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RESUMEN

“Produccion de acido lactico, via fermentacién microbiana con (lactobacillus
acidophilus), como estrategia de uso eficiente de la energia, producida a
partir de residuos de la agroindustria piloncillera”

Elaborado por: 1.Q. Itzel Gonzalez Del Rosario
Dirigido por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras
Co-asesor: M.C. Pedro Vallejos Mamani

El uso de la cafia de azlUcar como materia prima para la producciéon de piloncillo,
representa una de las principales actividades econdmicas en la region centro del
estado de Veracruz, pero una problematica que enfrenta este sector es el deficiente
manejo de los residuos generados en sus procesos, siendo la cachaza piloncillera (CP)
y el agua de lavado de moldes (ALM) los que generan una mayor contaminacion.

La caracterizacion de los residuos se determind, mediante los siguientes analisis; acido
lactico conforme a la norma NMX-F-716-COFOCALEC-2014, la densidad celular por
medio del método de placa vertida y el consumo de sustrato por medio del método de
Kjendal, la (CP) tiene un contenido en carbohidratos de 172.42 g/L y el ALM 12.48 g/L,
los valores obtenidos indican que los residuos son viables para llevar a cabo la
fermentacion anaerobia.

En el presente trabajo se realizé la fermentacion lactica como alternativa para la
valorizacion de los residuos generados en la produccion de piloncillo, mediante el uso
de la bacteria Lactobacillus acidophilus, encontrando que la mayor produccion de acido
lactico (AL) fue de 12.37 g AL/L, durante la fermentacién de la solucion de 150 g CP/L.

Los parametros cinéticos de crecimiento microbiano se determinaron mediante modelo
de Gompertz, demostrando un buen ajuste con la informacion obtenida de manera
experimental, con una R?= 0.9074 y alcanzando un valor de pmax=1.242 h1, A=20.46 h
y A=7.584 Log UFC/mL, lo que comprueba la viabilidad del proceso.

Estos resultados demuestran que la fermentacion lactica es una opcion viable para
implementarse como una nueva estrategia para el aprovechamiento de los residuos
generados en la produccién de piloncillo, y reducir su impacto al medio ambiente.



ABSTRACT

“Production of lactic acid via microbial fermentation with Lactobacillus acidophilus as a
strategy for the efficient use of energy produced from waste from the piloncillara
agroindustry”

Prepared by: 1.Q. Itzel Gonzalez Del Rosario
Directed by Dr. Juan Manuel Méndez Contreras
Coadvisor: M.C. Pedro Vallejos Mamani

The use of sugarcane as a raw material for the production of piloncillos represents one
of the main economic activities in the central region of the state of Veracruz, but a
problem that this sector faces is the poor management of the waste generated in its
processes, with piloncillo cachaca (PC) and mold washing water (ALM) being those
that generate the greatest pollution.

The characterization of the waste was determined through the following analyses: lactic
acid according to standard NMX-F-716-COFOCALEC-2014, cell density by means of
the poured plate method and substrate consumption by means of the Kjendal method.
The PC has a carbohydrate content of 172.42 g/L, and the ALM has a carbohydrate
content of 12.48 g/L. The values obtained indicate that the waste is viable for anaerobic
fermentation.

In the present work, lactic fermentation was carried out as an alternative for the
valorization of the waste generated in the production of piloncillo through the use of the
bacteria Lactobacillus acidophilus, and the highest production of lactic acid (LA) was
12.37 g LA/L during the fermentation of the 150 g CP/L solution.

The kinetic parameters of microbial growth were determined using the Gompertz
model, demonstrating a good fit with the information obtained experimentally, with an
R2= 0.9074 and reaching a value of umax=1.242 h-!, A=20.46 h and A=7.584 Log
CFU/mL, which proves the viability of the process.

These results demonstrate that lactic fermentation is a viable option to be implemented
as a new strategy for the use of waste generated in piloncillo production and to reduce
its impact on the environment.
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INTRODUCCION

La agroindustria piloncillera es de tipo rural, y en México se caracteriza por una
produccién poco organizada, nula tecnificacion, y de poca sustentabilidad. Uno de los
principales problemas que presenta esta agroindustria es la generacion de residuos
(cachaza, bagazo, ceniza, aguas residuales, etc.), para los cuales se tiene un manejo

inadecuado (Martinez et al., 2019; Cabrera y Aguilar, 2019).

Las bacterias acido lacticas (LAB) son de los microorganismos mas utilizados en la
produccion de alimentos fermentados, como lacteos, frutas y verduras, haciendo que
los alimentos sean duraderos, mejoran la seguridad alimentaria, el sabor y la textura,
asi como mejorar el valor fisiolégico e higiénico de los alimentos debido a la presencia
de células viables y valiosas. Ademas, los productos obtenidos por los procesos de
fermentacién son de especial importancia para alimentos funcionales como los
probiéticos (Zapasnik et al., 2022; Abedi y Hashemi, 2020).

La cepa Lactobacillus es las LAB mas utilizadas en el proceso de fermentacién, dentro
de las cuales se encuentra el microorganismo Lactobacillus acidophilus, y éste se
encuentra de manera natural en los tractos gastrointestinales de humanos y animales.
En los alimentos fermentados, la actividad metabdlica de este microorganismo resulta
en la produccién de sabor y aroma que causan propiedades organolépticas de los
alimentos fermentados e inhiben el deterioro de los alimentos (Parvaneh y Tajabadi.,
2011)

En el presente trabajo se analizara, la capacidad fermentativa de Lactobacillus
acidophilus utilizando como sustrato los residuos generados en la agroindustria
piloncillera, para la produccién de &cido lactico, estableciendo una estrategia de
preservacion, adaptacion cientifica y tecnologica para el cuidado del medio ambiente
(Rojas et al., 2019).



OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones 6ptimas de operacion para el proceso de obtencion de
acido lactico a partir de la cachaza de la industria piloncillera, mediante la accion

fermentativa del Lactobacillus acidophilus

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la cachaza piloncillera.

¢ Definir la concentracion adecuada de sustrato que incremente la produccion de

acido lactico.

e Modelar la cinética del proceso de fermentacion lactica utilizando la cepa

Lactobacillus acidophilus.

e Determinar las condiciones de operacion de fermentacion que permitan

incrementar la produccion de &cido lactico.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos tedricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Agroindustria piloncillera

Es una actividad realizada desde la antigliedad, en las zonas del estado de Veracruz,
pues tiene una importancia cultural muy importante y apoya ademas la economia de
las localidades que conforman el estado, teniendo una mayor presencia en Zentla,
Huatusco, Tlacotepec, Sochiapa, Tlaltetela y Tepatlaxco; municipios que presenta la
mayor productividad son Huatusco y Zentla, localizados en la zona centro del estado
Ver Figura 1.1. En Veracruz se encuentran aproximadamente 650 trapiches y 450 se

localizan en el centro del estado (Martinez et al., 2019).
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Figura 1.1 Municipios productores de piloncillo (Martinez et al., 2019).

1.2 Residuos Agroindustriales

En los procesos agroindustriales, ademas de los productos, se obtienen una serie de
productos no deseados que son materiales en estado sélido o liquido considerados

residuos del proceso, aunque también pueden ser generados tras el uso del producto
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desarrollado. Estos residuos son aptos para ser aprovechados debido al alto valor
energético que presentan y a la capacidad para transformase en otros productos, con

un valor econémico mas elevado (Castro, 2022).

Los residuos agroindustriales también se conocen como biomasa, ya que estos
provienen de animales, procesamiento de frutas, verduras, cultivo de plantas y
procesos donde se ven incluidos materiales orgénicos. Diversas literaturas indican que
de estos residuos se derivan productos como pectina, xilitol, papel, biomateriales,

productores de energia, biofertilizantes, biofermentos, entre otros, Rojas et al., (2019).

1.2.1 Aplicacién de residuos agroindustriales como energéticos

Se define como la forma de obtener energia a partir de biomasa, proveniente de seres
vivos, el proceso de generacion es desarrollado a partir de residuos, ya sea
agropecuarios, agricolas o residuos municipales, en la Figura 1.2 se pueden apreciar
algunos de los residuos que son utilizados y sometidos a procesos, los cuales son

gasificados y como producto generan calor y electricidad (Velasco et al., 2017).

Figura 1.2 Ejemplos de residuos Agroindustriales (Velasco et al., 2017).
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Es preciso sefalar que las caracteristicas de los residuos tienen un potencial

disponible para diversos usos, algunos de ellos se pueden observar en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Procesos alternos para el aprovechamiento de residuos agroindustriales (Aguilar et

al., 2022).

Procedencia

Estiércol de producciones

pecuarias

Residuos de la industria
de

azucarera

aceites, grasas,

Hojas, fibras y pencas del

agave

Bagazo de cafia, residuos

de cebaday yuca

Residuos de la industria

azucareray de cereales

Cascarilla de arroz vy

ceniza

Uso / alternativa

Biogas

Biodiesel

Resinas termoplasticas

Enzimas industriales

Bioetanol

Bloques de concreto no

estructural

Descripcién

Generalmente, el gas metano obtenido por
biodigestién anaerobia y utilizado en sistemas
de cogeneracion de energia, produccion de
vapor y agua caliente.

