

Concentracion de inoculo k* m R?
5% 0.05928 0.5330 0.9568
10 % 0.03420 0.6333 0.9701
15 % 0.02012 0.8870 0.9325

3.6.2 Lactobacillus acidophilus

En cuanto a la bacteria Lactobacillus acidophilus se puede observar que las tres
dosis se ajustan al modelo de manera adecuada, siendo estos de 0.9574, 0.9648 y
0.9492 para 5, 10 y 15 % de inGculo respectivamente. En la Figura 3.9 se muestra
como al utilizar el in6culo del 10 % la curva se encuentra mas cercano a la pendiente
por lo que hay un mejor ajuste al modelo, lo que se comprueba con el valor de R?
mostrado en la Tabla 3.2. Con respecto a los parametros cinéticos obtenidos, al
utilizar el 10 % de indculo, el valor de k (0.02534) es el mas alto en comparacion
con las demas dosis y m (0.7609) el valor mas pequefio, por lo que se sugiere un

consumo mas rapido del sustrato y una mejor adaptacion de la bacteria.
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Figura 3.9. Consumo de sustrato a través del modelo de Hom con Lactobacillus

acidophilus.

La Tabla 3.6 muestra los parametros cinéticos obtenidos del proceso fermentativo

utilizando la bacteria Lactobacillus acidophilus.
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Tabla 3.6 Parametros cinéticos del consumo de carbohidratos con Lactobacillus

acidophilus.
Concentracion de inéculo k* m R2
5% 0.006569 0.9488 0.9574
10 % 0.02534 0.7609 0.9648
15 % 0.007023 1.031 0.9492

3.6.3 Lactobacillus fermentum

La Figura 3.10 muestra como la curva del inoculo de 5% se encuentra mas cercana
a la pendiente, esto indica que el modelo se ajusta de manera adecuada, en
comparacioén con las dos concentraciones restantes (10 y 15 %), esto se comprueba
con el valor de R? (0.9043).
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Figura 3.10 Consumo de sustrato a través del modelo de Hom con Lactobacillus

fermentum.

La Tabla 3.7 contiene los valores de k' y m para cada dosis. Al utilizar el in6culo de
10 %, la velocidad de consumo de sustrato, k (0.008884), y la constante de Hom, m
(0.7484), sugieren un consumo y velocidad de reaccion mas rapida que las demas

dosis utilizadas. A pesar de obtener un factor de correlacién de 89%, es decir,
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ligeramente mas pequefio que al utilizar el in6culo de 5%, se estima que el ajuste

es adecuado pues se esta tratando con microorganismos Vivos.

Tabla 3.7 Parametros cinéticos del consumo de carbohidratos con Lactobacillus

fermentum.
Concentracion de in6culo k* m R2
5% 0.001683 1.160 0.9034
10 % 0.008884 0.7484 0.8965
15 % 0.008693 0.8042 0.8861

3.7 Calidad de la biomasa obtenida

Se realizd la caracterizacion de la biomasa obtenida de las cinéticas de
fermentacién con la finalidad de evaluar la calidad de la misma, ya que se pretende
que pueda utilizarse como un producto alimenticio para ganado y revalorizar los

residuos de maiz.

3.7.1 Bacillus subtilis

De acuerdo con los resultados, el porcentaje de ST en la biomasa obtenida
utilizando Bacillus subtilis es muy similar al igual que el porcentaje de STV, donde
el rango se encuentra de 14-16 % ST y 97-98 % STV. En cuanto al contenido de
carbohidratos, el rango de concentracién es de 8-9.5 g/L. El porcentaje de proteinas
es similar en las dosis del 5y 10% de in6culo, mientras que el porcentaje mas alto
de proteinas pertenece a la biomasa en la que se utilizd 15% de indculo. La
concentracion celular en las biomasas obtenidas es relativamente baja para ser
considerado como un alimento rico en probidticos, pues la concentracion mas alta
de 2.3 x 10%. En la Tabla 3.8 se observan los valores obtenidos de la caracterizacion

de la biomasa con Bacillus subtilis en las tres concentraciones utilizadas.
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Tabla 3.8. Caracterizacion de biomasa de Bacillus subtilis.

