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RESUMEN

Evaluacion de la bioconversién del residuo de cafia de aziucar (RAC)
mediante el Bacillus subtilis.

Elaborado por: 1.Q. Mercedes Romero Jiménez
Dirigido por: M.C. Maria Elena Garcia Reyes

En México el cultivo de cafia de azucar representa un 1.9 % de la superficie cultivada
a nivel mundial; lo que genera una considerable cantidad de residuos durante su
cosecha. En general, estos residuos (RAC) son quemados provocando efectos
negativos al medio ambiente como la emisidon de gases CO2, NO y NOz2, asi mismo
el hollin depositado en los campos disminuye los microorganismos benéficos para
el suelo. Con el objetivo de desarrollar nuevas alternativas de aprovechamiento de
los residuos y evitar la emisiébn de gases de efecto invernadero generando
subproductos de alto valor nutricional, se presentan los resultados del estudio de
los residuos RAC mediante su bioconversion con Bacillus subtilis. Para evaluar el
crecimiento microbiano se utilizaron concentraciones de 5, 10 y 15 % v/v de indculo,
realizando fermentaciones anaerobias con tiempo de operacién de 48, 72 y 96
horas. De acuerdo al analisis estadistico al optimizar los resultados de las cinéticas
fermentativas se encontrd el mejor tratamiento con 5 % de in6culo a un tiempo de
48 horas con una remocion de 4.02 g/L de carbohidratos, en la produccion de acido
lactico se logré obtener el mejor resultado con 15 % de indculo a un tiempo de 96
horas logrando obtener 11.25 g/L de acido lactico, el mejor crecimiento microbiano
se obtuvo con 10 % de in6culo a 72 horas con 7.70x10* UFC/mL, asi como la
generacion de biomasa con una concentracion final de 25.39 g/L y un rendimiento
de 2.37 g/L-g ST. En cuanto a la calidad de la biomasa final, se obtuvo un
incremento en proteinas con un valor de 8.27 % y una concentracion en
microorganismos benéficos de 2.54x10% al utilizar una concentracién de 10 % v/v de

in6culo en un periodo de 72 horas.



ABSTRACT

Evaluation of the bioconversion of sugarcane residue (SCR) by Bacillus
subtilis

By: 1.Q. Mercedes Romero Jiménez
Advisors: M.C. Maria Elena Garcia Reyes

In Mexico, sugarcane cultivation represents 1.9 % of the world's cultivated area,
which generates a considerable amount of waste during harvest. In general, these
residues (SCR) are burned causing negative environmental effects such as the
emission of CO2, NO and NO:2 gases, and the soot deposited in the fields reduces
the beneficial microorganisms for the soil. With the objective of developing new
alternatives for waste utilization and at the same time avoiding the emission of
greenhouse gases by generating by-products of high nutritional value, the results of
the study of SCR waste by means of its bioconversion with Bacillus subtilis are
presented. To evaluate microbial growth, concentrations of 5, 10 and 15 % v/v of
inoculum were used, carrying out anaerobic fermentations with an operating time of
48, 72 and 96 hours. According to the statistical analysis when optimizing the results
of the fermentation kinetics, the best treatment was found with 5 % of inoculum at a
time of 48 hours with a removal of 4.02 g/L of carbohydrates. With respect to lactic
acid production the best results were obtained with 15 % of inoculum and a time of
96 hours obtaining 11.25 g/L of lactic acid, the best microbial growth was obtained
with 10 % inoculum at 72 hours with 7.70x104 CFU/mL, as well as biomass
generation with a final concentration of 25.39 g/L and a yield of 2.37 g/L-g ST.
Regarding the quality of the final biomass, an increase in protein was obtained with
a value of 8.27 % and a concentration in beneficial microorganisms of 2.54x104

when using a concentration of 10 % v/v of inoculum in a period of 72 hours.
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INTRODUCCION

La agroindustria de la cafia de azlcar es la fuente mas importante de biomasa, por
lo que la cosecha de la cafa en verde tiene como consecuencia una cantidad
considerable de residuos en el campo, conocidos como RAC, los residuos
generados en su mayoria de los casos son quemados por los productores,
generando gases como CO2, NO y N2O causando una serie de efectos negativos e
inconvenientes como el aumento de plagas y la contaminacion, por lo que esta
biomasa podria ser aprovechada (Velasco-Velasco et al., 2017). Debido a los
inconvenientes y una alta contaminacion que causan los residuos de cafia RAC, es
necesario buscar nuevas alternativas para reducir los dafios ocasionados a la tierra
y al medio ambiente, dandole un uso adecuado a toda la cantidad de residuos
generados, la bioconversion o biotransformacion es una alternativa la cual consiste
en usar microorganismos o enzimas aisladas con el fin de trasformar la biomasa en
subproductos de alto valor. Por lo tanto, debido a los inconvenientes y un alto nivel
de contaminacién que causan los residuos RAC, es necesario buscar alternativas
para reducir los dafios ocasionados al medio ambiente, dandole un uso adecuado

a los residuos generados.

El proyecto se realiz6 con la finalidad de disminuir y controlar la cantidad de RAC
que se genera anualmente durante la zafra, evaluando la bioconversién del material
lignocelulésico, caracterizando la biomasa a través de cinéticas quimicas mediante
el Bacillus subtilis y valorar la influencia de la actividad enzimatica para degradar los

residuos de cafa de azUcar.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de operacion recomendables para la bioconversion de
residuo de cafia de azucar (RAC) mediante la especie Bacillus subtilis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar las propiedades fisicoquimicas del residuo denominado (RAC)
» Obtener y desarrollar la poblacién de Bacillus subtilis a partir de un producto

comercial de bajo costo.

» Determinar la dosis de lactobacilo y tiempo de reaccién recomendables para
el residuo (RAC).

» Determinar el rendimiento y la calidad de biomasa obtenida del proceso de

bioconversion.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos tedricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Produccion de cafa de aztcar

Saccharum spp., mejor conocida como cafia de azucar es uno de los cultivos de mayor
importancia en la provision de alimentos e insumos para la industria sucroquimica,
econdmicamente, es considerado una especie altamente productiva, es eficiente en el
uso de insumos, recursos productivos y puede ser procesada de manera local, lo que
hace un producto de primera importancia a nivel mundial (Gémez-Merino et al., 2017),
de todas las especies agricolas, la cafia de azUcar es una de las plantas que convierte
la energia solar en energia quimica, sin embargo, sélo el 24 % de la materia seca
acumulada durante se le atribuye valor comercial y el 76 % restante lo contribuye los
residuos resultantes de la obtencion del azucar (Lagos-Burbano y Castro-Rincén,
2019).

El cultivo de cafa de azucar cubre un area superior a los 27 millones de hectareas,
representando un 1.9 % de la superficie total cultivada a nivel mundial produciendo
1,800 de toneladas de cafia convirtiéndolo en el cultivo con mayor producciéon de
biomasa (Gémez-Merino et al., 2017), en la Tabla 1.1 se observa la produccién de cafia

de azlcar en comparacion con otros alimentos cultivados.

Tabla 1.1 Superficie de cafia de azlcar cultivada a nivel mundial en comparacion a
los seis principales cultivos alimenticios (Gomez-Merino et al ., 2017).

Cultivo Produccion Superficie Rendimiento Fraccion de
(ton) sembrada (ha)  promedio (ton tierra cultivada
ha) que ocupa (%)
Cafa de azucar  1,884,426,253 27,124,725 72.1 1.9
Maiz 1,037,791,520 184,800,970 5.2 13.3
Arroz 741,477,712 162,716,863 4.2 11.7
Trigo 729,012,171 220,417,745 3.2 15.8
Papa 381,682,143 19,098,330 20.2 1.3
Remolacha 269,714,067 4,471,579 50.7 0.3
azucarera



Fundamentos tedricos

1.1.1 Produccion de cana de azUcar en México

La produccion en México es de 54.1 millones de toneladas, ubicandolo como
el sexto productor mundial, los principales estados productores son: Veracruz, Jalisco
y San Luis potosi, aportando alrededor de la mitad de volumen nacional. Datos oficiales
mencionan que por cada hectérea cultivada se produce un promedio de 75 toneladas
de cafia de azucar, generando 9 toneladas de paja y 29.25 toneladas de gabazo, con
un promedio de 38.25 toneladas de residuos agroindustriales. (Ross-Alcudia et al.,
2017). En la Figura 1.1 se muestran los tres estados con mayor produccion de cafia de

azUcar en México.

San Luis Potosi

% Veracruz

Jalisco

Figura 1.1 Estados con mayor produccién de

cafa de azlcar en México.

1.1.2 Subproductos de la cafia de azucar

La industrializacion se dedica a la obtenciébn de azOcar morena o estandar
(crudo), blanca o refinada en su mayoria, minimamente mascabado, etanol, compostas
y panela (piloncillo); y el uso de los subproductos melaza, bagazo, cachaza, cenizas y
vinazas, (Aguilar-Rivera, 2017) , su uso se reconocio en la llamada “Revolucion del
azucar” y triangulos de comercio en el siglo XVI Y XVII conociéndose como una de las
industrias mas antiguas del mundo (Debernardi-Vazquez et al., 2017), de la cafia de
azucar no se desperdicia nada, sus hojas y el gabazo son utilizadas como alimento
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para animales, la fibra de la cafia sirve para la fabricacion de papel, esta fibra tiene
caracteristicas de ser biodegradable, apto para composta y reciclable. En la Figura 1.2
se observan los productos y subproductos de la cafia de azucar.

Tallos de cafa de azUcar

|

- ZANE .'
o

AzUcar Etanol Composta  Panela Melaza  Bagazo Cenizas

Figura 1.2 Productos y subproductos de cafa de azlcar.
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Etanol: principal producto en bebidas alcoholicas, el compuesto quimico etanol o
alcohol etilico es un alcohol que se presenta como un liquido incoloro e inflamable con

punto de ebullicion de 78 °C. Se obtiene facilmente de la cafia de azucar.

Composta: es un abono organico que se forma por la degradacion microbiana de
diferentes materiales de origen organico acomodados en capas, los cuales son

sometidos a un proceso biologico de descomposicion.

Bagazo: es un residuo lignoceluldsico que queda luego de que la cafia de azUcar se le
extrae el jugo azucarado. Los restos poseen una gran cantidad de fibras, que pueden
ser utilizados para la produccion de papel o produccion de energia, contiene un 30 %

de hemicelulosa.

Cenizas: es considerado un subproducto de la cafia de azucar, es un producto de los
desechos, puede ser utilizado como combustible para el calentamiento en las calderas
para generar el vapor utilizado en diversos equipos del proceso para la obtencion de
azucar. También puede usarse en diversas actividades, como la agricultura, entre

otros.

Melaza: liquido viscoso procesado, después de la extraccion entre 80-85 °Brix, se
utiliza para alimento de ganado, materia prima para la obtencién de alcohol.

Vinazas: residuo principal de la destileria de alcohol producido de una porcién de 13 L
por cada litro de alcohol, el contenido de vinazas varia entre 10 y 15 L de vinazas por
litro de alcohol (Bonilla-Pérez, 2018).
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1.1.3 Composicién nutricional

La cafia de azucar es rica en carbohidratos y una fuente energética, pero su contenido
de proteinas es bajo, no supera el 5 % de la materia seca, dependiendo del estado de

madurez, edad del cultivo y clima.

El contenido nutricional y la produccién de biomasa son factores importantes de la edad
de corte adecuada, se puede cosechar entre los tres a cuatro meses de edad con el fin
de aprovechar el forraje integral tierno y de buena calidad debido que presentan
mejores valores nutricionales, mejor relacion hoja/tallo y altura adecuada para la
cosecha, también puede ser cosechada entre ocho y doce meses dando una alta
produccion de biomasa, buen contenido de azucares reductores y no reductores con °©
Brix entre 12-16 y humedad adecuada que facilita su proceso degradativo (Lagos-

Burbano y Castro-Rincon, 2019).

Los desechos originados de la cafia de azUcar pueden ser utilizados para la elaboracion
de harinas, bloques, forrajes y ensilajes para alimentacién de rumiantes aportando
excelentes nutrientes, y de esta manera ser amigable con el medio ambente. Existen
variadas opciones para el uso de los residuos que se producen tanto en la agroindustria
y en la zafra que van desde procesos biotecnolégicos sostenibles y adecuadas para la
produccion de nuevos alimentos, productos quimicos y farmacéuticos (Vera-Rodriguez
et al., 2021).

El contenido de nutrientes presentes en los residuos, muestran una aceptable
composicion segun (Vera-Rodriguez et al., 2021), analizaron los residuos de cafa de
azucar obteniendo: la hoja verde esta constituida por 4.44 % de proteina cruda, 1.46 %
de grasa, 7.86 % de ceniza, 34.17 % de fibra, 52.07 % de extracto libre de nitrogeno,
32.69 % de materia seca total, 59.78 % de fibra detergente neutra, 32.50 % de fibra
detergente acida, 4.39 % lignina detergente acida y un contenido de 4.44 (Mcal/kg) de

energia bruta.
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La hoja seca esta compuesta por 2.88 % de proteina cruda, 1.82 % de grasa, 10.86 %
de ceniza, 40.84 % de fibra, 43.60 % de extracto libre de nitrégeno, 86.68 % de materia
seca total, 62.67 % de fibra detergente neutra, 39.42 % de fibra detergente acida, 5.24
% lignina detergente acida y un contenido de 4.30 (Mcal/kg) de energia bruta. El bagazo
de cafa de azucar contiene 2.42 % de proteina cruda, 1.40 % de grasa, 2.48 % de
ceniza, 34.62 % de fibra, 59.08 % de extracto libre de nitrogeno, 33.35 % de materia
seca total, 68.03 % de fibra detergente neutra, 36.44 % de fibra detergente acida, 7.10
% lignina detergente acida y 4.67 (Mcal/kg) de energia bruta.