Un biocombustible producido generalmente
por transesterificacion, se obtiene 85% de
biodiésel usado como combustible ecolégico.
Material obtenido por el procesamiento de los
compuestos lignocelulésicos del agave para
diversos usos industriales.

Enzimas obtenidas a partir de la inoculacion
del

sustrato organico.

hongo Penicillium janczewskii en el
Biocombustible obtenido por fermentacién de
azUcares residuales de la cafia de azucar y
cebada junto a compuestos celulésicos.

Bloques ecolégicos elaborados a partir de
cascarilla de arroz y ceniza mas componentes
quimicos, como alternativa de material para

construccion.
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Continuacién de la Tabla 1.1

Bagazo de maguey y cafia Compostaje

de azlcar

Residuos de produccion  Hongos

bananera, bagazo de cafia | comestibles

y desechos del frejol

Saccharinay Leucaena

Comida

animales

para

Proceso de degradacibn de materia organica
(lignocelulésicas, celuldsicos) a través de la accion
microbiana (Aspergillus niger, Pleurotus ostreatus,
Trichoderma h, Trametes v.) en condiciones
anaerobias para obtener un producto estable rico en
nutrientes y apto para uso en suelo agricola como
fertilizante o sustrato para cultivos hidropénico.
Mediante la fermentacion en estado solido de estos
subproductos agroindustriales ricos en celulosa,
CHON vy otros nutrientes, se puede inocular una
variedad amplia de cepas fangicas comestibles, entre
las cuales se destaca el Pleurotus ostreatus. Por sus
propiedades nutricionales excepcionales (61 % de
sacaridos, 26 % proteina, 12% fibra, vitaminas y
minerales), se postula como una gran alternativa para
producir alimentos funcionales para el consumo
humano.

A través de la FES se disefian nuevas alternativas para
la alimentacion animal como suplemento alimenticio
elaborado a partir de Leucaena y Saccharina gracias a
su alta digestibilidad para bovinos a fin de ayudar a su

crecimiento.

Actualmente, se generan 140 millones de toneladas anuales de biomasa en el sector

agricola en el mundo, con una transformacion de la materia prima a energia podemos

disminuir en la misma cantidad, el uso de combustibles fésiles, asi como la eliminacién

de la emision de gases de efecto invernadero provocados por los mismos,
(Brahmachari et al., 2016).
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1.2.2 Contenido energético de los residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales presentan una biomasa con alto contenido energético,
se ha demostrado que el poder calorifico que provenia del bagazo de cafiay las puntas
del tallo fueron de 57277234, 6 TJ de energia, utilizando 6 698332,1 TJ para las
calderas que se encuentran en el pais, estos datos fueron proporcionados por
(Debernardi et al., 2016), como también (Mufioz et al., 2013), mezcl6 tres tipos de
biomasa agroindustrial obteniendo un contenido energético de 15 623,35 kJ/kg, en la
Figura 1.3 se muestran los distintos lugares, donde se puede obtener biomasa, siendo

las ganaderas y agropecuarias el nimero uno en mayor produccion.

Biomasas forestales Biomasas agricolas Biomasas ganaderas y
agropecuarias

Biomasas industriales Biomasas urbanas Biomasas acuosas

\)J

Figura 1.3 Ejemplos de Biomasa (Debernardi et al., 2016)

También se clasificaron las biomasas por su valor potencial, el cual se basé por los
principales componentes presentes en la bioconversion como lo son: su poder

calorifico, contenido de azucar, contenido de nitrégeno y contenido de celulosa.

La biomasa tiene un alto poder calorifico para la produccibn de energia y
biocombustibles, usualmente las biomasas con un contenido elevado de nitrogeno son

usadas para la elaboracion de fertilizantes y enzimas, mientras que las biomasas con
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altos contenidos de azlcares son empleadas en la fabricacién de moléculas quimicas,
finalmente las biomasas con alto contenido de glucosa son manejadas para la

elaboracion de alimentos para consumo animal, y bioetanol, (Vuan, 2018)
1. 3 Impacto ambiental de los residuos agroindustriales

Actualmente, el crecimiento en la poblacion ha generado la demanda de productos de
consumo humano, como son la del azucar, el refresco por mencionar algunos, esto ha
ocasionado que la industria incremente la produccion, y a su vez provoque problemas
ambientales debido al mal manejo de los residuos. El manejo apropiado de los residuos
agroindustriales, genera un beneficio en la conservacion y preservacion del medio
ambiente y, por ende, de los recursos renovables y no renovables que o componen.
A estos residuos se les tiene como objetivo principal el uso en biotransformacion
energeética, compostaje, generacioén de biomasa, e incluso de interés comercial. Los
gases de efecto invernadero son uno de los principales contaminantes generados por
las industrias, compuestos a su vez, por metano (CHas), biéxido de carbono (COz2) y
oxido nitroso (N20), hidrofluorocarbonos (HFC), perfluorocarbonos (PFC) vy
hexafluoruro de azufre (SFs), (Castro, 2022).

1.4 Produccién de piloncillo

El proceso de obtencion de piloncillo esta conformado de 9 etapas, Ver Figura 1.4.
(Martinez et al., 2019).
1. Extraccion de jugo de cafa.
2. Limpieza de jugo de cafia.
Clarificacion.
Retiro de cachaza.
Encalado.
Evaporacion concentracion
Batido.
Moldeado.

© N o o bk W
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9. Enfriamiento.

(1. Extraccion | [ ' =
: 4. Retiro de i
del jugo de 7. Batido
cg%a cachaza
T . y M
il 8. Moldeado
2'd';'|mp'%za 5. Encalado Y
jug enfriamiento
. / - z =
; | i = Il ~
6.
) Evaporacion
Clarificacién Y
§ ) (_concentracién )

Figura 1.4 Proceso productivo de panela, (Martinez et al., 2019).

Como se puede ver en la Figura 1.5 muestra las condiciones en las que se lleva a cabo
la produccién de piloncillo, estas representan un impacto negativo al medio ambiente,
ya que la infraestructura con la que cuentan no es la adecuada para realizar dicha
practica, incluyendo también las vestimentas y la disposicion final de los residuos,
incumpliendo asi con la normativa de produccién y comercializacién de panela de
acuerdo a la NMX-F-596-SCFI-2016 y NOM-251-SSA1-2009 (Ramirez, 2016).

Figura 1.5 Agro-procesamiento del piloncillo (Ramirez, 2016).
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1.5 Aprovechamiento de cachaza

La industria piloncillera genera una gran cantidad de subproductos, que pueden ser
aprovechados, debid a que representan un valor comercial demasiado alto, cerca del
24 % del peso en materia secay 76 % de desechos como hojas, paja, bagazo, melaza
y cachaza como se puede ver en la Figura 1.6, esta principalmente nos puede otorgar
un beneficio econémico interesante, si lo ajustamos a un proceso optimo que lo

requiera como materia prima (Madrigal, 2019).

7
-

S

Soas

Figura 1.6 Cachaza Piloncillera.
La cachaza también es usada como remediador de suelos contaminados de acuerdo
a lo descrito por (Garcia et al., 2011), al igual para tratamiento de aguas residuales
como lo indica (Duran, 2022), y la elaboracién de abono organico con fuentes de

estiércol analizada por (Corredor y Pérez, 2018).

1.5.1 Caracterizacion y propiedades de la cachaza

La cachaza proviene del tratamiento del jugo de cafia de azUlcar y se caracteriza de un
color marrén oscuro conformado de fibras de cafia, coloides coagulados, fosfato de

calcio y sacarosa Ver Tabla 1.2 (Mendieta et al., 2020a).

11
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Tabla 1.2 Caracterizacion y propiedades de la cachaza (Mendieta et al., 2020a).

Parametro Valor Unidades
Solidos Totales (ST) 227.97+0.29 gST kg1
Sélidos Volatiles (SV) 93.94+0.09 gSVkg
Humedad 77.20+0.03 %
Demanda Quimica de Oxigeno 402.30+0.41 gDQO L1
(DQO)
Acidos Grasos Totales (AGV) 1760+69.3 mg CH; COOH L™t
Alcalinidad Total 1566.67+208.2 mg CaCO5 L1
pH 6.14+0.01 ---
Capacidad buffer 1.10+0.12 mg CH; COOH mg~! CaCO,
Proteinas totales (PT) 11.40+0.05 gkg™?t
Grasas totales (GT) 7.20+0.02 gkg™?!
Carbohidratos (C)

Sacarosa 111.0+0.08 gkg™?!

Azucares Reductores 53.2+0.03 gkg?

Celulosa 0.1+0.02 gkg™t
Hemicelulosa 13.7+0.02 gkg™?t
Lignina 7.0£0.01 gkg™?
Cenizas 11.7+0.03 gkg™?!
Carbono 67.4+0.04 gkg™?!
Nitrogeno 1.8+0.02 gkg™t
Azufre 0.1+0.02 gkg™t
Fosforo 0.5+0.03 gkg™?!
CIN 37/1 ---

1.6 Biodegradabilidad Anaerobia

Es la accion de los microorganismos que en la ausencia de oxigeno degradan la
materia organica en componentes mas simples generalmente diéxido de carbono y

metano, Ver Figura 1.7 (Giler y Molina, 2022).