Parametros Unidad 5% 10% 15%
ST %m/m 14.4077 15.8263 16.5634
STV %m/m 97.3018 97.2611 98.3279
Carbohidratos g/L 9.5794 9.4766 8.1661
Proteinas % 1.7983 1.9644 3.3519
Conteo celular UFCl/g 1.7 x 103 9.66 x 102 2.3x103

3.7.2 Lactobacillus acidophilus

La Tabla 3.9 comprende los resultados de la caracterizacion de la biomasa con
Lactobacillus acidophilus en las tres dosis de in6culo ocupadas a lo largo de las
cinéticas. De acuerdo con los datos el porcentaje de ST es similar para las tres dosis
al igual que el porcentaje de STV, siendo este de 16-18 % ST y 97-99 % STV. La
concentracion de carbohidratos es muy parecida entre las tres dosis, siendo el
promedio de concentracion de 10.6 g/L. El contenido proteico es mas alto en la
biomasa con la que se utilizé 10% de inéculo, sin embargo, este valor se encuentra
por debajo al reportado por Miranda Yuquilema et al. (2018), quienes obtuvieron un
porcentaje de proteina cruda de 10.8 % en un preparado con melaza de cafa de
azucar y vinaza de naranja adicionado con L. acidophilus, L. bulgaris y S.
thermophilus. Finalmente, la concentracion de probidticos presente en la biomasa
fue de 3.1 x10°, 2.2 x10°y x10° UFC/ g para la biomasa con 5, 10 y 15 % de inéculo.
Dichas concentraciones son favorables para considerar a la biomasa como un

alimento funcional rico en probidticos.
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Tabla 3.9. Caracterizacion de biomasa de Lactobacillus acidophilus.

Parametros Unidad 5% 10% 15%
ST %m/m 17.89 18.4542 16.9177
STV %m/m 98.9153 99.0622 97.4082
Carbohidratos g/L 10.6093 10.6961 10.6465
Proteinas % 2.7513 3.4972 2.6757
Conteo celular UFCl/g 3.1 x10° 2.2 x10° 6x10°

3.7.3 Lactobacillus fermentum

De igual manera, el porcentaje de ST y STV tiene similitud entre las biomasas
obtenidas a partir de diferentes concentraciones de indculo. El rango de porcentaje
de ST oscila entre 14-17 % y de STV de 96-98 %. La concentracién mas alta de
carbohidratos pertenece a la biomasa obtenida con 5% de in6culo, mientras que la
mas baja corresponde a la obtenida con 15 % de inéculo. En relacion con el
contenido de proteinas, la biomasa resultante de la cinética con 10 % de inéculo
presento el mayor porcentaje de proteina. Por otro lado, el conteo celular demuestra
que la biomasa del 5 y 10 % de in6culo presentan mayor concentracion de
probiéticos con un valor de 1.75 x 10° y 2.1 x 10° respectivamente. Esta
concentracion es cercana a la concentracion minima requerida para garantizar la

accion del probiético, la cual es de 1 x108 UFC/mL (Sosa Cossio et al., 2020).

Tabla 3.10. Caracterizacion de biomasa de Lactobacillus fermentum.

Parametros Unidad 5% 10% 15%
ST %m/m 14.6130 16.1717 17.0568
STV %m/m 98.2897 96.5426 97.0698
Carbohidratos g/L 9.2455 8.9875 7.9081
Proteinas % 2.5458 2.8253 1.9955
Conteo celular UFC/g 1.75 x 10° 2.1x10° 6.2 x 10*
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3.8 Andlisis de varianza

De acuerdo con el analisis de varianza, el tipo de bacteria es un factor que influye
en la cantidad de sustrato consumido, ya que el valor de p es menor a 0.05, siendo
este p=0. Esto se comprueba con el diagrama de Pareto, mostrado en la Figura 3.11
A, en el cual se observa que la bacteria y la interaccion entre bacteria e indéculo son
factores estadisticamente significativos, mientras que el porcentaje de indculo no es
un factor que influya en la cantidad de carbohidratos consumidos, esto se

comprueba con el valor de p= 0.195 sobrepasando a 0.05.

La grafica de efectos principales, mostrada en la Figura 3.11 B, demuestra que la
bacteria 1, referida a la bacteria Bacillus subtilis, esta relacionada con mayor
cantidad de carbohidratos consumidos en comparacion con las demas bacterias. En
cuanto al porcentaje de in6culo, la dosis del 10 % también muestra una relaciéon con
cantidades altas de remocién de carbohidratos, esto concuerda con que dos de las
tres bacterias (Lactobacillus fermentum y acidophilus) utilizadas presentaran un
mejor ajuste al modelo de Hom, que brinda los parametros cinéticos para la
biotransformacion del sustrato, ya que con estas dos especies el valor de m fue mas
alto lo que indica que las bacterias se adaptaron al sustrato, al igual que el valor de
k que sugiere una velocidad de reaccién mas rapida. Por lo que para obtener mayor
cantidad de sustrato consumido se podria recomendar la especie Bacillus subtilis

con dosis de 10 % de in6culo.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Gréfica de efectos principales para Carbohidratos
(la respuesta es Carbohidratos, a = 0.05) Medias ajustadas

Términa 2101 Bacteria %In dculo
T

AB

-

Media de Carbohidratos

@

'
2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 5 10 15

Efecto estandarizado )
Todos los términos que se muestran estén en el modelo.