1.1.4 Composicién quimica de cafia de azucar

La composicion quimica de la cafia de azucar es sin duda uno de los elementos mas
importantes el cual permite conocer su valor nutritivo, el estudio de sus propiedades es
importante, asi mismo las variaciones que se pueden producir por diversos factores
(Fernandez-Géalvez et al., 2018), es importante considerarlo con el fin de poder lograr

un uso eficiente de este recurso.

La composicion depende de muchos factores, entre los que se encuentra la variedad
de cafa y la seccion de la planta. Debido a que la corteza, las hojas y los nudos de la
planta muestran composiciones diferentes (Diaz-de los Rios y Eduardo, 2020). En
etapa madura, se compone de 71.82 % de tallos molibles, 12.58 % de cogollo, 8.7 %
de hojas 6.9 % de chulquines, los cuales varian dependiendo de la variedad, edad y
condiciones medioambientales (Lagos-Burbano y Castro-Rincén, 2019). En la Tabla
1.2 se observa la composicién quimica de los subproductos de la agroindustria.

Su composicion quimica también depende de la interaccion de cultivar, edad de rebrote
y fraccion de la planta (integral, cogollo y planta) la PC es mayor para el cogollo
(3.83 %), seguido de la cafna integral (1.44 %) y los tallos (0.59 %); la FDN es mayor
para el cogollo (74 %), intermedia para la cafa integral (54.13 %) y menor para los

tallos (35.21 %) debido a la cantidad de azucares solubles en el contenido celular.
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Tabla 1.2 Composicion quimica y mineral de subproductos de la agroindustria de la

cafa de azucar Sacharum spp (Lagos-Burbano y Castro-Rincon, 2019).

Componente Cogollo Bagazo Cachaza Melote
MS (%) 25.0 44.6 25.5 44.8
H (%) 75.0 55.4 74.5 55.2
CEN (%) 6.4 2.3 3.4 10.7
MO (%) 93.6 97.7 96.6 89.4
PC (%) 4.9 2.2 9.9 11.1
EE (%) 0.7 0.4 7.6 4.9
FC (%) 28.3 33.3 0.5 0.2
FDN (%) 68.2 71.8 - -
FDA (%) 44.5 40.7 - -
HEMICEL (%) 23.7 31.1 - -
CEL (%) 40.3 34.1 - -
LIG (%) 4.2 6.6 - -
N (%) 0.7 0.5 18 1.1
P (%) 0.2 0.1 0.2 0.1
K (%) 2.1 1.9 1.8 0.5
Ca (%) 0.3 0.1 0.2 0.1
Mg (%) 0.2 0.1 0.1 0.1
S (%) 0.2 0.1 0.2 0.1
Fe (mg/kg) 78.2 1241.3 1330 1078.9
Cu (mg/kg) <3 4.1 28.6 324
Mn (mg/kg) 34.1 36.1 45.2 45.1
Zn (mg/kg) 26.0 11.0 93.5 59.0
B (mg/kg) 1.6 1.9 2.1 4.5
C (mg/kg) 45.6 47.8 56.7 58.3

MO: materia organica; EMICEL: hemicelulosa; CEL: celulosa; LIG: lignina; N: nitrégeno;
P: fosforo; K: potasio; Ca: calcio; Mg: magnesio; S: azufre; Fe: hierro; Cu: cobre; Mn:
manganeso; Zn: zinc; B: boro; C: carbono / MO: materia organica

10



Fundamentos tedricos

1.1.5 Residuos agricolas de la cosecha de cafia de aziucar RAC

Veracruz ocupa una superficie de 287,813 en cultivo de cafa, con una produccién de
2 230,901 toneladas de azucar representando un 38 % en produccion de azucar en el
pais (Velasco-Velasco et al., 2017), la principal caracteristica en la produccion de cafia
de azucar es la produccion de follaje, més del 90 % de la poblacién dedicada a la cafa
de azucar en México realizan quemas a fin de poder facilitar su corte eliminando gran
parte importante de la biomasa producida, posterior a esta quema queda la paja de la
cafa (tlazole), puntas o cogollos que contribuyen entre un 20 % y 30 % de la biomasa
generada, durante la cosecha se pueden producir entre 50 a 100 t/ ha de residuos

vegetables factibles de aprovecharse (Velasco-Velasco et al., 2017).

La composicién en materia seca de cafia de azucar en su estado natural es de: 8.4 %

cogollo y hojas verdes; hojas secas o paja 19.7 % y 28 % de residuos.

1.1.6 Pérdidas de cafa durante la zafra en el estado de Veracruz

Las principales pérdidas de residuos durante el corte, varian de acuerdo a la cantidad
de biomasa generada entre ellos se encuentra, manejo de cultivo, sistema de riesgo
o temporal. En México, Veracruz ocupa el primer lugar como principal estado generador
de residuos seguido de Jalisco y San Luis Potosi. Durante el periodo de la zafra el
estado de Veracruz genera volumenes considerables de residuos que son
considerados basura. En la Tabla 1.3 se muestra el valor promedio en toneladas de
residuos y perdidas durante el corte y recoleccidén en el estado de Veracruz. No solo
de la cosecha se generan residuos, sino tambien de subproductos que generan los
ingenios azucareros, esto depende del nivel de automatizacion, ya que entre mas
automatizado este el sistema de produccion, habra mayor capacidad para procesar
la materia prima y, en consecuencia, un aumento de residuos (Velasco-Velasco et al.,
2017).
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Tabla 1.3 Valores promedio en toneladas de residuos y pérdidas durante el corte y

recoleccion de cafia de azucar (Velasco-Velasco et al., 2017).

Rendimiento y residuos

Rendimiento (ton ha)

Residuos de hoja en (ton ha)

Veracruz
Produccion (2015-2016)

Temporal
60-70

Nulo debido a la

Riesgo
80-120

Nulo debido a la

quema quema
Tlazole (ton ha) 13-14 16-24
Punta/cogollo (ton ha) Aprox. De 40 Aprox. De 60
Pérdida de cafia por maquinaria en Aprox. 3.5 Aprox. 4.2

campo (ton ha)

Residuos por traslado

Por viaje (0.01 a

Por viaje (0.01 a

0.012). 0.012).
Por turno (0.45 a Por turno (0.7 a
0.6) 0.9)

1.1.7 Contaminacién por quema de residuos de cafia de azucar RAC

En los dltimos afios, se ha notado la alta generacion de residuos de cafia RAC después
de la zafra, afectando enormemente al planeta, siendo el medio ambiente de mayor
interés. Entre las principales afectaciones de los residuos agricolas resultantes de la
cosecha de cafia RAC son: el hollin liberado durante la quema de la paja de la cafia de
azucar, depositandose en el suelo en forma de copos oscuros. Conteniendo alrededor
de 70 productos quimicos perjudiciales para el medio ambiente, estudios han
demostrado que se obtiene 3-5.5 kg de ceniza por cada 100 kg de paja de cafa de

azucar quemada (Gil-Lopez et al., 2016).

Las cenizas son diseminadas por el aire en un radio de hasta 8 km, llegando a las

ciudades y contaminado, otra consecuencia de la quema, aunada a la mecanizacion
12
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utilizada para aumentar la productividad de los suelos, tienen por consecuencia la
reduccién de la materia organica del suelo, el incremento de la erosién y la disminucién
de la densidad de poblaciones microbianas benéficas para los cultivos. (Ross-Alcudia
et al., 2017), la quema de la cafia de azlcar puede tornarse una practica peligrosa,
debido a que el fuego puede volverse incontrolable, y poner en riego la seguridad de

las personas, animales, instalaciones y plantaciones (Alfaro-Goicochea, 2020).

Otro problema a causa de la quema es la contaminacion del aire debido a que el aire
gue respiramos esta formado por muchos componentes quimicos: nitrogeno (N2),
oxigeno (O2), y vapor de agua (H20), también se encuentran pequefias cantidades de
otras sustancias, incluidas dioxido de carbono, argon, nedn, helio, hidrégeno, y metano.
En lo que respeta a la contaminacién atmosférica las quemas agricolas después de la
cosecha ocasionan el deterioro de la calidad del aire. La adopcion de la quema antes
de la cosechay de los residuos generados, tienen un impacto ambiental negativo sobre
todo en poblaciones asentadas alrededor de &reas de cultivo de cafia. La quema
desprende gran cantidad de calor, incremetando los niveles de evaporacién del agua

contenida en la materia vegetal y el suelo.

El aire himedo es sobrecalentado y eleva los vapores, asi como particulas (cenizas)
operando como nucleos higroscépicos en el momento en que la masa del aire alcanza
la temperatura de condensacién. Al aumentar la frecuencia, este tipo de practicas
sufren alteraciones que inciden en valores medios identificando el microclima de la
zona afectada (Alfaro-Goicochea, 2020). Las particulas en suspension generadas y los
humos procedentes de la quema reducen la visibilidad y entran a formar parte del

fendbmeno denominado efecto invernadero.

La composicion de la cafia de azucar comprende de celulosa, hemicelulosa y lignina.
No solo de la celulosa y la hemicelulosa se puede aprovechar la produccion de
azucares, también de la lignina ya que contiene acido p-cumarico y &cido ferdlico, en
la Tabla 1.4 se observa la composicién de los residuos de cafia de azucar.
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Tabla 1.4 Composicion quimica del residuo de la cafia de azucar
(Coronel-Regalado, 2020)

Componentes del residuo Porcentaje (%)

lignoceluldsicos

Celulosa 43
Hemicelulosa 25
Lignina 21

1.1.8 Residuos lignoceluldsicos (RAC)

La biomasa producida por vegetales, es conocido como biomasa lignoceluldsicos y
esta constituida principalmente por celulosas, hemicelulosas y lignina, a estos residuos
se les considera como materia organica con mayor abundancia en el planeta, por lo
gue se convierte en fuente importante de carbono organico presente en los cultivos, la
utilizacion de biomasa lignocelulésica es prioritario para contrarestar los potenciales
efectos del calentamiento global (Olivo-Urbina, 2018), en la actualidad los residuos o
desechos agroindustriales y subproductos se han convertido en materia prima de
procesos que generan productos de valor agregado sin embargo existen muchas
limitantes para la degradacion de la estructura lignocelulésica, considerando que estos
residuos poseen grandes cantidades de fibra y celulosa, los nutrientes presentes en
follajes y rastrojos pueden ser aprovechados una vez que estos sean sometidos a un

tratamiento previo (Olivo-Urbina et al., 2021).

La Hemicelulosa es conocida como una estructura compleja de carbohidrato, consiste
en polimeros de diferentes azlcares como xilosa y arabinosa (pentosas), manosa,
glucosa y galactosa (hexosas). EI componente dominante de la hemicelulosa de
plantas agricolas es el xilano, su peso molecular es mas bajo que la celulosa, funciona
como una conexion entre la ligninay las fibras de celulosa, brindando rigidez al conjunto

de celulosa-hemicelulosa-lignina.
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La lignina es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
presente en la pared celular, su objetivo principal es dar a la planta el soporte
estructural, impermeabilidad, y la resistencia contra el ataque de microorganismosy el

estrés oxidativo (Luna-Martinez, 2018).

1.2 Tratamiento de los residuos lignoceluldsicos

Uno de los tratamientos de materiales fibrosos es la hidrolisis enzimatica, consiste en
el tratamiento de la celulosa, esta accidon la cumplen las células pertenecientes a las
glicosilhidrolasas encargadas de la catalisis de los enlaces glucosidicos presentes
entre dos o méas hidratos de carbono. Este tipo de enzimas lo producen varios
organismos comunmente bacterias y hongos, las mas utilizadas son las de origen
fungico debido al poder celulolitico, presentan dos médulos globulares independientes,
uno responsable de la hidrdlisis y el segundo responsable de la unioén con la célula. Su
funcién principal es mantener la enzima proxima al sustrato, lograr el reconocimiento

con el sustrato y finalmente la disrupcién de la estructura (Olivo-Urbina et al., 2021).

La hidrdlisis enzimatica consta de dos mecanismos con dichas enzimas, la de
conservacion y de inversion de la configuracion de carbono anomérico. Durante la
hidrolisis por conservacion, la degradacién de la célula empieza por un proceso de

glucosilacién, obteniéndose de esta forma el producto hidrolizado.

El mecanismo de inversién, en esta solo se realiza en una sola etapa, donde se genera
la incorporacion de la molecula de agua entre la base y el azdcar (Olivo-Urbina et al.,
2021).

1.3 Hidrdlisis enzimatica

La ruptura de las cadenas de celulosa en las biomasas mediante enzimas resulta
atractiva, esto sucede a 50 °C, permite evitar las condiciones mas duras asociadas a

la hidrolisis acida. Un complejo lignocelulolitico de enzimas, generalmente derivado de
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microorganismos fangicos, estd compuesto por tres clases de enzimas que actuan
sinérgicamente. Este complejo estd compuesto por endoglucanasas o 1,4-B-D-
glucano-4-glucanohidrolasas, exoglucanasas (EGs) que pueden dividirse en

celobiohidrolasas (CBHSs) o 1,4-B-D-glucano celobiohidrolasas.