12
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Figura 1.7 Biodegradacion Anaerobia (Giler y Molina, 2022).

También se denomina biometanizacion, ya que en este proceso el 90 % de la energia
por oxidacidon se convierte en metano y el 10 % restante es transformada para el
crecimiento bacteriano, este tratamiento es totalmente viable para la conversion de

residuos en generadores de energia y bajo impacto medioambiental (Madrigal, 2019).

1.7 Acido lactico

Es un acido carboxilico empleado generalmente en procesos alimenticios como medio
conservante y saborizante, aunque también tiene aplicaciones en la produccion de
lactato, acetaldehido, acido propanoico y acrilico, su estructura se puede Ver en la

Figura 1.8.

El acido lactico ha incrementado su demanda, pues es utilizado en la produccion de
acido poli lactico un compuesto biodegradable empleado en la produccién de plastico.
El acido lactico es producido mediante la fermentacion, y aunque también se puede
obtener mediante la sintesis, se ha optado por la primera opcion, ya que mitiga la
produccion de agente contaminante al medio ambiente, mas del 90 % del 4cido lactico,

13



Fundamentos tedricos

se obtiene mediante la fermentacion de azlcares en presencia de microorganismos

anaerobios, (Quintero et al., 2012).

OH
OH

Figura 1.8 Acido lactico, (Quintero et al., 2012).

La sintesis quimica en los isébmeros D y L ocasionan costos adicionales de produccion
a nivel industrial por el proceso de separacion que estos presentan, por lo cual el uso
de microorganismo para la transformacion D o L es mas econdémica por medio de la

accion fermentativa (Castillo, 2022).

Produccion de acido
lactico

Recursos Fermentacion
petroquimicos microbiana

Acetaldehido
CH;CHO

Se agrega Catalisis Pre-tratamiento (Hidrolisis
i ida 6 enzimatica)

Carbohidratos
fermentables

Recursos renovables

Lactonitrilo

Hidrolisis I I | Fermentacién microbiana

con H,S0,
<|:oon COOH Caldo fermentado
HO-c-H + H-c™-OH

| I !Recuperaclén y purificacién
CH3 CH3
Acido lactico L(+) Acido lactico D(-) Acido lactico L(+) 6 Acido lactico D(-)

1.9 Sintesis quimica en los isémeros D y L para la produccion de Acido Léactico (Castillo,
2022).
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1.8 Fermentacién lactica

Tiene como objetivo principal la obtencién de acido lactico a partir de azucares. El
piruvato producido en la glucdlisis se transforma en acido lactico mediante la enzima
lactato-Deshidrogenasa, este proporciona las caracteristicas de acidez y sabor en los
productos lacteos, por otro lado, mejorar la estabilidad microbiana en otros alimentos
como la carne, vegetales y cereales, ya que mitiga el crecimiento de otras bacterias

gue las descomponen (Mathur et al., 2020).

H O Glucolisis
¢ 2: @D 2 Q 2 @3
H—C—OH > 04"
HO—-C—H =S ) \C
H—C—OH P | c=0
i P \\_‘ |
H-—C—OH o CH,
CH,OH - Acido pirtvico
Glucosa 2 m 2 [Th'™A
HO p
\
4
H—C—0O H
o Fermentacion
2 Acido lactico lactica

Figura 1.10 Proceso de obtencién de acido lactico (Mathur et al., 2020).

El modo de accién involucra los siguientes factores, como lo son: el deterioro del
mantenimiento potencial de la membrana celular (que es la inhibicién del transporte
activo, disminucion de pH, funciones intracelulares e incluye diversas funciones
metabdlicas), que conlleva a la competencia por los nutrientes, la creacion de un

ambiente hostil y conflictivo por adhesion.

Por otro lado, la fermentacion se considera un método tradicional caracterizado por la
sostenibilidad, la naturalidad y la conservacibn no térmica, también parte del
metabolismo que conlleva el proceso es la generacion de metabolitos secundarios en

donde se liberan compuestos almacenados en la estructura interna, lo que presenta
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un facil aumento de actividad antioxidante para romper la pared celular, (Benavides,
2019).

1.8.1 Bacterias acido lacticas

Las BAL se encontraron por primera vez en productos derivados de la leche, y tiene
un gran efecto en flora intestinal, agricultores que consumieron de manera constante
yogurt vivieron una cantidad notable de afios mas, que las personas que no consumian
el producto, esto gracias a las bacterias que contiene, las cuales ayudan a disminuir
las molestias intestinales facilitando el transito de desechos.

Las bacterias acido lacticas son gran positivas, no esporulados, de forma bacilar o
esférica, su longitud varia con la especie y presenta un grosor entre los 0.5 a 0.8 um
Ver Figura 1.11, tiene la capacidad de desarrollarse en diversos sustratos bajo
condiciones bioldgicas, a partir de la glucosa producen en mayor parte acido lactico,
tienen resistencia a pH entre 3.2- 9.6 y presenta un mayor crecimiento con un pH entre
4 — 45 lo que permite su creciente en entornos no favorables para otro tipo de
microorganismos (Jamez et al., 2017).

1.11 Bacterias Acido Lacticas, (Jamez et al., 2017).
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Ademas, las BAL producen varios factores antibacterianos, como acidos organicos,
bacteriocinas, acetaldehidos y diacetilo, algunas bacterias también se usan para
secretar expolisacaridos que afectan en la textura del alimento cuando son deseables,
los polisacéridos extracelulares microbianos (EPS) sintetizados por las LAB juegan un
papel importante en la produccidén de productos lacteos fermentados, ya que estos
polimeros aumentan la viscosidad de la leche, reducen la susceptibilidad a la sinéresis

y contribuyen a la estabilidad del producto final, Ver Figura 1.12.

Las BAL se identifica por medios de cultivos selectivos como lo son el Agar M17, el
agar rogosa acidificado, o el agar MRS usado con mayor frecuencia para el aislamiento

de cocos y bacilos (Thamires et al., 2021).

Bacterias acido lacticas

] l ! l ! ! |

Proteinas de ‘ Lipidos ‘ Glutamato ‘ Lactosa ‘ Nucledtidos
leche (caseinas

[actoglobulinas) [ ‘
Hidratasas,

Monosacardos

I
Irnteinacas de T[T T T—— - - \n
Proteinasas de Glucansucrasasy — goani flogenasss, Glutamato Ciclo de Krebs

membrana o peptidasas cositransferasas descarboxilasa
aNa9 PEPIERES - Jucosiransierasas iSomerasas y reductasas
intracelulares

e

‘ GABA H,f\lzldt}fi organicos

Péplidos bioactivos | | Exopolisacéridos ‘ ‘N:ui:}:; Qrasos
!

Aminodcidos

|
Descarboxilacion
e aminodcidos

|
‘ Aminas biogénicas ‘

Vitaminas

Figura 1.12 Rutas metabdlicas con BAL (Lépez et al., 2023).

1.8.2 Lactobacillus Acidophilus

Es una bacteria grampositiva, y puede desarrollarse en un ambiente entre los 43-48°C
Ver Figura 1.13, aunque la temperatura éptima para su desarrollo son 37°C, tiene la
capacidad de catabolizar carbohidratos dificiles de asimilar y también es una especie
Homofermentativa (Jamez et al., 2017).
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e : et N

Figura 1.13 Lactobacillus Acidophilus (Jamez et al., 2017).

El lactobacillus acidophilus es el mas abundante en las secreciones vaginales y forma
parte de la microbiota intestinal y vaginal normal, su funcién en el microbioma intestinal
humano es ayudar a reducir las bacterias y hongos dafiinos mediante la produccién de
lactasa, la cual es una enzima clave en la digestion de la leche, este bacilo a través de
la mucosa vaginal reduce el pH local de 4 a 4.5 creando de ese modo un ambiente
donde otras bacterias no puedan desarrollarse, estas acciones estan descritas por dos
mecanismos de accion , la primera por adhesién, en donde el epitelio forma una
barrera para prevenir la colonizacion, lo que conlleva a la competencia por los
receptores presentes en las células epiteliales y la segunda la sobreproduccién de
compuestos antimicrobianos como el &cido hidréxido, bacteriocinas y péptidos
antimicrobianos(AMP) (Da Silva et al., 2023).

1.8.3 Caracteristicas genéticas y fisiolégicas de bacterias lacticas

Los organismos probidticos pertenecen a la taxonomia de bacterias &cido lacticas
(BAL) y bifidobacterias. Las BAL estan formados por gram-positivas y catalasas
negativas, dependiendo al género o especie, estas bacterias podran fermentar
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azucares para con ello producir acido lactico o como también una mezcla de acido

lactico, etanol y diéxido de carbono (Guauque y Gomez, 2019).

Las BAL pueden estar presentes en el tracto digestivo, asi también pueden ser

obtenidas de diversos alimentos, basandose en sus rutas metabolicas, las BAL pueden

tener diferentes tipos fermentativos:

e Homofermentativa: Esto sucede cuando los lactobacilos fermentan hexosas para
producir &cido lactico, tomando la ruta Embden- Meyerhof- Parnas.

e Heterofermentativas facultativas: Aqui los lactobacilos degradan hexosas por la
via Embden-Meyorhof-Parnas (EMP), degradando también pentosas y gluconato.
Ver Figura 1.14.