A) B)

Figura 3.11 Analisis de varianza siendo la variable de respuesta la cantidad de
carbohidratos consumidos. A) Diagrama de Pareto, B) Gréfica de efectos principales.
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Del mismo modo, el factor A (bacteria) influye de manera significativa en la
produccion de AL, al igual que la interaccion entre bacteria y porcentaje de inéculo,

esto deducido a partir del Diagrama de Pareto ilustrado en la Figura 3.12 A.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Gréfica de efectos principales para Ac. lactico
(la respuesta es Ac. lactico, a = 0.05) Medias ajustadas
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Figura 3.12 Andlisis de varianza siendo la variable de respuesta la cantidad de
carbohidratos consumidos. A) Diagrama de Pareto, B) Gréfica de efectos principales.

La grafica de efectos principales (Figura 3.12 B) sugiere que la bacteria 2, referida
a la especie Lactobacillus fermentum, se encuentra relacionada con cantidades de
produccion de AL mayores que las dos bacterias restantes, en efecto se obtuvieron
mayores rendimientos de produccion de AL empleando esta especie siendo para el
in6culo 5, 10 y 15 % de 3.55, 3.26 y 4.05 g AL/g sustrato respectivamente. De tal
modo que para obtener una mayor produccion de AL podria utilizarse la bacteria

Lactobacillus fermentum con hasta 15 % de in6culo.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica del sustrato, antes y después del tratamiento
térmico presentd pequefias variaciones, sin embargo, las concentraciones de
nutrientes, como nitrégeno (0.94 %) y carbohidratos (20.01 g/L), fueron las
suficientes para el crecimiento y desarrollo de la bacteria. La concentracion baja de
agentes patdgenos puede deberse al secado que inicialmente se realizé al residuo
de maiz, por lo que el proceso fermentativo se ve beneficiado al no competir con la

presencia de otros microorganismos.

En cuanto a la propagacion de las bacterias probiéticas, la bacteria Lactobacillus
fermentum requiri6 de menor manipulacion y propagacion pues se adquiri6 como
cepa pura, por lo que fueron omitidos algunos pasos como la propagacién en medio
sélido. Las bacterias que fueron obtenidas a partir de productos comerciales
(Lactobacillus acidophilus y Bacillus subtilis) requirieron de mayor tiempo para su
propagacion, debido al contenido adicionado en el medicamento y en el fungicida
que las contenia, no obstante presentaron funcionalidad en el proceso de

biotransformacioén de los residuos de maiz.

Los pardmetros cinéticos, obtenidos a través del modelo de Hom, sugieren que al
utilizar concentraciones de 5 % de inéculo para la bacteria Bacillus subtilis y 10%
de indculo para las bacterias L. fermentum y L. acidophilus, la velocidad de reaccién
y el consumo de sustrato es acelerado en comparacién con las otras dosis, esto de
acuerdo con los valores de k, los cuales fueron 0.0592, 0.0253 y 0.0088
respectivamente, y la constante de Hom, cuyos valores fueron 0.5330, 0.7609 y
0.7484. Por tanto, las bacterias se adaptan a esta concentracion logrando asi la

bioconversién de los residuos de maiz.

De acuerdo con el andlisis de varianza, el factor bacteria influye de manera
significativa (p=0) sobre la cantidad de sustrato consumido y produccion de AL. De
manera que la bacteria Bacillus subtilis y Lactobacillus acidophilus fueron las que

mayor porcentaje de remocién de carbohidratos obtuvieron (46.07 % y 55.32 %) y
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a su vez mayor produccion de AL, con un valor de 13.5 g/L y 6.75 ¢g/L

respectivamente.

Dicho esto, el uso de la bacteria Bacillus subtilis sugiere que se podrian utilizar
concentraciones mayores de sustrato para lograr una mayor produccion de AL, por
lo que se podria catalogar como una bacteria con alto potencial para la

biotransformacioén de residuos de maiz.

La calidad de biomasa obtenida, después del proceso fermentativo con probioticos,
presenta un aumento del 251 % en el contenido proteico al utilizar la bacteria
Bacillus subtilis con una concentracion final de proteinas de 2.36 %, seguido de la
bacteria Lactobacillus fermentum la cual incremento 260% la concentracion de
proteinas, siendo el valor final de 2.45 % de proteinas. Finalmente, la concentracion
mas alta de proteinas se obtuvo a través de Lactobacillus acidophilus con 2.97 %
de proteinas, incrementando su valor 315 % mas. Ademas de que dicha biomasa
aportara cierta cantidad de probidticos (1 x 10°) que garantiza el efecto beneficioso

de la bacteria hacia el huésped.