Las EGs rompen los enlaces B-1,4 glicosidicos del polimero de forma aleatoria,
actuando principalmente sobre la region amorfa de la celulosa, generando oligdmeros
de todos los tamafos y, en consecuencia, extremos reductores y no reductores. Esta
accion enzimatica disminuye drasticamente el grado de polimerizacion y la resistencia
de la fibra generados por las EGs son reconocidos y atacados por las EGs (CBHSs). Las
CBHs rompen los enlaces (-1,4, generando celobiosa como producto principal
(Almedia y Ladisch, 2020).

1.3.1 Modelo para hidrdlisis enzimética

Existen modelos cinéticos propuestos para la reaccion de hidrolisis enzimatica, a estos
modelos se les conoce como modelos semi-mecanicos (Luna-Martinez, 2018), las
enzimas son moléculas que actian como catalizadores biolégicos, la mayoria de la
enzimas son proteinas aungque algunas son moléculas de ARN cataliticas, como todos
los catalizadores las enzimas aumentan las velocidades de las reacciones sin sufrir
ningun cambio quimico. Logran su efecto uniéndose temporalmente al sustrato, y al,
hacerlo reduce la energia de activacion necesaria para convertirla en producto

(Marasovic-Maja et al., 2017).

Matematicamente, la relacion entre la concentracién de sustrato y la velocidad de
reaccion pueden modelarse mediante la ecuacién de Michaelis-Menten, usado durante
mucho tiempo para catalizar la cinética de reacciones entre un sustrato y un tipo de
enzima en sistema homogeéneos; empleado para describir la hidrdlisis enziméatica de
materiales lignoceluldsicos. Este modelo es valido cuando la concentracién del sustrato

es mayor gque la de la enzima. Este modelo es capaz de describir el cambio sufrido en
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la velocidad de reaccién (V;), catalizada por una enzima al variar la concentracion del

sustrato [S], mostrada en la Ecuacién 2.1.

Vmax representa la velocidad méaxima, obtenida cuando la velocidad de reaccion se
hace independiente de la concentracion del sustrato S, K,,, es la constante de Michaelis,
dada por la concentracion del sustrato a la mitad de la velocidad maxima. Cuando
menor sea la velocidad de K,, menor sera la cantidad de sustrato necesaria para
alcanzar la mitad de la velocidad maxima, debido a que serda mayor la afinidad de la
enzima sobre el sustrato (Luna-Martinez, 2018).

1.3.2 Pretratamientos

Los residuos lignocelulésicos deben someterse a un proceso de TP para poder romper
la matriz rigida y liberar carbohidratos, uno de los TP mas utilizados es el TP
hidrotermal, termohidrélisis 0 de agua caliente liquida, en el que se aprovecha la
influencia del agua caliente a presién alta en procesos de conversion de biomasa, las
ventajas son que el método evita el uso de reactivos quimicos o generar cualquier tipo
de corrosion, reduciendo costos operativos. El aumento de lignina expuesta, asi como
el aumento de la carga, pueden promover la adsorcién no productiva de enzimas en la
lignina. Por tanto, la lignina interfiere con la produccion de bioetanol: sacarificacion
(hidrdlisis enzimética) y fermentacion (Almedia y Ladisch, 2020), después del TP, la
biomasa lignocelulésica debe sacarificarse mediante hidrélisis enzimatica de celulosa,

asi como hidrdélisis de hemicelulosa.
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1.4 Bioconversion de residuos a partir de agentes microbiolégicos

La generacion de altos volumenes de residuos generados, es un problema que
actualmente ocasiona dafos al planeta y al medio ambiente, se han buscado nuevas
alternativas para el control de la biomasa generada las cuales estan basadas
generalmente en el reciclado y reutilizacion de la materia desechada, este tipo de
residuos requieren un interés especial, debido a que son un beneficio ecoldgico al

disminuir la fuente de contaminacion.

La bioconversion es conocida como una biotrasformacion en donde la materia orgéanica
es sometida mediante procesos 0 agentes biolégicos en productos utilizables, el
proceso de bioconversidn a través de agentes biolégicos es una opcion muy favorable,
considerando que representa una solucion muy valiosa para la gestion de residuos
(Salomone et al., 2016). EIl objetivo mas importante de la gestion de residuos es
maximizar los beneficios econémicos y, al mismo tiempo salvaguardar el medio
ambiente, estas condiciones han impulsado estudios sobre diversas alternativas para

mejorarlas mediante enzimas microbianas.

Los agentes biologicos son una diversa gama de microorganismos incluyendo
numerosas variedades de hongos. Debido a que ciertos microorganismos pueden
descomponer la célula, s6lo un nimero de ellos produce cantidades significativas de

componentes para hidrolizar completamente la célula.

Existen gran variedad de especies Gram-negativas que producen células, entre las que
se encuentran treptomyces spp., Clostridium thermocellum, Ruminococcus spp.,
Cellulomonas spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., Proteus, Serratia, Bacillus
subtilis y Staphylococcus spp. Es importante sefialar que la especie Bacillus es
conocida por su capacidad de llegar a condiciones de reposo y ser productoras de
metabolitos secundarios (Sarsaiya et al., 2019).
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El Bacillus subtilis, es conocido como un microorganismo Gram-Positivo, con el que se
estara trabajando, evaluando las condiciones adecuadas de los residuos de cafia de
azucar RAC para la realizacion de una bioconversion a partir de estudios
fisicoquimicos, y mediante cinética quimica se evaluaran el comportamiento del

Bacillus y su crecimiento.

1.5 Bacillus subtilis

El Bacillus subtilis es una bacteria Gram-positiva formadora de esporas, en forma de
bastdn, como se observa en la Figura 1.3, este microorganismo pertenece a la familia
Bacillacae, ofrece una alternativa como agente de control bilégico (Castafieda-Alvarez
y Consuelo-Sanchez, 2016), tiene la capacidad de formar esporas, es decir forman una
pared gruesa que rodea su ADN, haciéndola resistente e inmune a temperaturas
extremas, quimicos, factores ambientales y algunos tipos de radiacion (Jiménez-
Delgadillo et al., 2018), asi como producir numerosas cantidades de compuestos
microbianos, favorecen su distribucién ubicua en el suelo, los entornos acuéticos, los
alimentos y la microbiota intestinal de artrépodos y mamiferos (Caulier-Simon et al.,
2019).

Figura 1.3 Forma de Bacillus subtilis (Chiza-Romo, 2019).

Su clase predomina en ser de naturaleza proteica, en cuanto a sus condiciones de
crecimiento, esta crece de forma libre (células plantonicas) o desarrollando biopeliculas
sobre el sustrato que coloniza (Sarti y Cura, 2019), para Bacillus subtilis se estima que

al menos el 4-5 % de su genoma se dedica a la produccion de compuestos
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antimicrobianos, estas moléculas son principalmente péptidos antimicrobianos. Sus
estructuras suelen ser ciclicas, hidrofébicas y contienen elementos peculiares como los
D-aminoacidos, ademas los metabolitos volatiles también constituyen una gran familia
de antimicrobianos que desempefian numerosos papeles metabdlicos y funcionales
(Caulier-Simon et al., 2019).

1.5.1 Crecimiento del Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal por la produccion
de metabolitos como auxinas, sideréforos, acidos organicos y antibiéticos, se ha
reportado que todas las cepas de B. subtilis tienen el mismo efecto promotor de
crecimiento (Anguiano-Cabello et al., 2019), aun produciendo distintas concentraciones
de metabolitos, como también puede constituir medidas efectivas de control biolégico.
Su crecimiento se basa por la cantidad de sustratos esenciales como fuente de carbono
y nitrégeno, al ser limitado de estos requerimientos, los Bacilos se estresan y esporulan
siendo definitivos como fuente de carbono (Castafieda-Alvarez y Consuelo-Sanchez,
2016).

Esta bacteria no es patogénica, puede ser cultivada y manipulada genéticamente con
relativa facilidad, es eficaz en la secrecion de proteinas y metabolitos, también es
utilizado como fungicida, actia colonizando el sistema radicular de las plantas
impidiendo el desarrollo de organismos causantes de enfermedades, debido a su
comportamiento multicelular y la produccién de una gran variedad de sustancias
toxicas actuando como un potente agente de biocontrol (Jiménez-Delgadillo et al.,
2018), en la Figura 1.4 se observa el crecimiento del Bacillus subtilis en medio de

cultivo.
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Figura 1.4 Crecimiento de Bacillus subtilis en medio de cultivo (Castafieda-Alvarez y
Consuelo-Sanchez, 2016).

Entre el grupo de Bacillus subtilis existen dos principales enzimas las cuales exhiben
actividades antagonicas unas de ellas son las enzimas liticas y las implicadas en la
extincion del quérum (QQ), varias sepas del Baciilus han sido identificados por su
capacidad de producir enzimas liticas con potencial de biocontrol, estas incluyen
celulasas, glucanasas, proteasas y quitinasas y generalmente se denominan enzimas

degradantes de la pared celular (Simon-Caulier et al., 2019).

Este microorganismo fue catalogado como aerobio estricto por mucho tiempo, hasta
gue en (1993) se dio a conocer por Priest que esta bacteria tiene la habilidad para
crecer en condiciones anaerébicas. En varios estudios se presentan la habilidad de
Bacillus subtilis para desarrollarse en ausencia de oxigeno bajo respiracién de nitratos

o también por la fermentacion en medios ricos con proteina (Cobo-Salcedo, 2017).

1.6 Crecimiento microbiano

En bioprocesos, los reactivos son los nutrientes que el microorganismo necesita para
poder crecer (reproducirse) y mantenerse vivos. Para sobrevivir los microorganismos
requieren una fuente de carbono (FC), fuente de energia (FE), fuente de nitrégeno (FN),
macro y micro nutrientes, O2. En la Figura 1.5 se observa el esquema de los nutrientes

necesarios para la produccién de microorganismos.
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Fuente de carbono W Bi
(FO) iomasa

o Energia y poder
Fuente de nitrogeno reductor

(FT)

Producto
O2

Factores de crecimiento Fuente de energia (FE)

Figura 1.5 Nutrientes necesarios para la produccién de microorganismos.

Los microorganismos dependiendo del medio y de las condiciones de cultivo pueden
genererar productos no ligados al metabolismo energetico, como son alcoholes, acidos
organicos, lipidos, polimeros, antibiéticos entre otros productos. La biotransformacion
no sucede de manera expontanea, sino que en medida de una serie de reacciones
bioquimicas que construyen el metabolismo de un microorganismo, los reactivos y
productos se relacionan con el metabolismo microbiano, se considera que el
microorganismo funciona como un bioreactor donde los sustratos se asimilan a partir
de reacciones catabodlicas para poder obtener energia y poder reductor (Catafieda,
2019).

1.6.1 Consumo de sustrato

La velocidad en que el sustrato se consume depende directamente de la concentracién
de nutrientes disponibles en el medio y las condiciones utilizadas para el crecimiento
celular como lo son la temperatura y el pH. Al inicio de la fase de adaptacion las células
teniendo alimento a los nutrientes del sustrato realizan procesos de mantenimiento,
reparacion celular, sintesis de proteinas y la produccion de energia esto con el fin para

poder sobrevivir a condiciones del medio, posteriormente el sustrato es consumido a
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mayor velocidad y la fase larga se presenta hasta que el sustrato ha sido consumido

en su totalidad (Alvarado-Lopez y Valdez-Arcentales, 2019).

1.6.2 Conteo de células

Muchos microorganismos actualmente son cultivadoss a escala industrial debido a su
versatilidad y variedad de aplicaciones, de igual manera con frecuencia es necesario
cultivar los microorganismos para aumentar su cantidad y establecer tasas de
crecimiento y muerte celular (Zambrano-Romero et al., 2019), el conteo de particulas
es una herramienta muy importante y de gran utilidad que puede aplicarse en gran
cantidad de procesos, la estimacion celular puede llevarse a cabo a través de diferentes

metodos o técnicas, entre los que se encuentra.

» Conteo celular a través del microscpio.
» Recuento celular a través de contadores de particulas automaticos.
> Determinacion de los cambios de densidad Optica del cultivo por espectrofotometria.

» Cuantificacion de biomasa en peso seco.

El conteo celular mediante microscopia éptima es una de las técnicas mas utilizadas
para estimar la densidad celular por ser un método sencillo y de menor costo, el conteo
celular consta de una serie de fases que son: toma de alicuota, dilucion de la muestra,
llenado de camara, recuento celular y finalmente estimar la densidad microbiana
(Gallego-Albiach y Pérez-Gualada, 2021), el cultivo de microorganismos continda
siendo fundamental para la identificacion, aislamiento y recuento de células viables o

para establecer su uso potencial en aplicaciones biotecnologicas subsecuentes.

El cultivo de microorganismos incluye la recoleccién de muestras, la preparacion de
diluciones, la siembra en medios selectivos de cultivo, y la incubacion bajo condiciones
controladas y reproducibles, en medios solidos de cultivo, el crecimiento microbiano se

evidencia en el desarrollo de agrupaciones de muchas bacterias, formadas a partir de
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una o varias células viables (unidades formadoras de colonias, UFC), denominadas

colonias (Zambrano-Romero et al., 2019).

El recuento celular se lleva a cabo en camara bajo el microscopio mediante el lente 10x
como se observa en la Figura 1.6, la lente del microscopio se debe cambiar a una de
20x o 40x asi colocar el area que se desea encontrar para observar las células en
suspension. El conteo puede realizarse tanto en el cuadro central (a 40x) como en los
cuatro cuadros de las esquinas (a 20x) todo dependera del tamafio de las células que

se esté leyendo.