Cellobiose oo P14 gacanise Cellooligosaccharides o
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k!\-glutmidusr S\“ Ribumses'l)ﬁ%kibmose‘w Arabinose
ATP ADP NAD(P)NAD(P)H & 4) % ‘(7)
. Glucose 6-P 6~P-glucon0-mﬁ-l’-gluconatc ¥ o ADR AT
Glucose 1-P Ribose 5-P e Xylulose 5-P A Xylulose 5-P
Galactose 1-P :(10)
ATP ADP ur‘:d_\‘llr".:nlmw (16) % .'-..
Galactose 1-P GAP  Sedoheptulose 7-P S “
) GAP Acet'yl-P
Erythrose 4-P NAD-., }w2ADP  CoAw,, 3
NADHA TS 241p .
Mannose 6-P 0 Pi4(12) .(1”
~——y Fructose 6-P H,0 4
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phosphate 3 AADP i N &% ) }
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Pyruvate
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Figura 1.14 Ruta de fermentacién Homofermentativa y heterofermentativa (Abdel et al.,
2013).
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Las principales vias para el metabolismo de hexosas y pentosas por las BAL se

muestran a continuacion en la siguiente Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Bacterias Acido Lacticas Homofermentativas y Heterofermentativas (Abdel et al.,

2013).
Caracterizacion

Productos

Via metabdlica

Rendimiento teoérico de
acido lactico a azUcares

Genero

Disponibilidad para la
produccién comercial de

acido lactico

Homofermentativa

Acido LActico.

Hexosa: via Embden Meyerhof
Pentosa: ruta de las pentosas
fosfato.

Hexosa: 1.0 g/g (2.0 mol/mol)
Pentosa: 1.0 g/g (1.67 mol/mol)
Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Enterococcus,
algunos Lactobacillus.
Disponible de acuerdo a la alta
selectividad

Heterofermentativa
Acido lactico, etanol, diacetilo,
formiato, acetoina o acido acético, y
dioxido de carbono.
Hexosa: via del fosfogluconato y la
fosfocetolasa.
Via de las pentosas: fosfocetolasa.
Hexosa: 0.5 g/g (1.0 mol/mol)
Pentosa: 0.6 g/g (1.0 mol/mol)
Lactobacillus Leuconostoc,
Oenococcus, y algunas otras
especies de Lactobacillus.
No disponible debido a la alta

formacion de subproductos

Por otra parte, existen tres caminos importantes en las que las BAL se involucran para

la elaboracién de alimentos fermentados como lo son la glucdlisis (que es la

fermentacién de azucares), lipolisis (descomposicion de grasas) y el udltimo la

protedlisis (degeneracion de proteinas) (Reygaerte, 2018)

1.9 Probiéticos en la bioconversién

Los probidticos son organismos Vvivos que aportan un beneficio a la salud tanto en

humanos como animales, estos microorganismos a su vez deben cumplir con algunas

caracteristicas para ser empleados y particularmente se usan mas los del género
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lactobacillus, por que forman demasiadas esporas las cuales son resistentes a
condiciones ambientales altos y su comercializacién no es complicada, con respecto a
(Molina, 2019), en la Figura 1.15 se observa el proceso de la bioconversion mediante

organismos Vivos.

Sustrato renovable ) .
Biocatalisis

Intermedlarlo
Metabolismo
microbiano

Enzima heterdloga —

Figura 1.15 Proceso de Biocatalisis (Molina, 2019).

La biomasa lignocelulésica es la fuente mas importante para la produccion de
combustibles y compuestos de valor agregado, la formacion de compuestos
lignocelulésicos comprende en primera parte la celulosa, hemicelulosa, pectina y
lignina, lo que al interactuar crean una configuracion de biomasa resistente y

recalcitrante.

En tanto a la manufactura de prebi6ticos brinda un margen para las industrias, ya que
la materia prima es econdmica y su disposicion es abundante, produciendo prebidticos
mediante la hidrélisis de biomasa lignocelulésica usando enzimas microbianas
(Brahmachari et al., 2016).

1.9.1 Pretratamientos aplicados para bioconversion de biomasas
lignocelul6sicas

Uno de los distintos medios organicos mayoritariamente abundantes a nivel mundial

son la biomasa lignocelulésica, ya que por este medio se obtiene energia renovable
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considerada actualmente como una fuente fosil de carbono y gas natural, con una
amplia utilidad en la produccion de fertilizantes, biopolimeros, entre otros, su
composicién es variable dependiendo la fuente, por mencionar algunas como:

maderas duras, residuos agroindustriales y cultivos de energia.

Principalmente, esta organizada por tres compuestos poliméricos: la celulosa, lignina

y hemicelulosa (Chévez, 2019).

Hemlcelulosa

Microfibrilla .
: %

Lignina

Figura 1.16 Estructura lignocelulésica (Chavez, 2019).

Los pretratamientos de materiales lignoceluldésicos son los siguientes: fisicos
(mecénico e irradiacion), quimicos (alcalis, acidos, oxidantes y 6rgano solventes),
fisico-quimicos (extrusion, hidrotérmico y explosion de vapor) y biolégicos

(microorganismos y enzimaticos) (Espinosa et al., 2021).

e Pretratamiento Fisico
En este tratamiento el tamafio de particulas reduce, lo cual genera un incremento en
el area superficial y tamafio de poro, por ende, se disminuye la cristalinidad y el nivel

de polinizacion de la celulosa.
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e Pretratamiento Quimico
Su funcién principal es eliminar la hemicelulosa y lignina en la biomasa, su modo de
operacion depende del intermediario quimico (acido, alcalis, oxidativo y organico, asi
como también de las condiciones de operacion, Ver Tabla 1.4 se observa el
rendimiento de metano producido por el efecto del pretratamiento al que fue sometido
Ver Figura 1.17.

En cachaza se ha encontrado que el hidroxido de sodio y la cal, actian de manera

Optima de acuerdo a los incrementos en el rendimiento de metano.

Lignina

N\

Celulosa

Figura 1.17 Pretratamiento Quimico (Espinosa et al., 2021).
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Tabla 1.4 Variaciébn de rendimiento de metano producida por el tipo de pretratamiento
(Espinosa et al., 2021).

Pretratamiento

Acido

Alcalino

Oxidante

Organico

e Pretratamientos fisico-quimicos

Condiciones

H2.S04(5%),121°C,
60min.

H>S04, HCI, CH;COOH
y H202(1;2;3y 4 %), 25
°C, 7 dias.

Ca (OH);100°C, 60
min, CA: 9,5 g/100gst.

NaOH, 45°C, 30 min,
CA: 1,5; 3y 6 g/100gm:.

NaOH, 121°C, 30 min,
CA: 6 g/100gm.

H.O, (2,68%),
dias.

H20. (4%), 55°C, 24 h.

Etanol (50%), 180°C, 1
h.

6-18

Sustrato

Jacinto de
Agua

Rastrojo de
maiz

Cachaza

Cachaza

Cachaza

Paja de Arroz
Tallo de girasol

Paja de trigo

Variacién en
el
rendimiento
de Metano

+131%

+115(3%
H20,)

+32%

+12 %
(CA=1,5)

+38 % (CA=3)
+40 % (CA=6)
+8%

+88%

+33%

+15%

Referencia

(Sarto et al., 2019)

(Song et al., 2014)

(Lépez, 2016)

(Janke et al.,2016)

(Janke et al., 2019)

(Song et al.,2013)

(Monlau et al., 2011)

(Mancini et
2018)

al.,

En este pretratamiento se rompen los enlaces de hidrogeno y aumenta el area

superficial a temperaturas entre 50-300 °C. Un factor importante es el tiempo, ya que,

si la exposicion al calor es de larga duracion se crea una mayor cantidad de inhibidores
(Espinosa et al., 2021).

e Pretratamiento Bioldgico

Son usados por accion de bacterias y hongos, asi como también de enzimas las cuales

aumenta el rendimiento con respecto a biomasa sin pretratamiento desde un 20% a

un 100%, también son amigables con el ambiente, debido a que usan menos energia

y no son téxicos (Zambrano, 2017).
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1.10 Crecimiento Bacteriano

Para los microorganismos, el crecimiento es larespuesta mas importante a su
entorno, es el resultado de la replicacidbny los cambios en el tamafio celular,
los microorganismos pueden crecer en una variedad de condiciones fisicas, quimicas
y nutricionales, ademas generan compuestos biolégicos a partir de los nutrientes de
su entorno, algunos de estos nutrientes se utilizan para producir energia, mientras que

otros se consumen.

El crecimiento de la masa microbiana se puede describir mediante la siguiente

ecuacion.

ZS+X—>ZP+nX (1.1)

Donde: S = Sustrato, X = Células, P =Productos extracelulares y nX =mas células

La tasa de crecimiento estéa relacionada con la concentracion celular, y la reproduccion

celular es el resultado normal de esta reaccion.