En cuanto a los rendimientos de biomasa, los experimentos en los cuales se utilizd
el inéculo del 5 % con las bacterias Bacillus subtilis y Lactobacillus fermentum se
obtuvieron mayores rendimientos de produccién de biomasa siendo estos valores
1.48 y 0.30 g biomasa/g sustrato respectivamente, mientras que para la bacteria
Lactobacillus acidophilus, se alcanz6 el rendimiento de produccién mas alto (2.26 g

biomasa/g sustrato) empleando el in6culo de 15%.

Se concluye que los residuos de maiz blanco (Zea Mays L.) tienen potencial para
ser utilizados como alimento para ganado debido al contenido nutricional obtenido
después de la fermentacion probiotica, sin mencionar que la biomasa generada
tiene en su composicidn microorganismos vivos, que al ser ingeridos pueden

mejorar las condiciones de la microbiota del huésped.
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RECOMENDACIONES

Utilizar los residuos de maiz en conjunto con otro residuo liquido, como suero de
leche, que facilite y proporcione mas nutrientes para llevar a cabo el proceso de

biotransformacion.

Para futuras investigaciones se sugiere realizar experimentos en los cuales se utilice
como inoculo una mezcla de las tres bacterias probioticas y analizar la
concentracion de carbohidratos, asi como los rendimientos de producciéon de
biomasa y de AL, para evaluar si existe un incremento en el consumo de sustrato

en las cinéticas de fermentacién anaerobia.

Analizar la fraccion liquida, que es rica en AL, y emplearla para la obtencién de dicho
metabolito. Para ello se sugiere aplicar otras técnicas que permitan su

determinacion, tales como cromatografia de gases o mediante espectrofotometria.
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ANEXO A

Anexos

Parametros cinéticos obtenidos a través del software Graph Pad

Tabla Al. Parametros cinéticos obtenidos en Graph Pad con la bacteria Bacillus subtilis.

5% 10% 15%
Hom tiempo variable
Best-fit values
k 0.05928 0.03420 0.02012
m 0.5330 0.6333 0.8870
95% CI (profile
likelihood)
k 0.03076 to 0.01782 to 0.004945 to
0.1046 0.06029 0.06033
m 0.3849 to 0.4870t0 0.7985 0.60751t0 1.234
0.7002
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 8 8 8
R squared 0.9568 0.9701 0.9325
Sum of Squares 0.01345 0.007101 0.06103
Sy.Xx 0.04100 0.02979 0.08734

Tabla A2. Parametros cinéticos obtenidos en Graph Pad con la bacteria Lactobacillus

fermentum.

5% 10% 15%
Hom tiempo variable
Best-fit values
k 0.001683 0.008884 0.008693
m 1.160 0.7484 0.8042
95% CI (profile
likelihood)
k 0.0001119to 0.001829 to 0.001437 to

0.01035 0.02869 0.03184

m 0.7024 to 0.4458 to 0.4701 to 1.250

1.822 1.142
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 8 8 8
R squared 0.9043 0.8965 0.8861
Sum of Squares 0.006054 0.005277 0.009559
Sy.X 0.02751 0.02568 0.03457
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Tabla A3. Parametros cinéticos obtenidos en Graph Pad con la bacteria Lactobacillus

acidophilus.
5% 10% 15%

Hom tiempo variable
Best-fit values
k 0.006569 0.02534 0.007023
m 0.9488 0.7609 1.031
95% CI (profile
likelihood)
k 0.002021 to 0.01066 to 0.001756 to

0.01715 0.05253 0.02161
m 0.7060 to 1.241 0.5745 to 0.7479 10 1.373

0.9781

Goodness of Fit
Degrees of Freedom 8 8 8
R squared 0.9574 0.9648 0.9492
Sum of Squares 0.006676 0.01430 0.01855
Sy.X 0.02889 0.04227 0.04816
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ANEXO B

Andlisis estadistico

Tabla B1. Andlisis de Varianza

Interacciones de 2 términos

18.750 4.688 3.70 0.023

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 164.625 20.578 16.26  0.000
Lineal 4  145.875 36.469 28.81  0.000
Bacteria 2 142.406 71.203 56.26  0.000
%Indculo 2 3.469 1.734 1.37 0.279
4
4

Bacteria*%Indculo

18.750 4.688 3.70 0.023

Error

18 22.781 1.266

Total

26 187.406

Tabla B2. Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1.125 87.84% 82.44% 72.65%
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