Figura 1.6 Comportamiento de conteo en camara de recuento (Neubauer)

La estimacion de la densidad celular expresa la relacion entre la masa (o nUmero) y el
volumen de un cuerpo o sustancia, el nimero celular se conoce a partir del conteo y el
volumen se presenta a partir de las diluciones seriadas realizadas. Para el calculo se
toma la Ecuacion 2.2. (Gallego-Albiach y Pérez -Gualada, 2021).

Numero de células contadas

densidad = superficie de conteo (mm?) x profundidad (mm) x dilucién 22
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1.7 Ecuacion de Monod

Este modelo describe la curva de crecimiento, en donde se presenta una primera etapa
de adaptacion al medio que depende el niumero de células y del sistema metabdlico.
Posteriormente, se presenta un crecimiento exponencial a una velocidad maxima, la
duracion de la etapa depende de la concentracion inicial del sustrato limitante, asi
mismo la facilidad de adaptacion del microorganismo a la disminucion de sustrato,
cuando el sustrato es limitado, la velocidad especifica del crecimiento se comporta de

acuerdo a la Ecuacion 2.2 (Alvarado-Lépez y Valdez-Arcentales, 2019).

Es importante conocer del microorganismo en cuestion, los parametros cinéticos,
comportamiento en la formacién de biomasa, consumo de sustrato, rendimiento de

biomasa y la velocidad especifica de crecimiento.

La ecuacion de Monod relaciona la velocidad méaxima de crecimiento con la

concentracion de sustrato limitante y lo expresa con la Ecuacién 2.3.

~ S (2.3)
l’l - :umax KS + S

En el calculo de rendimiento de biomasa (Y,/s) se determina a partir de la Ecuacion 2.4

y el consumo de sustrato (CS) se emplea la Ecuacion 2.5 (Alfonso-Acosta et al., 2019).

.o X, — X

(2.4)

S —S (2.5)
CS=M*1OO
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Donde:

X= concentracion final de biomasa (g/L)

X,= concentracion inicial de biomasa (g/L)

S = concentracion final de proteinas totales (g/L)

S,= concentracion inicial de proteinas totales (g/L)

u= velocidad especifica de crecimiento (h?)

Umax= Velocidad especifica maxima de crecimiento (h?1)

K= constante de saturacion (g/L)

El valor de u,,4, Y la constante de saturaciéon K, se obtiene por el método del reciproco,

. . 1 1 . .
a partir de la grafica m VS <, aplicando a los datos exponenciales.

Por otra parte la Ecuacion de Contois 1956, mostrada en la Ecuacion 2.6, tiene en

cuenta el efecto de inhibicidon debido a la biomasa.

©= PmaxS (2_6)
BX+S

Umax= Maxima velocidad de crecimiento especifico

B= coeficiente de crecimiento expresion de contois

La ecuacion de Contois es una variante del modelo de Monod, donde la velocidad
especifica de crecimiento es inhibida por la concentracion de biomasa X, para
considerar el efecto de inhibicion por altas concentraciones de sustrato se emplea la

Ecuacién 2.7 de Adrews (Rincdn-Santamaria et al., 2018).
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_ Hmax S (2.7)
K; +S + S? /K,

U

K;= constante de inhibicion relacionada con el sustrato S. Para este fin se aplica la

Ecuacién 2.8.

_ .uméxS _ (2_8)
=% + 5 SXP(=KiS)

K;= constante de inhibicion por sustrato

1.7.1 Ecuacién de Lineweaver-Burk

Lineweaver-Burk emplearon una nueva herramienta para calcular parametros cinéticos
de una enzima, utilizando el modelo de Monod, donde grafica los reciprocos de la
velocidad y concentracion de sustrato, obteniendo una linea recta durante la fase
exponencial. Se emplea la Ecuacion 2.9, donde lo usa como herramienta para calcular
pardmetros cinéticos de una enzima. Se basa en que el reciproco de la cinética

Michaelis-Menten, que es facilmente representable (Luna-Martinez, 2018).

1_ K 1 (2.9)
VO Vméx[s] Vméx

La representacion grafica de Lineweaver-Burk permite identificar a K,, (constante de
Michaelis-Menten) y V.4, velocidad maxima,como se observa en la Figura 1.4. El punto
de corte con el eje de ordenadas es equivalente a la inversa de V4., ¥ en las abscisas

es el valor de —1/K,,.
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Km
_1 ~— Pendiente = {70

Figura 1.7 Representacion gréfica de Lineweaver-Burk

1.8 Rendimiento de biomasa

La determinacién de factores de conversion del sustrato a biomasa y de sustrato a
producto asi como la productividad de biomasa y producto debe calcularse con el
rendimiento de la biomasa obtenido despues de la cinéticas, se pueden utilizar los

coeficientes estequiometricos que se expresan como rendimientos donde y,; €s el
rendimiento en biomasa, y, s es el rendimiento en producto. Al finalizar la cinética la
cantidad que se coloco al inicio de cada nutriente disminuird, e incluso apareceran

productos derivados del metabolismo microbiano y habra un crecimiento de biomasa

importante resultante de la produccién celular.

El calculo del rendimiento se debe prever en funcién de las medidas experimentales de
las concentraciones de las variables que intervinen en el mismo con la Ecuacién 2.10
y 2.11 (Catafieda, 2019).

Y , _Biomasa producida AX_ Xf-X,
X/S="FCE consumida —AS— So-Sf (2.10)
Y _, _Producto producido AP _ Pf (2.11)

P/S=""FCE consumida TAS S,-Sf
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X= biomasa
S= sustrato
P= producto

yp = cantidad de producto producido

Yx/s= cantidad de biomasa producido

1.9 Evoluciéon del estado del arte

Cardona-Lépez et al., (2021), evaluaron el efecto de la enzima lacasa proveniente de
Aspergillus sp., con el fin de exponer la celulosa en bagazos de cafa de azucar
(Saccharum officinarum) y cactanea (Opuntia-ficus), llevando a cabo determinaciones
de parametros cinéticos de la enzima en cada una de las muestras evaluadas, en
términos de la velocidad inicial a diversas proporciones de bagazo (10 g:L a 50 g:L)
con un tiempo de reaccion de 1 hora, bajo condiciones evaluadas, evidencié remocion
de extraibles. A partir de andlisis cinéticos obtuvo como resultado, que la enzima
utilizada presentd una mejor afinidad a la remocion de lignina, indicando que el tipo de
proceso utilizado tiene buena perspectiva con este tipo de residuos agroindustriales.

Chiza-Romo, (2019), realizé el aislamiento, identificacién, secuencia y pruebas de
antagonismo in vitro de la bacteria Bacillus subtilis para el control de Phytophthora
Infestans, aislé Bacillus subtilis mediante el cultivo MRS para obtener cepas puras,
identificé las cepas mediante pruebas de identificacion fenotipica (macroscopica y
microscoépica), los resultados obtenidos de los analisis demostraron que la bacteria
Bacillus subtilis presenta un efecto antagonista ante Phytophthora Infestans, el proceso
de aislamiento permitié la propagacion y purificacion in vitro de la bacteria, todos los
procesos evaluados demostraron que Bacillus subtilis posee un control antagoénico, sin
embargo, el efecto antagonico de Bacillus subtilis y otros biocontroladores genera un

proceso lento en comparacion con la utilizacion de los agroquimicos.
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Shuang-Qi et al., ( 2018), estudiaron la paja de trigo para su bioconversién mediante
varios métodos de prueba, revisaron el estado de la investigacion, el método de
procesamiento y la aplicacién integral de la paja de trigo, explica los principales
meétodos de procesamiento y bioproductos de la paja de trigo, asi como los nuevos
meétodos de pretratamiento y bioproductos durante la utilizacion integral de la paja de
trigo. También mencionan la bioconversion de la lignocelulosa en bioproductos como
el bioetanol, biohidrégeno y biocompuestos, para su bioconversion comparan los
diferentes métodos para ver su eficiencia; método de pretratamiento, pretratamiento
fisico, pretratamiento quimico, pretratamiento &cido, pretratamiento alcalino,
pretratamiento de liquido idnico y pretratamiento con microorganismos, menciona que
el método con microrganismo es de menor costo debido a que no involucra la adicién

de ningun tipo de reactivos.

Ruiz-Cisneros et al., (2018), estudiaron el efecto de tres cepas de Bacillus solas y en
interaccion con tres hongos fitopatdgenos mediante el crecimiento de plantas de
jitomate y calidad del fruto. Las tres especies evaluadas fueron Bacillus (B.
amyloliquefaciens, B. methylotrophicus y B. subtilis). Y después con tres hongos
fitopatdogenos del jitomate, finalizando el ciclo de produccién, se determind, altura y
peso de las plantas; longitud y peso de raices, clorofila en hojas y rendimiento. La
incubacion con las cepas dio como resultado valores altos en variables evaluadas,
Bacillus subtilis mostr6 efectos positivos en el diametro y firmeza del fruto, contenido
de proteinas y longitud de raiz. Las cepas evaluadas promovieron el rendimiento y

tamafio de frutos en jitomate.

Cobo-Salcedo, (2017), evalud el crecimiento de Bacillus subtilis en diferentes medios
de cultivo liquidos sobre la concentracion final de UFC (unidades formadoras de
colonia), como el crecimiento exponencial y en fase estacionaria, los resultados
obtenidos fueron analizadas estadisticamente a traves de ANOVA, segun el ANOVA la
primera fase de estudio present6 diferencias significativas entre si, mientras que la

mejor prueba fue mediante tuckey del tratamiento a base de bebida de soya fortificada
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y lactosuero demostrando ser mejor en la produccion de este microorganismo, mientras
gue el cultivo a base de lactosuero funciona mejor para la multiplicacion de Bacillus

subtilis.

Romero-Mota, (2017), realizd la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica al
residuo porcicola y evaluo las cinéticas a diferentes concentraciones de carbohidratos,
asi como pH, manteniendo las muestras en constante agitacion a temperatura de 36
°C, monitoreandolo durante 72 horas, evalué la concentracién de carbohidratos y
produccion de acido lactico y biomasa. Como resultado el residuo fue un sustrato
susceptible al crecimiento de Lactobacillus: acidophilus, fermentum y reuteri, concluye
gue las condiciones Optimas para la produccién de acido lactico y la supervivencia de
los Lactobacillus se encuentra en la concentracion de 8.2 g/L de carbohidratos y pH de
5.5 a 6.7, el tiempo de residencia para que los Bacillus produzcan mayor cantidad de

acido lactico, se encuentra entre las 48 y 72 horas.

Joelmy et al., (2017), emplearon la Espectroscopia infrarroja (FT-IRART) como
herramienta para la caracterizacion del bagazo de cafia de azlcar, determinaron las
propiedades fisicoquimicas del bagazo de cafia, pH, humedad, cenizas, celulosa total
y lignina, los resultados obtenidos en la caracterizacion del bagazo de cafia, se observo
gue los parametros fisicoquimicos tienen una gran similitud en sus valores de pH,
humedad, cenizas y celulosa total, asi como el contenido de lignina y grasas. En cuanto
al FTIR-ATR este analisis presentdé bandas vibracionales caracteristicas de los
azucares, demostrando que la espectroscopia infrarroja (FT-IR-ATR) es una
herramienta que permite caracterizar al bagazo de cafia estructuralmente de forma facil

y rapida.

Castafieda-Alvarez y Consuelo-Sanchez., (2016), evaluaron el crecimiento de cuatro
especies sp. Nativas a escala de 10 mL. El procedimiento para evaluar el crecimiento
se llevo a cabo utilizando espectrofotometria y recuento directo en placa, las bacterias

evaluadas fueron; Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus
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cereus, todas las cepas evaluadas presentaron antagonismo in vitro. Uno de los
Bacillus mas predominantes fue Bacillus subtilis, demostré ser de mayor capacidad
antagonico, teniendo una velocidad de crecimiento mucho mayor que las otras cepas,

demostrando que este género de Bacillus puede ser para control biolégico de hongos.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

En la Figura 2.1 se muestra la metodologia utilizada para la realizacion del proyecto.
En la que se describen los pasos que se utilizaran para la bioconversion de los
residuos de cafia de azlcar, asi como las técnicas utilizadas para cada
determinacion, para poder obtener las condiciones adecuadas que permitan una

mejor bioconversion de la materia organica.

' Obtencion del residuo de cafia de
azucar (RAC) y de la bacteria
Bacillus sublilis.

|
| I n—

[ Caracterizacion ) Propagacion poblacional 4 Reconocimiento
fisicoquimica del de la bacteria Bacillus de la bacteria.
residuo de cafia de subtilis. ) % Propagacion dela

) . azicar (RAC). bacteria (inoculo
/" Fisicos: pH, ST, SV | ’ inicial).
Quimica: +
Carbohidratos E—
Nitrégeno Determinacion de las cinéticas con )
Proteina diferentes dosis de lactobacilos y | ( \
Lignina diferentes tiempos de reaccion. < Repique en medio sélido y
Microbiolégica: liquido de Bacillus subtilis.
Coliformes fecales, l + Incubacién de las
salmonella sp. muestras para evaluacion
Determinacién del rendimiento de las cinéticas a
de bioconversién de residuos. diferentes dosis y
1 diferentes tiempos.
“ Evaluacion del

proteinas, ST, STV
| yconteo celular

crecimiento celular a biomasa obtenida.
partir de resultados de
la cinética.