La tasa de crecimiento microbiano se caracteriza por la tasa de crecimiento especifica

neta, definida como:

_1ax (12)
ﬂnet - X dt
Unet = Hg — kg (1.3)
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Donde: X = Concentracion de masa celular, t = Tiempo, u,..= Crecimiento especifico
neto, u,= tasa de crecimiento especifico bruto y k4= tasa de pérdida de masa celular

por muerte celular o metabolismo endégeno (Shuler et al., 2002).

1.10.1 Comportamiento del crecimiento en la fermentacién microbiana

En este proceso catabdlico de oxidacion de materia organica, para la produccién de
otros compuestos organicos y energia, se realiza por bacterias y levaduras de forma

anaerobia.

La fermentacion no afecta el transporte de electrones, por lo que el receptor de
electrones del NADH que se obtiene es un compuesto con bajo poder oxidante, tiende
a reducirse para oxidarse nuevamente. Las moléculas ATP obtenidas son consumidas
por los mismos microorganismos. En la Figura 1.18 se observan las fases en el

crecimiento de microorganismos.

La fermentacién conserva los alimentos mas tiempo, debido al alcohol y &cidos
obtenidos en el proceso, estos forman compuestos con sabor, aroma y texturas Unicos
mediante la fermentacién, como lo son el sabor del queso, el aroma de la mantequilla,

vinos, yogur, etc. (Condado y Huerta, 2022a).

Curva de crecimiento bacterianc

Fase
estacionaria

—

m
celular

Fase
exponencial

Fase de
adaptacisn
(Lag)

Log numero de células viables

TIOMPO  ——

Figura 1.18 Fases de la curva de crecimiento microbiano (Condado y Huerta, 2022a).
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1.10.2 Latemperaturay pH en el crecimiento microbiano

La temperatura y pH tienen un efecto significativo en la tasa de crecimiento microbiano,
pues los microorganismos son sensibles a los cambios bruscos de los mismos, con
una temperatura baja, la velocidad de crecimiento se ve mitigada y un cambio en el pH
puede matar a los microorganismos presentes en el proceso dando lugar a la

descomposicion de los productos (Jiménez et al., 2017).

1.11 Modelos Mateméticos para la Descripcion del Crecimiento de
Microorganismo

Los modelos matematicos son utilizados para predecir el comportamiento que tendran
los microorganismos con informacion previamente recaudada de anteriores
investigaciones, la aplicacién de este método reduce los costos, pues reduce en gran
parte la pérdida de reactivos y material que se ocupan de manera experimental, para
poder describir los procesos los modelos mateméticos se apoyan en variables
macroscopicas como la temperatura, pH y densidad celular, también se tiene la
capacidad de modelar los sistemas biolégicos para dar una compresion detallada
sobre las comunidades microbianas, su caracterizacion y cuantificacion (Wade et al.,
2016).

1.11.1 Modelo de Gompertz modificado

Los modelos cinéticos en microbiologia se clasifican en primarios los cuales describen
la relacion entre la cantidad de poblacién de microorganismos y el tiempo de proceso,
mientras que los modelos secundarios estudian la relacion de los parametros del
modelo primario y las condiciones que lo rodean, el modelo de Gompertz ha mostrado
buenos resultados y es uno de los mas utilizados este se basa en la relacion de la tasa
de crecimiento bacteriana y la densidad de la poblacion, la ecuacion que describe este
modelo se representa mediante (Yanez y Vega, 2021).
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log (N%) = Aexp {—exp [#";ax A-t)+ 1]} (1.4)

Donde:

log (Ni): Logaritmo en base 10 de las UFC/mL
0

t= Tiempo transc.urrido (variable dependiente del modelo).

A =Logaritmo en base 10 de la concentracion inicial de microorganismos (Logl0
UFC/mL).

Umax = Describe la velocidad de crecimiento méaxima relativa al tiempo t

A = Es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (h).

1.11.2 Modelo de Luedeking — Piret

Es un modelo cinético que permite evaluar la produccion de acido lactico producido
por la bacteria Lactobacillus delbrueckii mediante la fermentaciéon por lotes a
temperatura constante y pH controlado. Luedeking y Edgar L. Piret, encontraron que
la velocidad de formacion de componentes depende de manera lineal de la tasa de

crecimiento y la concentracién celular (Castillo et al., 2020).

dP axX (1.5)
E =Qa E + ﬁX
Doénde:

%:Tasa de formacion del producto (mg L ~* dia™)

p= Concentracién del producto (mg L 1)
a= Coeficiente de correlacién de crecimiento (mg mg™)

B= Coeficiente de no-correlacion de crecimiento (mg mg™)
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1.12 Biorreactores

Se refiere a un recipiente que se encuentra en condiciones ambientales aptas, para el
crecimiento de microorganismos, asi como también estas pueden ser optimizadas para
la reproducciéon de microorganismos, que nos dé como resultado un producto de
interés determinado o eliminacion del mismo (Mera et al., 2022), en la Figura 1.19 se
puede observar el prototipo de un biorreactor, el cual cumple con las caracteristicas

gue después se mencionan.

Figura 1.19 Biorreactor (Mera et al., 2022).

1.12.1 Caracteristicas del biorreactor

Se encuentra una extensa variedad de biorreactores, en su mayoria estos estan
involucrados en distintos proyectos biotecnolégicos. Entre los sistemas se suelen
encontrar dos grupos, unos son los biorreactores tubulares y los biorreactores tipo
tanque, los ultimos usualmente utilizados a escala de laboratorio y en procesos
industriales. Entre los reactores comunmente usados hay diferencias geométricas en

los sistemas tipo tanque, resaltando el modo en el que estan disefiados sus agitadores,
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el nimero de agitadores contenidos, espacio entre impulsores y la manera en como

se relaciona el diametro con respecto a la altura del deposito (Gil y Leon, 2021).

1.12.2 Biorreactores batch

Estos reactores operan de la misma forma que los fed-Batch, ya que al principio se
cargan los reactantes (nutrientes) y posteriormente se inocula agregando una
concentracion de microorganismos de iniciacion, hay un tiempo de latencia en el cual
no se genera producto, una vez alcanzado el punto maximo, se cambia el volumen
conocido que esta contenido y es reemplazado por otra cantidad igual de nutrientes
presentes en un inicio, haciendo que el proceso actual inicie desde la fase de
crecimiento exponencial de microorganismos y al mismo tiempo proveer nuevos
nutrientes. Este sistema es factible, ya que permite eliminar tiempos muertos en la

etapa de produccion Ver Figura 1.20 (Gil y Leon, 2021).

5

Figura 1.20 Disefio de un Biorreactor Batch (Gil y Ledn, 2021).

En estos biorreactores la fermentacion es mas simple porque los sustratos de carbono
no se afiaden durante la fermentacion, solo se controla el pH, este sistema es

completamente cerrado por lo cual previene la contaminacion con otros
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microorganismos esporulantes en el ambiente y se obtienen concentraciones mayores

de acido lactico en comparacion a otros metodos de fermentacion (Abdel et al., 2013).

1.12.3 Biorreactor semicontinuo

A estos reactores se les agrega una carga conocida de microorganismos, ya que
generalmente los sistemas de este tipo se manejan a través de disoluciones ricas en
nutrientes a lo cual también es caracterizado por tener una actividad en serie Ver
Figura 1.21, y el beneficio primordial que nos ofrece es, mantener un control de

crecimiento, asi como también de manera constante (Gil y Leén, 2021).

o &
[ Monomer &>k

N

T =

Surfactant
monomer B

Cooling fluid >

Figura 1.21 Biorreactor semicontinuo (Gil y Leén, 2021).

En este reactor el sustrato se alimenta de manera secuencial sin realizar la eliminacion
del caldo fermentado, este caso es de gran ventaja para sistemas que en donde las
concentraciones altas de sustrato afectan el crecimiento microbiano y la produccion
del producto a obtener, influyen varios factores como lo son los tiempos de
alimentacion, la concentracion de sustrato a mantener y como alimentar el sustrato

para poder llevar a cabo la fermentacion de manera exitosa (Abdel et al., 2013).
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1.13 Estudios previos

Sanchez et al., (2017). Estudiaron la produccién de Bioetanol a partir de Cachaza, se
estudié la fermentacion de Cachaza usando cargas de sulfato de amonio ((NH4)2S0Oa4)
y cepa de Saccharomyces cerevisiae para producir la mayor concentracion de etanol
con la minima cantidad de impurezas en anticipacion de facilitar una mayor purificacion
y reformado de bioetanol para la produccion de Hz. Los resultados mostraron que la
produccién de etanol a partir de la fermentacién de Cachaza fue de unos 50 g-L™1 y la
adicion de (NH4)2S0a4 no afecto su produccion. Sin embargo, redujo significativamente

la produccién de alcoholes ramificados.

Sanchez et al., (2020). Estudiaron el efecto del pretratamiento en la produccion de
etanol y alcohol fusel durante la fermentacion de cachaza de cafa de azucar. Aplicaron
un disefio experimental de parcelas divididas para evaluar el efecto de la temperatura
y las cargas de HNOs, durante el pretratamiento del lodo de prensado de cafia de
azucar para su posterior fermentacién, sobre el contenido de alcohol de etanol y fusel.
Los resultados mostraron que la temperatura de pretratamiento tiene un efecto
importante sobre la concentraciéon de etanol durante la fermentacion debido a la

formacion de azucar reductor durante pretratamiento.