% Calculo mediante la

ecuacion de Monod.

Determinacion de la calidad de Andlisis: nitrégeno, l

Figura 2.1 Diagrama de la metodologia
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2.2 Obtencién de los residuos de cafia de azucar (RAC) y Bacillus subtilis

El residuo agroindustrial de cafia de azucar (RAC), se obtuvo del Municipio de
Atzacan, Veracruz que colinda con la cuidad de Orizaba, Veracruz. Esta localidad

cuenta con muchas hectareas de siembra de cafia de azulcar, la muestra esta

conformada por tallos secos y hojas como se muestra en la Figura 2.2.

Figura 2.2 Residuos de cafia de azucar (RAC).

El Bacillus subtilis fue proporcionado por el laboratorio, de la marca comercial
SERENADE Bacillus subtilis mostrada en la Figura 2.3. El Bacillus est4 almacenada

en un lugar fresco libre de humedad.

¢ PRECAUCION

Figura 2.3 Bacillus subtilis SERENADE
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2.3 Pretratamiento de residuos

La biomasa fue sometida a un pretratamiento para disminuir su tamafio. Se corté en
trozos pequenios llevo a la estufa a secado por 24 horas. Una vez que se elimind la
humedad completamente, se llevé a un molino de mano en donde la muestra fue
triturada, hasta obtener un polvo fino como se observa en la Figura 2.4, se realizo
un tamizado en malla de 50 mm, la muestra se mantuvo en almacenamiento en un

lugar libre de humedad.

on mi Galaxy A31

Figura 2.4 Residuos de cafia de azucar RAC molidos.
2.4 Caracterizacion del residuo de cafa de aziicar RAC

A los residuos se les realizo la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica con el
propdsito de conocer sus propiedades y asi mismo los niveles de contaminantes
presentes. En la Tabla 2.1 se muestran los parametros evaluados, al igual que los

métodos con los cuales se realiz6 cada determinacion.

Previo a la caracterizacion se realizd una dilucion 1:15 a la muestra molida de los
residuos de cafa de azucar, se trabaj0 con una muestra cruda y una tratada
térmicamente. La muestra tratada se mantuvo en calentamiento por 30 minutos a
90 °C.
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Tabla 2.1 Pardmetros para la caracterizacion de los residuos de cafia de azucar

Fisicos

Quimicos

Microbioldgicos

(RAC).

Parametro [unidad]
pH
Solidos Totales [%0]

Solidos Totales Volatiles

Carbohidratos [g/L]

Proteinas [%0]

Lignina

Nitrogeno Total [%]

Coliformes fecales [NMP/g ST]
Salmonella spp. [NMP/g ST]

2.4.1 Determinacion de pH

Método
Potenciometro
Método estandar 2540 de la
APHA-AWWA-WPFC (1999)
Método estandar 2540 de la
APHA-AWWA-WPFC (1999)
Método Antrona-sulfurico
Método 4500-NHs B
ESTANDAR METHODS,1989)
Acid-insoluble lignin in wood
and pulp (Reaffirmation of T
222 om-02)
Nitrogeno Kjeldahl
NOM-004-SEMARNAT-2002
NOM-004-SEMARNAT-2002

El pH se midié mediante el potenciometro HI 2210/HI 2211 (medidor de sobremesa

de pH/Mv/°C), fue calibrado con buffer 4y 7, las muestra medidas fueron tanto cruda

y muestra tratada a temperaturas de 24 °C.

2.4.2 Determinacion de sélidos Totales

Para la determinacion de solidos totales (ST) se pesaron 3 g de las muestras

diluidas 1:15 en crisoles, se llevaron a evaporacion en estufa de calentamiento por

24 horas a 105 °C de acuerdo a lo indicado en el método estandar 2540 de la APHA-

AWWA-WPFC (1999). Finalizado el tiempo se calcula el porcentaje mediante la

Ecuacion 2.1.
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P, —P
%ST = ——2

* 100 (2.1)

Donde:

P;= peso del crisol a peso constante
P,= peso de la muestra

P;= peso del crisol a peso constante + muestra seca

2.4.3 Determinacion de Sélidos Totales Volatiles (STV)

Los Solidos Totales Voléatiles se determinaron siguiendo el método 2540 de la
APHA-AWWA-WPFC (1999), para muestra cruda y tratada, las muestras
previamente secas de la determinacion de (ST) se llevaron a calcinacion en una
mufla Thermo Sciencitic a 550 °C durante 2 horas. Los Sélidos Totales Volétiles se
calcularon utilizando la Ecuacion 2.2.

Ps— Py 100 (2.2)

%STV =

3 1

Donde:

P;= peso del crisol a peso constante
P,= peso de la muestra
P;= peso del crisol a peso constante + muestra seca

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

2.4.4 Determinacién de carbohidratos

La determinacion de carbohidratos fue realizada mediante el método de
Antrona-Sulfurico, consistié en disolver 1 mL de las muestras diluidas 1:15 (muestra
cruda y tratada), para tener una relacién 1:50, de esta dilucion se tomaron 0.5 mL a

la cuales se les adicion6 2 mL de Antrona previamente preparada.
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Preparadas las muestras se llevaron a calentamiento por 12 minutos a 94 °C, se
dejaron enfriar y se leyeron en el espectrofotometro Thermo Scientific modelo

Genesys 20 a una longitud de onda de 620 nm.

2.4.5 Determinacién de nitrégeno

La determinacion de nitrdgeno consistido en tomar 50 mg de muestra, la cual se le
adicion6 0.5 g de sulfato de potasio, 0.2 g de sulfato de cobre, 3 mL de acido
sulftrico y una pizca de selenio que actia como catalizador, se llevo a digestion

durante 2 horas.

Trascurrido el tiempo se llevo al microdestilador Kjeldahl, donde se le adicioné de
12-15 mL de hidréxido de sodio al 40 %, el destilado fue recolectado en un vaso de
precipitado en bafio de hielo, el vaso contenia 10 mL de solucién acido bérico y 2
gotas de indicador azul-rojo de metilo. La solucion recolectada se titulé con &cido
sulfarico hasta tornar un color rosa claro, registrando el volumen gastado de &cido.
Mediante la Ecuacion 2.3 se calculé la cantidad de nitrégeno presente y por factor

de conversion (6.25), la cantidad de proteinas.

G =N =0.014
0N = — * 100 (2.3)

G=mL de la solucion

N=normalidad de la solucién

0.014= mL equivalente

M= peso de la muestra en g o volumen en mL

6.25= factor de conversion

2.4.6 Determinacion de lignina

La determinacién de lignina se llevé a cabo mediante la Norma TAPPI 222 0M-02,

se pesaron 5 gramos de muestra la cual se le realiz6 lavado con etanol-benceno y
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agua caliente, la muestra se llevd a secado por 24 horas, posteriormente de la
muestra seca se tomd 1 gramo la cual se le adicioné 15 mL de acido sulfarico al
72 %, se incubd a bafio Maria por 2 horas manteniendo la muestra en constante
agitacion. Finalizada el tiempo de incubacion se adicioné a un matraz con 575 mL

de agua hasta ebullicién por 4 horas adicionando constantemente agua caliente.

Trascurrido el tiempo se sacoé la muestra y dejo en reposo de manera inclinada por
24 horas, una vez sedimentada la muestra se paso a filtracion por un crisol y papel
filtro, la muestra sélida junto con el crisol se llevé a secado en estufa hasta peso

constante.

2.4.7 Determinaciéon de Coliformes fecales

Para la determinacion de coliformes se siguié el método de acuerdo a la Norma
NOM-004-SEMARNAT-2002, en donde se realiz6 diluciones de la muestra en
medios de cultivo, incubando por 24 horas, posterior al periodo de incubacion se
leyeron muestras positivas y negativas. A las muestras positivas se les realizé la
prueba confirmativa cultivandolos en medio EC. Durante 24 horas, las muestras
positivas permitieron dar una estimacion de la poblacion bacteriana contenida en

los residuos de cafia de azucar el cuél se reporta en NMP/g ST.

El NMP de Coliformes fecales presente se obtiene a partir de los resultados
positivos que se cultivaron en medio EC. En donde se inoculd las series positivas
utilizando diferentes volimenes, obteniendo el cédigo de resultados positivos en

series consecutivas el cual se calcula con la Ecuacién 2.4.

NMP = (NMP de tablas) * (10/mayor volumen inoculado)(1) (2.4)
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2.4.8 Determinacién de Salmonella spp.

La determinacion de salmonella se llevé a cabo mediante la Norma NOM-004-
SEMARNAT-2002, indicando que el método se basa en el requerimiento con medios
selectivos, que contienen sustancias inhibidoras, reconstruyendo a su vez la
vitalidad de las células dafiadas y, de igual forma, impidiendo el desarrollo de
bacterias. Se prepararon los medios de cultivo indicados en donde se suspendieron
gramos de la muestra correspondiente a 4 g de ST para obtener una dilucion de
10t incubandolo durante 24 horas.

Trascurrido el tiempo de incubacion se prepararon diluciones en donde se adicioné
por triplicado 1 mL de estas en caldo de selenio cistina incubando las muestras por
24 horas hasta cambio de color (anaranjado intenso). Donde se obtiene el codigo
de los resultados positivos en series consecutivas. Calculando el NMP mediante la

Ecuacion 2.5.

NMP = (NMP tablas) » (10/mayor volumen inoculado) (2.5)

2.5 Propagacion de la bacteria Bacillus subtilis

La propagacion de la bacteria se llevé a cabo en medio de cultivo (Agar nutritivo),
se prepard el medio y adicion6 en cajas Petri previamente esterilizadas, tomando
una cantidad considerable mediante asa del recipiente SERENADE (Bacillus
subtilis), se sembrd en formas de estrias a las cajas Petri conteniendo el medio,
incubando las muestras en estufa de cultivo por 24 horas, con la tapa hacia abajo
para evitar la contaminacion o entrada de microorganismos presentes en el exterior.
Trascurrido el tiempo de cultivo, se observé el crecimiento del Bacillus subtilis,

notando que crece a una velocidad considerable.
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2.5.1 Identificacién del Bacillus subtilis

La identificacion fue llevada a cabo mediante tincion de Gram, la prueba consiste
en el reconocimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se tomo una
pequefia cantidad del cultivo colocandolo en porta objetos conteniendo una gota se
solucion salina, por medio de mechero se seco hasta evaporar el liquido y mediante
periodo de tiempo de 5 minutos se le adiciond, (cristal violeta, lugol, alcohol acetona
y safranina).

Trascurrido el tiempo de evaporacion se le realizé lavados con agua destilada,
dejando secar al medio ambiente. Posteriormente, se leyd en el microscopio a 10 x,
adicionando a la muestra 1 gota de aceite de inmersion, en donde se observaron

colonias en forma de baston de color morado.

2.6 Preparacion del inoculo Bacillus subtilis

Una vez propagado el Bacillus la muestra se mantuvo en incubacién en medio de
cultivo a 37 °C, en un periodo de 5 dias, trascurrido el tiempo se hacia un cambio

del medio de cultivo para evitar la muerte de la bacteria.

Para la preparacion del inéculo se llevo a cabo en medio de cultivo de caldo MRS,
se prepar6 el medio de cultivo 50 mL y se esteriliz6 en la autoclave se afiadi6 al
matraz 20 mL y mediante asa se tomé una pequefia cantidad del cultivo Bacillus
subtilis, la muestra se llevd a en constante agitacion en una incubadora modelo
ZHWY-100B.

2.7 Pretratamiento del sustrato

Se preparé 1500 mL de muestra, pesando 100 g de sustrato para obtener una
dilucion 1:15, la muestra fue tratada térmicamente en una parrilla a 90 °C durante
30 minutos, con el fin de eliminar todos patégenos que se encuentran presentes en

los residuos de cafa de azUcar.
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Se dejo enfriar por aproximadamente una hora y coloco en refrigeracion por una

noche, hasta el inicio de las cinéticas.

2.8 Determinacién de las cinéticas

Los estudios cinéticos se realizaron en diferentes matraces Erlenmeyer con
capacidad de 250 mL, en donde se colocé un volumen til de 150 mL de muestra
tratada, variando la concentracion de inoculo y el tiempo de reaccién. Las muestras
fueron colocadas en agitacion en una incubadora modelo ZHWY-100B. Se propuso
un disefio factorial de efectos aleatorios, con la finalidad de comparar la remocién
de carbohidratos, acido lactico producido y biomasa generada, las combinaciones

de las cinéticas se muestran en la Tabla 2.2.

Los resultados obtenidos se comprobaron estadisticamente mediante la utilizacién
del software Minitab 19, para las etapas de determinacion de remocion de

carbohidratos, &cido lactico producido, biomasa genera y crecimiento microbiano.

Tabla 2.2. Disefio experimental
In6culo % viv

Muestra 5 10 15
Tiempo t(h)
48, 72, 96 48, 72, 96 48, 72, 96

2.9 Rendimiento de las cinéticas

Para la evaluacion del rendimiento de las cinéticas a diferentes dosis y tiempos de
reaccion, se analizaron diferentes parametros, como lo son acido lactico producido,

carbohidratos, biomasa y conteo celular.
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2.9.1 Determinacién de carbohidratos

A partir de diluciones se determinaron los carbohidratos presentes a cada una de
las muestras que se tomaron en periodos de 6 horas, la determinacion se llevo a
cabo a partir del método Antrona sulfarico. Se tomé 0.5 mL de cada una de las
muestras por separado y aforo en matraces de volumen de 50 mL, tomando 0.5 mL
de esta dilucion agregando en tubos con 2 mL de Antrona preparada con
anterioridad, se llevaron las muestras a bafio Maria por 12 minutos a 90 °C, la
lectura de la muestra se llevé a cabo en un espectrofotémetro Thermo Scientific

modelo Genesys 20 a una longitud de onda de 620 nm.

2.9.2 Determinacién de acido lactico

Las muestras tomadas durante el periodo de incubacion de las cinéticas se le
evallan la produccién de acido lactico de acuerdo a la Norma NMX-F-716-
COFOCALEC-2014, este método consiste en realizar diluciones de las muestras,
tomar entre 30-40 mL y titular con NaOH al 0.1 %, el célculo se realiza con las

Ecuacion 2.6.

M

Acido lactico =

~|<Q

Donde:
V= Volumen gastado de NaOH (mL)
N= Normalidad de NaOH

M= Volumen de la muestra (mL)
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2.9.3 Conteo celular

Para la cuantificacion celular se emplea el uso de la camara de Neubauer, se
realizaron diluciones de las muestras tomadas durante periodos de incubacion de

las cinéticas.

Las preparaciones de las muestras se llevaron a cabo mediante el método de placa
vertida, en donde se tomd 1 mL de las diluciones, colocandolo en cajas Petri con
Agar nutritivo, incubando las muestras en estufa de cultivo por 24 horas.

Para el calculo se llevd a cabo contando el numero de células por mililitro
calculandola mediante la Ecuacion 2.7 descrita por (Gallego-Albiach y Pérez-
Gualada, 2021).

UFC _ 1 1 2.7)
mL OGecoomas Xy o embrado - Dilucion

2.9.4 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se evalu6 a partir de los resultados del conteo celular de
cada una de las muestras tomadas durante las cinéticas en un periodo de 6 horas,
en donde se observa el crecimiento de microorganismos y consumo de sustrato a

menudo que pasa el tiempo.

El célculo se determind a partir de la Ecuacion de Monod utilizando el modelo de

Hoftee de acuerdo a (Luna-Martinez, 2018). Por la Ecuacion 2.8.

S
H = Umax Ko+S (2.8)

u= velocidad especifica de crecimiento (h't)
Umax = tasa maxima de crecimiento (ht)
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S = concentracion de sustrato

Ks = constante de saturacion (g/L)

2.9.5 Determinacién de biomasa

La cuantificacion de biomasa de cada una de las muestras de las cinéticas se realiz6
por diferencia de peso, tomando 10 mL de muestra y afiadiendo a los tubos, se

colocaron en la centrifuga durante 10 minutos a 1000 rpm.

A las muestras se les realiz6 dos lavados con agua destilada, una vez finalizado el
lavado, la muestra solida se coloc6 en crisoles anotando el peso y llevo a la estufa
a unatemperatura de 120 °C hasta peso constante, por diferencia de peso se obtuvo

la biomasa.

2.10 Determinaciéon de la calidad de biomasa obtenida

El andlisis de la calidad de biomasa se determin6é a partir de las muestras de
fermentacién anaerobia. Las muestras evaluadas fueron de 48, 72 y 96 horas en
concentraciones de 5, 10 y 15 % v/v de inéculo, fueron centrifugadas en centrifuga
Hermle Laboratory GMB H a 10,000 rpm durante 10 minutos, se retir6 el medio
liquido y a la biomasa obtenida se le realiz6 andlisis de Nitrogeno, Proteinas,

Carbohidratos, ST y conteo celular.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante las etapas
experimentales realizadas a lo largo del proyecto de investigacion, los resultados

son mencionados en el mismo orden de acuerdo al capitulo 2.

3.1 Caracterizacion del residuo de cafia de aziicar RAC

En la Tabla 3.1 se presentan los andlisis que se realizaron para la caracterizacion
fisicoquimica y microbioldgica a los residuos de cafa de azucar RAC, obtenidos de
campos agricolas del municipio de Atzacan, Veracruz, antes de cada tratamiento la
muestra se corto en trozos pequefios y llevé a molienda hasta obtener un polvo fino,
cabe mencionar que todos los parametros determinados se hicieron por medio de

una muestra y dos réplicas.

Tabla 3.1 Caracterizacion de residuos de cafa de azlUcar RAC

Parametros Muestra cruda Muestra tratada Unidad
valor valor
Fisicos
ST 5.22 7.50 % m/m
STV 95.77 96.05 % m/m
pH 4.51 4.17 --
Quimicos
Carbohidratos 18.73 23.65 g/L
Nitr6geno total 0.13 0.15 g/kg ST
Proteinas 0.83 0.97 %
Lignina 27.22 20.6 %
Microbiol6gicos
Coliformes fecales 93,000 <1000 NMP/g ST
Salmonella spp. 56,000 <1000 NMP/g ST

Los parametros como ST, STV, proteinas y lignina, se reportan mediante una

media aritmética, con la experimentacion de una muestra y dos réplicas.

El valor obtenido de pH a los residuos de cafia RAC, dio como resultado 4.51 en
muestra cruda y 4.17 en muestra tratada térmicamente a una temperatura de
24.9 °C por lo que se puede observar que se encuentra en un pH acido, esto puede
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deberse al estado en que se encontraban los residuos recolectados y a los cambios

climaticos que se sometio en su crecimiento.

En la caracterizacion quimica también se determiné la cantidad de solidos totales
presentes en los residuos, se realizo una dilucién 1:15, encontrando un valor de

5.22 unidades para las muestras analizadas.

De igual manera se cuantifico la presencia de los tres componentes principales del
sustrato: como es la presencia de carbohidratos con un valor de 23.65 g/L, mismo
gue es menor al valor promedio de 39.53 % obtenido por (Cabrera-Ayala y Novoa-
Izaguirre, 2016), seguido del nitrdgeno con un promedio de 0.15 g/kg ST y proteinas
con un valor de 0.97 unidades, menor que 1.15 % obtenido por (Cabrera-Ayala y
Novoa-lzaguirre, 2016). Los componentes analizados son los principales nutrientes

gue consumen los Bacillus subtilis para su crecimiento poblacional.

Otro de los componentes principales que se determind es la lignina, el cual es
fundamental para conocer su funcibn como barrera que impide la descomposicion
de la celulosa por los microorganismos, dando un valor con una media aritmética de
27.22 % mayor a 23.8 % reportado por (Cabrera-Ayala y Novoa-lzaguirre, 2016), en
bagazo de cafa de azlcar.

En cuanto a los aspectos microbioldgicos son considerados de suma importancia,
ya que se trata de una muestra que se encuentra expuesta a la intemperie y es
sometida a diferentes cambios ambientales, cultivada en una region montafiosa con
problemas ambientales que dafian al cultivo como la quema, emisiones de COz,
entre otros. Este aspecto se determind para conocer la cantidad de

microorganismos presentes en el sustrato mostrada en la Tabla 3.1.

Las determinaciones microbiologicas rebasaron los limites maximos permisibles,

para los coliformes fecales con un valor de 93,000 y para Salmonella spp. 56,000
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de acuerdo a lo mencionado en la norma NOM-004-SEMARNAT-2002 (<1000
NMP/g ST).

Sin embargo, para poder eliminar estos contaminantes presentes se realizd un
pretratamiento térmico a 90 °C por 30 minutos, dando como resultado una
disminucién favorable de contaminantes con valores por debajo de los limites
maximos permisibles, para coliformes fecales <1000 y salmonella spp. Obteniendo

un biosdlido de clase A.

3.2 Propagacion del Bacillus subtilis

Con respecto a la activacién y adaptacion del Bacillus subtilis, la bacteria logré
propagarse de manera adecuada sin problemas en medio de Agar nutritivo,
mostrando los resultados en la Figura 3.1 donde se puede observar el crecimiento
del Bacillus subtilis, permitiendo evidenciar las caracteristicas macroscopicas,
arrojando mismos resultados que (Castafieda-Alvarez y Consuelo-Sanchez, 2016)

al aislar Bacillus subtilis en agar sangre.

Figura 3.1 Crecimiento de Bacillus subtilis.
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3.3 Reconocimiento de Bacillus subtilis

El Bacillus subtilis logré propagarse de manera adecuada en medio de Agar
nutritivo. Observando Bacillus Gram-positivos delgados y de regular tamafio, como
se muestra en la Figura 3.2, tomada de las pruebas de crecimiento enzimatico,
comprobandose el crecimiento esperado de acuerdo con la literatura (Zalazar-
Quispe et al.,2019).

Figura 3.2 Bacillus Gram-positivos

3.4 Determinacién de las cinéticas

Las fermentaciones anaerobias se determinaron a partir de la preparacién de
in6culo mediante Bacillus subtilis, posterior a la preparacién del inéculo se procedi6
a realizar la fermentacion anaerobia, llevandose a cabo en diferentes matraces
Erlenmeyer con capacidad de 250 mL, colocandose un volumen (til de 150 mL de
sustrato e in6culo (5, 10 y 15 % v/v) evaludndolas en (48, 72 y 96 horas). Las
muestras fueron colocadas en agitacién en una incubadora modelo ZHWY-100B a
temperatura constante de 36 °C y agitacion de 110 rpm, cada una de las muestras

fueron monitoreadas tomando 6 mL de muestra cada 6 horas Figura 3.3.
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Figura 3.3 Fermentacion anaerobia

3.5 Produccién de acido lactico y consumo de carbohidratos

A continuacion, se presentan los resultados de disminucion de carbohidratos
mediante la fermentacién anaerobia y la produccién de &cido lactico en periodo de

tiempo de 48, 72 y 96 horas con concentraciones de 5, 10 y 15 % v/v de indculo.

3.5.1 Fermentacion anaerobia de 48 horas

En la Figura 3.4 se presenta el consumo de sustrato y la produccion de acido lactico
mediante la fermentacion con Bacillus subtilis, en un tiempo de 48 horas, la
concentracion de acido lactico producido durante este periodo fue de 2.50 g/L con
in6culo de 5 % v/v siendo la mejor concentracion, con un valor menor a lo obtenido
por (Camacho-Torres y Lizarazo-Cala, 2021) de 16225.2 ug/mL al evaluar pulpa de
café con 2.5 % de in6culo en tiempo de 60 h. En cuanto a la disminucion de la
concentracion de carbohidratos se redujeron 4.02 g/L con una concentracion final
de 29.09 g/L.
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Figura 3.4 Produccién de &cido lactico y consumo de carbohidratos 5 %-48 h.

Para una concentracion de 10 % de inoculo v/v, el consumo de carbohidratos fue
de 24.49 g/L y una concentracion final de 19.43 g/L, mostrada en la Figura 3.5, en
cuanto a la produccion de acido lactico se tuvo un decremento con una
concentracion final de 1.25 g/L producido, siendo la concentracion mas baja en
comparacion de 5y 10 % v/v de inéculo.
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Figura 3.5 Produccion de acido lactico y consumo de carbohidratos 10 %-48 h.
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En la Figura 3.6 se muestra la produccion de &cido lactico para una concentracion
de 15 % v/v, obteniendo la mayor produccién, con un valor de 3.75 g/L y una
remocion de carbohidratos de 6.96 g/L, y una concentracion final de 24.31 g/L, para
un tiempo de 48 horas se obtuvo mejores resultados con in6culo de 15 % con mejor
remocion de carbohidratos y una mayor produccion de &cido lactico.
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Figura 3.6 Produccioén de &cido lactico y consumo de carbohidratos 15 %-48 h.

3.5.2 Fermentacion anaerobia de 72 horas

A continuacion, en la Figura 3.7 se observa el incremento de la produccion de &cido
lactico en un periodo de 72 horas, el incremento para las tres concentraciones se
observé de manera concordante con el consumo de sustrato, empezando a las 12
horas de la fermentacion con una producciéon de 1.25 g/L para 5 % de in6culo y una
produccion final a las 72 horas con 5 g/L, siendo la mayor concentracion obtenida,
en cuanto a la disminucion de carbohidratos se obtuvo una remocion de 15.77 g/L,

y una concentracion final de 13.69 g/L.
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Figura 3.7 Produccion de &cido lactico y consumo de carbohidratos 5 %-72 h.

En la Figura 3.8 se muestra la remocién de carbohidratos con inoculo de 10 % v/v
en un tiempo de 72 horas, la remocion obtenida fue de 10.701 g/L de carbohidratos
con una concentracion final de 15.08 g/L, y una produccién de acido lactico de 1.25
g/L a partir de la hora 54 y una produccion final de 3.75 g/L con una concentracion
de 11.25 g/L.
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Figura 3.8 Produccién de &cido lactico y consumo de carbohidratos 10 %-72 h.
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Para in6culo de 15 % v/v la produccion de &cido lactico se comportd de la misma
manera que con indculo del 10 %, con una produccion de 1.25 g/L a partir de la hora
54 y una produccion final de 3.75 g /L con una concentracion final de 11.25 g/L de
acido lactico producido, para la remocién de carbohidratos se obtuvo un valor de
6.98 g/L, siendo la menor concentracion de carbohidratos consumido en

comparacion de 5y 10 % de inéculo.
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Figura 3.9 Produccién de acido lactico y consumo de carbohidratos 15 %-72 h.

3.5.3 Fermentacion anaerobia de 96 hora

La produccién de acido lactico en fermentacién de 96 horas se muestra en la Figura
3.10 donde se puede observar que existe un incremento de &acido lactico mas
pronunciado a partir de la hora 36 con 3.75 g/L con 5 % de inoculo v/v, con una
concentracion final de 11.25 g/L producido. En cuanto al consumo de carbohidratos,

se obtuvo una remocién de 9.42 g/L con una concentracion final de 12.38 g/L.
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Figura 3.10 Produccion de &cido lactico y consumo de carbohidratos 5 %-96 h.