Sanchez et al., (2019). Estudiaron los Lactobacilos en la industria alimentaria y sus
medios de cultivo, se expusieron las principales tendencias de investigacion y
desarrollo para la produccion de LAB para fines industriales con énfasis en los medios
de cultivo requeridos para su crecimiento. Las bases de datos de la web of Science,
asi como la se utilizo la herramienta Google Patent Search para recopilar y analizar la
informacion cientifica y técnica publicada en los ultimos doce afios relacionados con
las LAB y sus medios de cultivo. El uso de leche, suero de queso industrial, melaza de
cafa, almidones hidrolizados, materiales lignoceluldsicos, residuos de alimentos
organicos y plasma sanguineo bovino, entre otros, han sido propuestos para sembrar

lactobacillus con el objetivo de reducir costos y aumentar su produccién
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Rocafuerte (2022). Desarroll6 el proceso de bioconversion de los residuos
provenientes de café (Coffea arabica) mediante la accion anaerobia fermentativa de
lactobacilo (Bacillus subtilis), en el cual se usé el residuo de café, se le realiz6 la
caracterizacion fisicoquimica y microbiologica. Llevaron a cabo cinéticas, con el
propésito de evaluar: la remocion de carbohidratos, la producciéon de acido lactico, el
crecimiento bacteriano y la generacion de biomasa.

Obteniendo como resultado que la producciéon acido lactico fue de 8.4 g/L y se
removieron hasta 23.27 g/L de carbohidratos, también se consiguio la propagacion de
Bacillus subtilis de hasta 2.83 x 108 UFC/mL utilizando residuos de café y se logr6

generar hasta 7.223 g/L de biomasa.

Romero et al., (2018). Estudiaron la accién fermentativa de lactobacillus: acidophilus,
reuteri y fermentum en la bioconversion de sustratos organicos en productos con
potencial alimenticio, tuvo como finalidad el aprovechamiento del residuo porcicola con
el fin de suministrar los nutrientes que estos residuos contienen en el cultivo
poblacional de lactobacillus, para la generacién de acido lactico, posteriormente se
caracterizé6 de manera fisicoquimica y microbiolégica, se determiné que el tiempo de
residencia para que los lactobacillus produzcan la mayor cantidad de acido lactico fue
entre las 48 y 72 horas, y que si se hubiese dado un pretratamiento al residuo este
hubiese presentado una diferencia notable en los valores de biomasa, asi como en el
grado de inactivacion de microorganismos patdégenos.

Cosansu et al., (2021). Estudiaron la cinética de crecimiento y supervivencia de
lactobacillus acidophilus en leche de arroz negro, El L. acidophilus fue almacenado en
arroz negro y leche de arroz blanco a 4°C duran 20 dias. Se determind la fase de
latencia a (1.45 h) y la densidad de poblacibn maxima mas alta (7.48 log CFU/mL)
estaban en leche negra de arroz (P<0.05). El tiempo de generacion en la leche de
arroz negro (1.31 h) fue mayor que en la leche de arroz blanco (0.58 h) pero mas corta
que en MRS Broth (2,22 h, P <0,05). La poblacion de L. acidophilus disminuyé tanto

en la leche a 4°C, pero mayor en arroz negro que en arroz blanco al final del periodo
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de almacenamiento. Se concluyé que el arroz negro apoya el crecimiento de L.

acidophilus en comparacion con el arroz blanco.

Alvarado et al., (2021). Estudiaron el efecto de la Biocelulosa, como sustrato para la
produccion de acido lactico con la finalidad de reducir costos de produccion, se utilizd
un proceso de separacion de aguas abajo (DSP) para la recuperacion de acido lactico,
el cual fue necesario para mejorar la competitividad global del proceso. En el presente
estudio, el acido lactico fue producido a partir de biopulpa municipal obteniendo un
rendimiento y titulo de 82.6 + 2,3%. g/g de azUcares totales y 16.1 + 0.4 gL,
respectivamente. También investigaron dos procesos posteriores para la recuperacion
acido lactico del caldo de fermentacion. DSP1 consistio en un paso de prepurificacion
(centrifugacion, ultrafiltracion y activacion carbén) seguido de intercambio i6nico y
destilaciéon al vacio. DSP2, se incluy6 una unidad de nanofiltracion después del paso
de prepurificacion, lo que dio como resultado una mayor pureza de acido lactico de
82.0 + 1.5 % pero comprometiendo la recuperacion, es decir, 65.0 £ 1.5 %. Los
resultados del presente estudio indican la viabilidad de utilizar biopulpa municipal como

materia prima de bajo costo.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

En la Figura 2.1 se presenta la metodologia, para la fermentacion del acido lactico de

la cachaza piloncillera.

Obtencion de la cachaza
piloncillera

4

Caracterizacion del Residuo

Lyofast LA 3 (SACCO System)
liofilizado, 0.1026 g en 10 mL de
caldo MRS, 36 °C 24 h.

L 4

Obtencién y propagacion de
Lactobacillus Acidophilus

¥

Definir la concentracion de

cachaza para mejorar la I

produccion de acido Lactico.

4

Modelar la cinéticade | _____ >

Fermentacién Microbiana.

Parametros cinéticos: rendimiento
de produccion acido lactico, pH,
crecimiento microbiano y remocién
de carbohidratos.

4

Determinacion de las
condiciones adecuadas para la
fermentacion y produccion de
acido lactico

4

Andlisis y conclusion de
Resultados

Figura 2.1 Metodologia de la investigacion.

Preparacion de soluciones al 5,
10y 15 % CP/ALM.
Refrigeracion a 4 °C.

Caracterizacion fisica: pH, ST,
STV.
Caracterizacion quimica:
Carbohidratos, proteinas 'y
Nitrégeno total.

Concentracion de sustrato 5, 10y 15 %
evaluado mediante un disefio
experimental ANOVA.

Mediante los parametros cinéticos
Hmaxs ks:Ypss, Y A, se ajustaron con el
modelo de Gompertz
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2.2 Obtencion de Cachaza

Este residuo agroindustrial se obtuvo de los trapiches ubicados en la localidad de
Zentla Veracruz (19°05'24.9"N 96°48'04.3"W), la muestra se tomé de los contendores
de descarga, provenientes de la filtracion y lavado de los lodos sedimentados en el
proceso de clarificacién, mezclados con bagacillo, en la Figura 2.2, se puede observar
el proceso empleado para la toma de muestra, también se recolectaron 2 L de agua la
cual forma parte del proceso de lavado de moldes de piloncillo, esto con el fin de

complementar el proceso de fermentacion.

Figura 2.2 Muestra de Cachaza piloncillera

La cachaza desemboca en unos contenedores, en los cuales se encontraba a una
temperatura de 90 °C, esto ayuda a mitigar la presciencia de organismos patdgenos al
momento de tomar la muestra.

Posteriormente, se prepararon soluciones en concentraciones de 5, 10 y 15 % de
cachaza piloncillera, utilizando agua de lavado de moldes como disolvente. Esto, para
ajustar el contenido de sélidos totales a un valor en el rango de 2 a 5 % y evaluar el
efecto de esta concentracion en el proceso fermentativo. Enseguida, las soluciones se

mantuvieron en refrigeracién a 4 °C hasta su uso.
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2.3 Caracterizacion del Residuo Agroindustrial

La caracterizacion de la cachaza se realizd con respecto a tres diluciones, en la
primera se diluyeron 6.75 g de cachaza piloncillera + 128.25 mL de agua de lavado de
moldes, esto para tener una concentracion al 5 % v/v, la segunda consistié en agregar
13.5 g de cachaza piloncillera + 121.5 mL de agua de lavado de moldes para una
concentracion al 10 %, y en la tercer dilucion se adicionaron 20.25 g de cachaza
piloncillera + 114.75 mL de agua de lavado de moldes con el objetivo de obtener una

concentracion al 15 %, los parametros evaluados son descritos en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Parametros para la caracterizacion de la cachaza piloncillera.

Fisicos Método Empleado Parametro (Unidad de
medida)
pH Potenciometro -
Sdlidos Totales (ST) 2540 E Standard [%6]
Methods
Sélidos Totales Volatiles 2540 G Standard [%6]
(STV) Methods
Quimicos Método Empleado Parametro (Unidad de
medida)
Nitrogeno Total 4500-NTK C SM [%0]
Carbohidratos Antrona- Sulfarico [g/L]
Proteinas Nitrégeno Kjeldahl [%0]

2.3.1 Determinacion de Potencial de Hidrégeno (pH)

Se realiz6 en un equipo electronico de la marca SCIENCE MED (modelo SM-3BW), el
cual le otorga una mayor precision en la lectura de los datos en comparacion con otros

instrumentos, para calibrar el equipo se utilizaron soluciones buffer.
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La determinacion se llevo a cabo siguiendo la norma NMX-AA-008-SCFI-2011 Analisis

de agua - Determinacion del pH - Método de prueba.