Para 10 % de in6culo su incremento fue a partir de la hora 30 con 3.75 g/L,
obteniendo una produccion final de 7.50 g/L igual que con in6culo de 5 % vy
disminucion de carbohidratos de 9.69 g/L, mostrada en la Figura 3.11 y 3.12 para
15 % de in6culo, obteniendo la misma produccién que con in6culo de 5y 10 % v/v,
de acuerdo a las tres concentraciones utilizadas no existio diferencias significativas
para la remocién de carbohidratos ya que todas se encuentran en un rango de 9.42
g/L a 9.58 g/L, en comparacion a (Castells-Roman, 2018) que obtuvo una
produccién menor con un valor de 5 g/L de &cido lactico al evaluar 8 especies
diferentes de Bacillus subtilis en condiciones aerébicas y anaerébicas utilizando

glucosa como sustrato.
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Figura 3.11 Produccién de &cido lactico y consumo de carbohidratos 10 %-96 h.
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Figura 3.12 Produccion de acido lactico y consumo de carbohidratos 15 %-96 h.

3.6 ANOVA pararemocion de carbohidratos

De acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA) realizado, se encontr6 que el factor %
de inoculo resulto ser significativo en la variable de respuesta para el consumo de
carbohidratos Anexo |, debido a que presenta un valor de P (0.022), siendo este
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valor menor al valor de significancia «=0.05, de igual manera el factor del tiempo
fue significativo en la variable respuesta al obtener una P=0.000. Ambos factores
resultaron ser significativos, para la interaccion de factores (indculo*tiempo)
obteniendo una P=0.000.

En cuanto al optimizador de respuesta los mejores resultados obtenidos para la
remocién de carbohidratos al combinar el % indculo y tiempo, se obtuvo como mejor
resultado la concentracion de 5 % de inéculo en periodo de tiempo de 48 horas, con

una disminucion en carbohidratos de 4.02 g/L.

Para el andlisis estadistico de acido lactico mostrada en el Anexo Il, se observo que
el factor % inoculo resultoé afectar a la variable de respuesta para la produccion de
acido lactico, obteniendo una P= 0.138 siendo mayor al (valor P < a) a=0.05, para
el factor tiempo este valor se muestra significativo a la variable respuesta
obteniendo un valor de P= 0.002. Para los factores (In6culo*Tiempo) los resultados

afectan a la variable de produccion de acido lactico al obtener un P= 0.283.

En cuanto al optimizador de respuesta los mejores resultados obtenidos para la
produccion de &cido lactico al combinar % de in6culo y tiempo, el mejor resultado
se obtuvo con 15 % de in6culo en tiempo de 96 horas, con una producciéon de 7.5
g/L de &cido lactico, siendo mayor a lo obtenido por (Rocafuerte-Pefia, 2022) de
4.75 g/L utilizando Bacillus subtilis en residuos de café con una misma

concentracion de in6culo.

3.7 Consumo de sustrato mediante modelo de Hom 48 horas

En la Figura 3.12 se puede apreciar el comportamiento de consumo de sustrato,
representado por la remocion de carbohidratos durante la fermentacion anaerobia,
con las concentraciones utilizadas de indculo 5, 10 y 15 % (v/v). De acuerdo al
analisis de los resultados obtenidos se logré observar el comportamiento grafico,

similar a la cinética de primer orden, obteniendo una pendiente de 45° con
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excepcion del indculo de 5% que es similar a un comportamiento tipo cresta,
correspondiente a una cinética de primer orden, en el cual el modelo de Hom
describe adecuadamente su comportamiento. A si mismo, se indican los resultados
de las velocidades del consumo de sustrato, obteniendo mejor ajuste al modelo con
15 % al obtener una R? (0.990), en cuanto al valor mas pequefio de m 0.395 logré
con inéculo de 5 % y una velocidad de consumo de sustrato de 0.012, siendo mayor
a la concentracion de 10 y 15 %. Los valores obtenidos son representativos de una
velocidad de remocion “lenta” del sustrato representando una resistencia a la
remocién por parte del Bacillus subtilis, cumpliendo una funcién en tiempos

prolongados.
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Figura 3.13 Remocion de carbohidratos modelo de Hom 48 horas

3.8 Consumo de sustrato mediante modelo de Hom 72 horas

Asi mismo, en la Figura 3.13 se muestran los resultados de la remocion de
carbohidratos en un periodo de 72 horas, en base a los datos obtenidos, se muestra
un comportamiento gréafico similar a la cinética de primer orden, con excepcion del
in6culo de 10 y 15 % v/v, al presentar un comportamiento tipo cresta, la mejor
remocion se obtuvo con inéculo de 10 % con una R? (0.983), asi mismo, una
m (0.377) y una velocidad de consumo de sustrato k (0.044), siendo este la
velocidad mas alta, en comparacion a inéculo de 5y 15 % v/v.
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Figura 3.14 Remocién de carbohidratos modelo de Hom 72 horas

3.9 Consumo de sustrato mediante modelo de Hom 96 horas

En la Figura 3.14 podemos observar los resultados de la cinética fermentativa en
periodo de 96 horas, en donde se aprecia el comportamiento grafico para las tres
concentraciones de inoculo utilizadas, observado una pendiente de 45 ° similar a la
cinética de primer orden, asi mismo la mejor remocion se obtuvo con inéculo de
5 % al obtener una R? (0.968), m (1.375) y una velocidad de consumo de sustrato
de k (0.0005) siendo mayor a 10 y 15 % v/v de in6culo, obteniendo la misma

concentracion para 48 horas de fermentacion.
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Figura 3.15 Remocion de carbohidratos modelo de Hom 96 horas
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3.10 Crecimiento microbiano

A continuacion, se presenta el crecimiento de Bacillus subtilis como producto de la
fermentacidn anaerobia a diferentes tiempos, contabilizado en unidades formadoras

de colonias por mL.

3.10.1 Crecimiento microbiano 48 horas

En la evaluacion de la curva de crecimiento microbiano se observa la fase
exponencial a partir de las 26 horas evaluandose hasta las 48 horas como se
muestra en la Figura 3.15, confirmando su adaptaciéon al sustrato utilizado.
Obteniendo un tiempo similar de crecimiento que (Salazar-Quispe et al., 2019). De
acuerdo a las concentraciones utilizadas, el mayor crecimiento poblacional se
obtuvo con un in6culo del 10 %, sugiriendo una velocidad mucho mayor con una
tasa maxima de crecimiento de 0.045 indicando una mejor adaptacion del
microorganismo al sustrato y una velocidad mayor de crecimiento para esa

concentracion.
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Figura 3.16 Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis 48 horas
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3.10.2 Crecimiento microbiano 72 horas

La evaluacioén de la curva de crecimiento para un tiempo de 72 horas se muestra en
la Figura 3.16, en donde se observa el crecimiento en las primeras horas de
incubacion para las tres concentraciones, en la curva del 15 % podemos observar
una mayor concentracion de células en la hora 12, sin embargo, a partir de la hora
18 existié un incremento ligero, iniciando su fase exponencial a las 18 horas para
las tres concentraciones, hasta llegar a la hora 54 donde se mantuvieron en fase
estacionaria, con una tasa maxima de crecimiento de 0.0014, con indculo de 5 % lo

gue nos indica su rapido crecimiento.
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Figura 3.17 Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis 72 horas

3.10.3 Crecimiento microbiano 96 horas

En la Figura 3.17 se observa la tasa de crecimiento celular para un periodo de
incubacion de 96 horas, observando un incremento ligero desde la hora 6, sin
embargo, no existi6 una misma secuencia de crecimiento para las tres
concentraciones ya que su multiplicacion celular tuvo diferencias para cada una de
las horas evaluadas, por lo que afecto la falta de agitacion durante el periodo de
incubacion de las fermentaciones anaerobias, sin embargo, hubo un decremento

celular a partir de la hora 54 para todas las concentraciones, lo que indica una menor
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concentracion de sustrato para su desarrollo. De acuerdo a los valores de
crecimiento, la velocidad maxima se obtuvo con in6culo de 5 % v/v con un valor de

0.0013, indicando una mejor adaptacion al sustrato.
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Figura 3.18 Cinética de crecimiento Bacillus subtilis 96 horas

3.11 ANOVA para crecimiento microbiano

De acuerdo a las cinéticas de crecimiento microbiano con la bacteria Bacillus subtilis
se comprueban los resultados que se tuvieron al utilizar los porcentajes de 5, 10 y
15 % de inéculo en el incremento de colonias UFC/mL, analizando el mejor
crecimiento obtenido a las diferentes horas de exposicion.

El analisis de varianza (ANOVA), Anexo Il, mostro que el factor % de inéculo resulto
ser significativo a la variable de crecimiento microbiano, al presentar un valor de
P= 0.000, siendo menor al valor de significancia (a < 0.005), de igual manera el
factor tiempo demostré ser significativo en la variable respuesta, al obtener un
P= 0.000, para la interaccion (Inéculo*Tiempo) resulto ser significativo obteniendo
una P= 0.000.

Los resultados obtenidos al utilizar el optimizador de respuesta para encontrar el
mejor crecimiento al combinar los factores % de indculo y tiempo, demostré ser con

10 % de inéculo a un tiempo de 48 horas, obteniendo un crecimiento de 7.70 x 10
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UFC/mL. Dado que (Matos-Truijillo et al., 2020) mencionan que el bagazo de cafa
de azucar es un buen sustrato para el desarrollo microbiano al contener una buena

concentracion de carbohidratos con un valor de aproximadamente el 70 %.

3.12 Cuantificacion de biomasa 48, 72, 96 horas

En la Tabla 3.2 se observan los valores obtenidos del producto formado de la
fermentacién anaerobia en los diferentes periodos de tiempo, para un tiempo de 48
horas se obtuvo un mayor incremento con indculo de 15 % v/v con 20.21 g/L con un
rendimiento Yxs= 2.90 g/g mostrada en la Tabla 3.3, para 72 horas se observo un
incremento de 29.28 g/L con un rendimiento de 4.19 g/g en 15 % de in6culo, también
se pudo observar que la concentracion de biomasa no varia significativamente en
24 y 72 horas de fermentacion al modificar la concentracion utilizada, mientras que

el rendimiento se obtiene un aumento minimo para todas las concentraciones.

Durante la fermentacion de 96 horas, el incremento que se obtuvo para cada una
de las concentraciones tuvo variaciones significativas, los mejores resultados se
obtuvieron con 10 % de in6culo con un incremento de 35.04 g/L de biomasa
producida y un rendimiento de Yxs=3.61 g/g de biomasa producida por gramos de
sustrato consumido, mayor a 0.48 g/g reportado (Bazan-Lugo et al.., 2017) al

evaluar paja de trigo empleando Pseudomonas aeruginosa.

Tabla 3.2 Concentraciones finales de biomasa

% de in6culo

Tiempo (h) 5 10 15
Concentracion 48 19.66 2.02 20.21
de biomasa
(g/L) 72 50.89 55.15 59.70
96 46.40 48.34 47.90
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Tabla 3.3 Rendimientos de biomasa

% de in6culo

Tiempo (h) 5 10 15

Rendimiento 48 4.87 0.39 2.90
de biomasa

g/L*g ST 72 1.67 2.37 419

96 3.35 3.61 2.94

3.13 ANOVA para produccién de biomasa

El andlisis de varianza (ANOVA), Anexo lll, muestra que el factor % indculo resulto
afectar a la variable respuesta en la produccion de biomasa al obtener un valor de
P= 0.084, siendo mayor al valor a<0.05, para el factor tiempo demostré ser
significativo en la variable respuesta al obtener un valor de P= 0.000. En la
interaccion (inéculo*Tiempo) fueron significativos con un valor de P= 0.001 para el

crecimiento de biomasa.

Los resultados obtenidos al utilizar el optimizador de respuesta para encontrar la
mejor produccion de biomasa al combinar los factores % de inéculo y tiempo, fue
con una concentracion de 10 % de inéculo en un tiempo de 72 horas, obteniendo
un incremento de la biomasa de 25.39 g/L mayor 0.48 g/g reportado por (Bazan-

Lugo et al., 2017) al evaluar paja de trigo empleando Pseudomonas aeruginosa.

3.14 Calidad de biomasa obtenida de cinética fermentativa

La calidad nutricional de la biomasa se determina a partir de su contenido nutricional
y de su capacidad de proveer nutrientes, es de vital importancia tener una buena
calidad de la biomasa debido a que seran factores importantes que aportaran a los
rumiantes para su posible alimentacion, para evaluar el analisis de la calidad, la
biomasa resultante se sometié a un analisis de: carbohidratos, nitrdgeno, proteinas,

ST, y STV, obteniendo un importante efecto sobre la calidad, los resultados
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obtenidos se muestran en los siguientes puntos, asi mismo en la Figura 3.18 se
observa la biomasa obtenida posterior a la fermentacion anaerobia utilizando los
residuos de cafia de azicar RAC como sustrato en presencia con el microorganismo

Bacillus subtilis.

Para la obtencion de la biomasa se procedié a una eliminacion del liquido de las
muestras finalizando la fermentacion, las muestras fueron centrifugadas a 10,000
rpm por 10 minutos en centrifuga Hermle Laboratory GMB H, retirando el medio
liquido.

Figura 3.19 Biomasa obtenida de fermentacion anaerobia

3.14.1 Nitrégeno

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados del analisis de nitrégeno en biomasa
obtenida de los residuos de cafia de azucar, como puede apreciarse, el contenido
de nitrégeno presenta un intervalo entre 0.33 a 1.32 g/Kg ST, para in6culo de 5 %
presenta un alto contenido con un valor de 0.96 g/Kg ST en un tiempo de 96 horas,
con 10 % de in6culo los resultados resaltan con un valor de 1.32 g/Kg ST obteniendo
un valor mayor a 1.10 % reportado por (Ruilova-Cueva y Hernandez-Monzén, 2014)

en bagazo de cafia.
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El valor mayor obtenido de nitrégeno en la biomasa tratada por fermentacion
anaerobia mediante el Bacillus subtilis, se obtuvo con 10 % de in6culo con un valor

de 1.32 g/kg ST teniendo un incremento al tener relacion directa con el contenido

de proteina.
Tabla 3.4 Pardmetros de nitrdgeno en biomasa
Concentracion Cinética Cinética Cinética Unidad
de inoculo fermentativa fermentativa fermentativa
48 h 72 h 96 h
5% 0.57 0.95 0.96 g/kg ST
10% 0.33 1.32 1.06 g/kg ST
15% 0.65 0.76 1.03 g/kg ST

13.14.2 Proteinas

Las proteinas son compuestos de: carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno,
constituyen un componente esencial del fotoplasmas celular y de la dieta animal. La
formacién de proteinas es una union grande de amino&cidos, estos son sintetizados
por plantas y bacterias. El andlisis quimico en los resultados muestra un incremento
favorable en proteinas al utilizar residuos de cafia de azucar con Bacillus subtilis, el
mayor porcentaje se obtuvo con 10 % de inéculo con 8.27 % en un tiempo de 72
horas, obteniendo resultados favorables en su incremento, siendo menor a 12.69 %
generado por (Aguirre et al., 2017) en residuos de rastrojo de maiz y (Oviedo et al.,
2016) al evaluar residuos de papa y yuca con Paecilomyces variotti mediante la
fermentacion en estado solido, obteniendo un enriquecimiento proteico de

166.29 % en papa y un 171.05 % para yuca.
Es importante sefialar que el contenido de nutrientes presentes en la biomasa

obtenida de la fermentacion, muestran una aceptable composicion nutricional,

constituyendo un producto utilizable para alimentacion de especies ganaderas.
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Tabla 3.5 Valores de proteina en biomasa de residuos de cafia de aztucar RAC

Concentracion Cinética Cinética Cinética Unidad
de in6culo fermentativa fermentativa fermentativa
48 h 72 h 96 h
5% 3.62 5.99 6.01 %
10% 2.11 8.27 6.67 %
15% 4.09 4.79 6.47 %

13.14.2 Carbohidratos

En la Tabla 3.13 se muestra los resultados de carbohidratos obtenidos de la
biomasa de las fermentaciones anaerobias en los diferentes tiempos de exposicion
(48, 72, 96 h), de acuerdo a los valores obtenidos en tiempo de 48 horas se tuvo
una mejor remocion con indculo de 10 % v/v, al obtener 12.02 g/L de carbohidratos
finales, en tiempo de explosion de 72 horas con inoculo de 15 % v/v se obtuvo 11.35
g/L y en un periodo de 96 horas la mejor remocién de carbohidratos se obtuvo con
15 % con 10.49 g/L de carbohidratos. Resultados similares obtuvo (Bazan-Lugo et
al., 2017) con una degradacion biolégica de 76.5 % al evaluar paja de trigo
empleando Pseudomonas aeruginosa. Para los diferentes tiempos de exposicion y
la mejor remocion de carbohidratos se tuvo en un periodo de 96 horas con indculo
de 15 % viv.

Tabla 3.6 Carbohidratos en biomasa

Concentracion Cinética Cinética Cinética Unidad
de inoculo fermentativa fermentativa fermentativa
48 h 72 h 96 h
5% 15.45 13.52 11.09 g/L
10% 12.02 13.85 12.11 g/L
15% 13.03 11.35 10.49 g/L
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3.14.3 Conteo celular en biomasa

En la Figura 3.19 se puede observar los resultados del estudio de densidad de
unidades formadoras de colonia (UFC), en la biomasa en sus concentraciones de
5, 10 y 15 % de in6culo, para tiempo de 48, 72 y 96 horas. Los resultados arrojaron
mayores cantidades de (UFC) en 10 % de in6culo con 1.76x10% en tiempo de 48
horas, al igual que con in6culo de 10 % con 2.54x10* UFC para 72 horas y 2.27x104
con 10% de inéculo en 96 horas, demostrado que con in6culo de 10 % a un tiempo
de 72 horas se obtiene mayor cantidad de microrganismo presentes en la biomasa,
logrando obtener un valor menor a 2.53x10% UFC-mL* lo obtenido por (Diaz-

Monroy et al., 2018) al analizar residuos de zanahoria con bacterias 4cido-lacticas.

De acuerdo a (Yuquilema et al.,, 2017), mencionan que los probioticos son
microorganimos vivos como (bacterias y levaduras), son empleados con la finalidad
de mejorar la salud y rendimiento de hospedero, la cual puede ser utilizada como
una alternativa como alimento para la reduccién de la incidencia de los trastornos

intestinales y mejorar la salud animal.
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Figura 3.20 UFC de Bacillus subtilis en biomasa
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3.7.4 Solidos totales

En la Tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos de ST en biomasa para cada
una de las cinéticas, en concentraciones de (5, 10y 15 % v/v) de inGculo con tiempo
de 48, 72 y 96 horas. Los datos obtenidos presentan un intervalo de 13.43 % a 29.05
% ST, para in6culo de 5 % se obtuvo mayor cantidad con un tiempo de 96 horas,
para 10 % de inéculo se obtuvo con 72 horas y en 15 % de inéculo en un tiempo de
48 horas, obteniendo una mayor concentracion en comparacion con indculo de 5y
10 % v/v. De acuerdo a (Gonzélez-Suarez et al., 2019) reportaron ST (g ST/g
biomasa) de (0.7073) y SV (g SV/g biomasa) de (0.0532), para gabazo de cafa de
azucar con pretratamiento alcalino en un intervalo de SV (% ST) 98 %, asi mismo
menciona que el pretratamiento alcalino es una alternativa que puede ser utilizada
para incrementar la biodegradabilidad del bagazo de cafia de azlcar. Todas las
muestras analizadas muestran un incremento favorable en ST, debido a la cantidad

de biomasa generada durante la fermentacion.

Asi mismo en la tabla 3.8 se muestran los resultados de los STV, la cual es
importante considerar debido a que estiman la cantidad de materia organica que

gueda en la biomasa tratada mediante la fermentacion anaerobia con Bacillus

subtilis.
Tabla 3.7 ST en biomasa
Concentracion Cinética Cinética Cinética Unidad
de inoculo fermentativa fermentativa fermentativa
48 h 72 h 96 h
5% 14.12 16.86 17.11 % m/m
10% 18.04 42.11 16.46 % m/m
15% 29.05 13.43 16.64 % m/m
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Tabla 3.8 STV en biomasa

Cinética Cinética Cinética Unidad
fermentativa fermentativa fermentativa
48 h 72 h 96 h
95.87 96.19 97.29 % m/m
94.37 91.38 97.09 % m/m
96.68 94.62 96.44 % m/m
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CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica de los residuos de cafia de azlcar RAC,
pretratados térmicamente, presentd valores en los componentes principales del
sustrato con 23.65 g/L en carbohidratos, 0.15 g/kg ST en nitrégeno y 0.97 % en
proteinas, con un valor en ST de 7.50 % y STV 96.05 %, en cuanto a los
microorganismos microbioldgicos se obtuvo una disminucion favorable al realizar
tratamiento térmico obteniendo valores de <1000 por debajo de los limites méximos
permisibles, permitiendo el crecimiento adecuado y desarrollo del Bacillus subtilis

en el sustrato.

La bacteria comercial de marca SERENADE ASO, Bacillus subtilis cepa QST 713
logro propagarse adecuadamente en medio Agar Nutritivo, a temperatura de 35 °C

y su reconocimiento de forma alargada de color morado y de regular tamafio.

De acuerdo a las fermentaciones anaerobias en concentraciones de (5 %, 10 % y
15 %) v/v en tiempos de (48 h, 72 h, 96 h), su comportamiento fue variado en la
remocién de carbohidratos, crecimiento microbiano, biomasa obtenida y acido
lactico para cada una de las diferentes horas de exposicién. Segun el analisis
estadistico se encontré que los mejores resultados con interaccion de los factores
% inoculo y tiempo fueron significativos en la remocién de carbohidratos, al
optimizar los resultados se encontrd el mejor tratamiento con 5 % de indculo a un
tiempo de 48 horas, al optimizar la produccién de acido lactico de logré obtener el
mejor resultado con 15 % de in6culo a un tiempo de 96 horas logrando obtener
11.25 g/L de acido lactico, para el crecimiento microbiano se obtuvo con 10 % de
inoculo a 72 horas. En cuanto a la generacion de biomasa la mayor produccion de
tuvo con 10 % de in6culo a 72 horas con una concentracion de 25.39 g/L con un
rendimiento de 2.37 g/L-g ST.
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Con base a los resultados obtenidos, se lograron los objetivos planteados al inicio
de la tesis. La biomasa obtenida con 10 % de in6culo y 72 h, presento un alto
porcentaje de proteinas (8.27 %), en esta misma cinética se presentd una remocion
favorable de carbohidratos, obteniéndose una concentracion final de 10.49 g/L y
una mayor concentracién de microorganismo de 2.54x10%en el inéculo, demostrado

ser una biomasa rica en agentes probiéticos.

Por otra parte, el uso de agentes microbiologicos mediante la fermentacion, es una
alternativa para mejorar el valor nutritivo de los residuos y evitar las quemas
agricolas que provocan gases de efecto invernadero, CO2 y NO liberados al medio
ambiente, contribuyendo con el desarrollo de nuevas estrategias de manejo de los
residuos solidos agricolas, mejorando la calidad del ambiente y teniendo grandes

beneficios de la rentabilidad para los productores de productos primarios.

Asi mismo la actividad microbiana en la biomasa presento una buena concentracion
final de agente probioticos, la cual puede ser utilizada para la alimentacion de
diferentes especies ganaderas contribuyendo a la mejora del ecosistema intestinal
de huésped, favoreciendo el desarrollo de bacterias benéficas y mejorando la
digestiéon alimentaria, la implementacion de este proceso permite el incremento de
las utilidades de los productores de cafia de azUcar durante su cosecha, al obtener

subproductos con alto valor comercial.
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Anexo |

Analisis estadistico

Cinética de remocion de carbohidratos para un tiempo de 48, 72y 96 horas
Tabla A. Analisis de varianza % inoculo y Tiempo remocion de carbohidratos

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Sec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Inéculo 2 3400 1.31% 94.45 47.23 3.97 0.022
Tiempo 2 1276.27 49.20% 1276.27 638.14 5366 0.000
Indculo*Tiempo 4 284.73 10.98%  284.73 71.18 599 0.000

Error 84 95898 3851%  998.98 11.89

Total 92 259399 100.00%

Tabla B. Optimizador de respuesta en remocién de carbohidratos

Solucion

Resultado Deseabilidad
Solucién Indculo Tiempo  Ajuste compuesta
1 5 43 30.3609 0.866727
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Cinética de produccion de acido lactico para un tiempo de 48, 72 y 96 horas

Tabla C Analisis de varianza % in6culo y Tiempo produccion de acido lactico

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Sec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 2 165.77 12.94% 165.77 82.88 6.82 0.002
Indculo 2 3155 2.46% 49.28 2464 203 0138
Inéculo*Tiempo 4 6238 4.87% 62.38 15.59 128 0.283

Error 84 1021.25 79.73% 1021.25 12.16

Total 92 1280.85 100.00%

Optimizador de respuesta en produccién de acido lactico

Solucion

Resultado Deseabilidad
Solucion Inoculo Tiempo  Ajuste compuesta
1 15 96 10.9821 0.642857
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Anexo Il

Analisis estadistico

Cinética de crecimiento microbiano para un tiempo de 48, 72 y 96 horas
Tabla A. Analisis de varianza en crecimiento microbiano Bacillus subitilis

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Inéculo 2 23434177440 11717088720 4510  0.000
Tiempo 2 18101309686 9050654843 34.84 0.000
Inéculo*Tiempo 4 37850464579 9462616145 3642  0.000

Errar 84 21823681505 259805732

Total 92 89686713078

Tabla B. Optimizador de respuesta para crecimiento microbiano

Solucion

Resultado Deseabilidad
Solucion Inoculo Tiempo  Ajuste compuesta

1 10 48 104286 0.650328
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Anexo |l

Analisis estadistico

Cinética de produccion de biomasa para un tiempo 48, 72, 96 horas

Tabla A. Analisis de varianza en produccién de biomasa

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Inéculo 2 4799 2.3996 255 0084
Tiempo 2 17.012 8.5060 9.05 0.000
Inéculo*Tiempo 4 18.933 47334 5.03 0.001

Error 84 78970 0.9401

Total 92 118.208

Tabla B. Optimizador de respuesta para produccion de biomasa

Solucion

Resultado Deseabilidad
Solucion Inoculo Tiempo Ajuste compuesta
1 10 72 415508 0.608747
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