2.3.2 Determinacion de Sdlidos Totales (ST)

La determinacion fue realizada por triplicado en una estufa, se colocaron 3 muestras
en los crisoles previamente pesados a peso constante, a una temperatura de 150 °C,
por 24 horas. Trascurrido el tiempo, fueron retirados y colocados en el desecador, para

atemperarlos, posteriormente se toma el peso final.

Se siguio la técnica basada en el método estandar 2540G de la APHA-AWWA-WPFC
(1999), bajo la norma NOM-AA-34-1976. El equipo utilizado fue de la marca Felisa Ver
Figura 2.3. La ecuacion para determinar ST se encuentra en el Anexo A.

Figura 2.3 Estufa Marca Felisa.

2.3.3 Determinacion de Solidos Totales Voléatiles (STV)

Esta metodologia analitica fue realizada de acuerdo con el método estandar 2540G de
la APHA-AWWA-WPFC (1999), bajo la norma NOM-AA-34-1976, el equipo utilizado

fue de la marca Thermo Scientific thermolyne, con una temperatura constante de 550
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°C en un lapso de 2 horas. Esta determinacion se realizé mediante la ecuacion que se

encuentra en el Anexo A.

2.3.4 Determinacion de carbohidratos por el método de Antrona- Sulfarico

Se utilizé una muestra diluida con relacion 1:25 de la cual se tomaron 2 mL de muestra
en tubos de ensaye y 2 mL de agua destilada para el blanco, asi mismo se ocuparon
2 mL Antrona- Sulfarico, los tubos fueron calentados a bafio maria por un tiempo de
12 min a una temperatura aproximada de 95 °C. Posteriormente, se enfriaron y se
leyeron las muestras en el espectrofotometro, Thermo Scientific modelo Genesys 20,
con una absorbancia de 620 nm, fue necesario calibrar con un blanco de agua

destilada.

En esta determinacion debe tenerse en cuenta que la solucién Antrona - Sulftrrico se
deteriora con facilidad, ademas presentan una reaccién exotérmica, por lo cual se
deben tomar precauciones para poder emplearla. El acido sulfurico cuando entra en
contacto con el reactivo Antrona son convertidos en furfural-6-hidroxi-metil, conocido
como furfural, estos compuestos forman parte de compuestos aroméaticos produciendo

un color en funcién de los carbohidratos contenidos en la muestra.

2.3.5 Determinacion de proteinas Nitrégeno Kjeldahl

La determinacion se realiz6 bajo la norma NMX-AA-026-SCFI-2010. Se utilizaron 0.05
g de muestra, 0.05 g de catalizador selenio en polvo aproximadamente, 0.2 g de sulfato
de cobre, 0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de acido sulfarico. Estos se colocaron en
un matraz kjendahl y se llevaron a digestion en un tiempo de 15 min, durante los cuales
adquirieron un color verde esmeralda, indicando la presencia de proteinas, al mismo
tiempo se coloco en el destilador hidroxido de sodio al 40 % lentamente por que se
produce una reaccién exotérmica, recibiendo finalmente el destilado, al cual se le
agregaron unas gotas de indicador azul-rojo de metilo y se tituld. Para realizar el

calculo se utilizé la ecuaciéon Ver Anexo B.
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2.4 Obtencion y reproduccién de Lactobacillus Acidophilus

2.4.1 Obtencién de Lactobacillus Acidophilus

El Lactobacillu fue obtenido de un producto comercial denominado Lyofast LA 3
(SACCO System). Esta cepa se encuentra en estado liofilizado y fue adquirido de la
empresa Raff, la cual se dedica a vender materia prima y brindar servicios en el ramo
de la industria alimenticia, especializados en la industria de la leche y sus derivados.
El cultivo contiene aproximadamente 10 dosis, con un namero de lote C326781A, Ver

Figura 2.4.

sTem
A ConpaNy OF SACCOSE
A COMPANY OF SACC0 SYSTEM

. SACCO {/ SACCO

LYOFAST

LA3

Lot n. : C326781A

Dose : 10 DOSES

Prod. Date : 05/05/2022
Best before :05/11/2023

dried cultures Freeze-dried cultures

CITAS1042112280004

_ Sacco srl Sacco srl
Via Manzoni 29/A Via Manzoni 29/A
22071 Cadorago (CO) Italy 22071 Cadorago (CO) Italy
Www.saccosystem.com WWw.saccosystem.com

Figura 2.4 Lactobacillus Acidophilus

2.4.2 Reproduccién del medio de cultivo

Para el cultivo el Lactobacillus Acidophilus se preparo el caldo MRS (Man, Rogosa y
Sharpe) agregando 100 mL de agua destilada y 5.5 g con una agitacién constante y
temperatura de 90 °C hasta que se disolviera. Posteriormente, en el tubo semilla se
afiadieron 10 mL de caldo y 0.1026 g de lactobacillu liofilizado. Una vez propagado, se
utilizaron 9 tubos con 13.5 mL de caldo MRS previamente esterilizados y se inocularon

con el tubo madre, adicionando a cada tubo 1.5 mL de inoculo.
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2.4.3 Conteo celular

Se realizd el conteo de colonias por placa vertida realizando diluciones en serie en
base 10 de cada muestra y transfiriendo 1 mL por dilucion a cada caja Petri a fin de
obtener entre 30 y 300 UFC. Se calcularon las UFC/mL multiplicando el nimero de

colonias por el inverso de la dilucion.
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Figura 2.5 Conteo celular por método de placa vertida

2.5 Evaluacion de cinéticas para Acido Lactico

2.5.1 Fermentacién Lactica

Propagado el inoculo, se montaron 9 matraces de 250 mL con 15 mL de inoculo y 180
mL de cachazaal 5, 10y 15 %, se cuido el pH de 6.0 a 6.5 y la temperatura se mantuvo
a 37°C. Ademas, se ajusté la velocidad de agitacion de 100 a 120 rpm en una
incubadora de marca ZHWY-100B. Se tomaron lecturas cada 4 horas.

Se cuantificd la concentracion de azucares, biomasa, acido lactico y se evalu6 el

rendimiento del mismo.

2.5.2 Rendimiento de Acido lactico

Para estimar el rendimiento de acido lactico, se realizé por medio de la metodologia
descrita por la norma NMX-F-716-COFOCALEC-2014, la cual tiene como fundamento
titular la muestra con NaOH 0.1 N. La ecuacion para su determinacion se puede

observar en el Anexo C.
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2.5.3 Determinacién de las condiciones de operacion para aumento de la
produccion de &cido lactico.

Para evaluar las condiciones oOptimas de operacion, se trabajo con él inoculo en
condiciones mesofilicas debido a que esta temperatura 36 °C + 0.5 es recomendable
para su crecimiento, se evaluaron las condiciones para su desarrollo de acuerdo a
experimentaciones realizadas anteriormente y se atendieron para evitar reacciones

adversas.

2.6 Disefio Experimental

Se empled un disefio experimental Unifactorial (ANOVA), en el cual se evaluaron tres
diferentes concentraciones de sustrato: 5 ,10 y 15 %, teniendo como variable de
respuesta la produccién de &cido lactico, asi mismo se monitoreé el consumo de
carbohidratos por el método de Antrona-Sulfarico, pH y crecimiento microbiano con

camara de Neubauer.

2.7 Cuantificacion de Biomasa

Para la determinacion de la biomasa obtenida, se tomé en cuenta la muestra inicial y
la muestra final por diferencia de pesos, este reactor se mantuvo cerrado por 72 horas

con una agitacion constante de 120 rpm.

2.6 Incubadora con reactores para cuantificacion de biomasa.
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2.8 Modelo matemaético para la evaluacion del proceso de fermentacion lactica

Para obtener los parametros CiNeticos .y, ks,Y,/s, Y A (tiempo acondicionamiento) se

determinaron con la ecuacién de Gompertz, dado que en las graficas se presenta un
comportamiento similar al proporcionado por este modelo, Ver Anexo D.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de cachaza piloncillera

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados de la caracterizacidon fisicoquimica de
cachaza piloncillera al 5, 10 y 15 %, los resultados de la caracterizacion demostraron
que el contenido de proteinas y carbohidratos esta dentro del rango adecuado sobre
los requerimientos nutricionales para realizar la fermentacion lactica, la cachaza al ser
un residuo obtenido del procesamiento de la cafia de azUlcar es rico en carbohidratos
con un valor entre los 21 y 50 g/L y para las proteinas de entre el 3y 7 %.

Con referencia a lo reportado por los siguientes autores: Rocafuerte (2022), trabajé
con residuos provenientes del café coffea arabica, sefialando que tiene un contenido
de carbohidratos de 26.55 g/L y un porcentaje de proteinas 1.42 %, Estrada (2022),
realizd la investigacion con los residuos agrocafieros con un contenido en
carbohidratos de 58.46 g/L, y proteinas de 1.54 %, al mismo tiempo realizé la
evaluacion con porcinaza, dando un valor de 3,68 g/L en carbohidratos y 2.62 % de
proteinas respectivamente; finalmente Romero (2017), trabajé con residuos porcicolas
reportando un contenido de carbohidratos de 3.92 g/L, y proteinas de 11.51 %, se

incluyé una tabla comparativa 3.2, de datos para futuras evaluaciones con otros

residuos.
Tabla 3.1 Caracterizacion de Cachaza Piloncillera al 5,10 y 15 %.
Determinacion Concentracion de Cachaza %
5 10 15
pH 6.39 6.62 6.70
Solidos Totales 27.44 g ST/kg 39.47 g ST/kg 51.19 g ST/kg

Solitos Totales Volétiles 89.07 g STV/kg 86.13 g STV/kg 89.61 g STV/kg

Nitrogeno Total 0.60 % 0.84 % 1.05 %
Carbohidratos 21.41 g/L 36.6 g/L 49.97 g/L
Proteinas 3.75% 5.25 % 6.56 %
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Tabla 3.2 Comparativa de carbohidratos y proteinas con respecto a otros residuos.

Residuo Carbohidratos Proteinas
Cachaza Piloncillera 172.42 g/L 8.35 %
Café coffea arébica 26.55 g/L 1.42 %

Agrocaiieros 58.46 g/L 1.54 %,
Porcinaza 3.68 g/L 2.62 %
Porcicola 3.92 g/L 11.51 %

Con respecto al pH, es 6ptimo para el crecimiento del microorganismo con respecto a
lo reportado por Jamez et al., (2017), el cual se mantuvo un rango de pH de 6 a 8.5 en
la cepa Lactobacillus Acidophilus ATCC* 314, el cual presenté un aumento favorable

en la biomasa.

Para diluir la cachaza, se us6 agua de lavado de moldes, ya que, al ser un residuo del
mismo proceso, se penso en darle una utilidad y complementar de manera positiva el
proceso, dado que respecto a la evaluacion fisicoquimica que se realizé es rico en
carbohidratos, Ver Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Caracterizacion de Agua de lavado de moldes como diluyente

Agua de Lavado de moldes

pH 5.6
Solidos Totales 1.93%
Solidos Totales Volatiles 74.6 %
Carbohidratos 12.48 g/L
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3.2 Propagacion de in6culo Lactobacillus acidophilus

El lactobacillus acidophilus fue sembrado en caldo MRS, con 0.1 g de lactobacillu
liofilizado a una concentracion de 1.4x10™°UFC /g en 10 mL de caldo, en la Figura 3.1
se observa un precipitado blanco lechoso indicando la presencia de lactobacillus, para
confirmar ésto se realiz6 un recuento en placa de tal manera que se propagé en Agar
MRS dejando 24 horas en la estufa dando como resultado colonias de color blanco
con forma circular Ver Figura 3.2 y por tincion de Gram, se observo que los bacillus se
colorearon de color morado ya que son Gram positivos, lo que indica la presencia de

lactobacillus acidophilus, el microorganismo se puede apreciar en la Figura 3.3.

Figura 3.2 Colonias generadas por Lactobacillus Acidophilus
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Figura 3.3 Lactobacillus Acidophilus por tincién de Gram.

3.3 Cinéticas de fermentacion lactica

En la Figura 3.4 se muestra los reactores que fueron montados para su evaluacion en
matraces Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen atil de 150 mL las concentraciones
de los reactores fueron de 5,10 y 15 % de sustrato y agua de lavado de moldes, los
matraces fueron colocados en una incubadora modelo ZHWY-100B, manteniendo una
temperatura constante de 36 °C £ 0.5 y una velocidad de agitacion de 120 rpm, durante
48 horas y tomando muestra cada 4 horas. Para cada muestra se determinaron pH,

carbohidratos, densidad celular mediante la técnica de placa vertida en agar MRS y

Figura 3.4 Reactores al 5,10 y 15%.
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3.3.1 Monitoreo de pH

En la Figura 3.5 se muestra como fue cambiando significativamente el pH durante la

cinética.

7.0 A CP 5%

6.5 -m CP 10%
6.0- CP 15%
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Figura 3.5 Comportamiento de pH a través del proceso de fermentacion lactica para
concentraciones de 5, 10 y 15%.

La concentracién de cachaza present6 un efecto positivo en el aumento de pH de las
muestras a analizar, sufriendo un decaimiento en paralelo en las primeras 8 horas con
un pH de 4, el cual se mantuvo estable hasta la hora 20. El pH llegd a un punto minimo
al finalizar el dia 1, con un pH de 3.5, por lo cual se procedi6 a agregar hidroxido de
sodio al 40 % para aumentar el pH hasta obtener un valor oscilatorio entre 5 - 6 de pH
en la solucion de cada matraz, esto con la finalidad de mantener activos los
microorganismos en el medio, al agregar hidroxido de sodio para incrementar el pH se
puede notar que todas las soluciones muestran un comportamiento similar ante la

adicion del agente estabilizador

Se puede notar de la misma manera que a partir de la hora 25 y hasta las 72 horas se

mostro la cinética mas estable con respecto a las primeras horas, manteniendo un pH
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entre los 4.5 y 5, por lo cual ya no se tuvo que agregar mas hidroxido de sodio al
sistema.

3.3.2 Remocién de carbohidratos

En la Figura 3.6 podemos observar que la cantidad de carbohidratos es mayor al 15%,
esto es entendible pues a mayor concentracion de cachaza mayor cantidad de
carbohidratos presentes en el medio, tras el paso de 4 horas se empez6 a notar una
tendencia decreciente y con remociones notables en el microreactor, tras el paso de
las primeras 20 horas se presenta una caida abrupta de pH a lo cual se realiza una
estabilizacion al sistema con hidroxido de sodio y a la hora 24 la cantidad de
carbohidratos se estabilizo, por lo cual se llego al punto maximo de consumo por parte
de nuestros organismos.
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Figura 3.6 Remocioén de carbohidratos al 5,10 y 15 % de sustrato.

3.3.3 Crecimiento microbiano

En la Figura 3.7 se observa que la concentracion inicial fue entre los 8.3 x 10°
células/mL, aumentando entre las 8 h del proceso, de 8.4 a 8.6 x10° células/mL,
teniendo un incremento entre las 11 y 12 h con un valor maximo de 8.7 x10° células/mL,
dado que el pH disminuyd, este a las 20 h presentd un incremento que finalizé a las
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28 h, tomando en cuenta que el pH afecté de manera importante al proceso, y en este
caso en el crecimiento de los lactobacillus, manteniendo un proceso estable a partir de
las 32 h con un contenido celular de 8.36 a 8.37x10° células/mL, terminando con
8.18x10° células/mL.
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Figura 3.7 Comportamiento celular a través del proceso de fermentacion lactica para

concentracion de 5, 10 y 15 % de sustrato.

3.3.4 Produccion de Acido Lactico

El proceso presentd un incremento significativo a las 8 h, como se puede observar en
la Figura 3.8, llegando a un punto maximo de obtencion de &cido lactico para la
muestra al 15 % , los efectos de la concentracién del 10 y 15% mostraron un
comportamiento similar al inicio del proceso, pero la cantidad de materia organica
beneficid a la concentracion mas enriquecida en las horas posteriores, en la hora 18
la concentracion del 10 % llegd a un maximo de rendimiento superando a la
concentracion del 15 %, solo en ese momento, esto pudo ser provocado por un cambio
significativo en su pH, lo que mitigo la produccion de &cido lactico en la concentracion

del 15 % en ese momento, estabilizando la produccién en la h 56 en los tres casos.

52



Resultados y discusiones

154
—- CP 5%
g = CP10%
o 104 -e- CP 15%
(&]
Q
NE
3 57
S
¢
0 | 1 1 1 1 1
0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

Figura 3.8 Produccion de Acido lactico para concentracion de 5,10 y 15%

De acuerdo a lo reportado por Huang et al., (2023), obtuvieron valores de produccion
maéaxima de acido lactico en melaza de betabel con Lactobacillus paracasei de 1.42 g/L,
valores debajo al obtenido en el presente trabajo, con un maximo de 12.37 g/L, con

una concentracion de sustrato al 15 %.

3.3.4.1 ANOVA

Se planted un disefio de experimentos unifactorial con dos réplicas, cuyo factor fue la
concentracion de la cachaza a las tres diferentes concentraciones y la variable de
respuesta es la cantidad de acido lactico producida y el porcentaje de remocion de
carbohidratos.

El andlisis de varianza (ANOVA), mostrado en el Anexo A, muestra que es significativa
la concentracion de cachaza con respecto a la produccion de acido lactico al obtener
una Fo= 19 y un valor de P = 0.020, esto se sabe, ya que se tiene un nivel de
significancia de a= 0.05 concluyendo que la concentracién del residuo tiene un impacto

significativo en la cantidad de acido lactico producido.
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Con respecto al método de LSD de Fisher y un nivel de confianza del 95 %, se concluye
gue la concentracion cachaza en nivel 2, corresponde al 14.63 g/L, en donde se

obtiene mayor produccion de &cido lactico.

3.4 Cuantificacion de biomasa

El rendimiento de la biomasa se puede observar en la Tabla 3.4, en la cual se
registraron los datos con pesos iniciales y finales, lo cuales corresponden a un volumen
atil de 150 mL, Romero et al.,(2023b), usaron lactobacillus acidophilus con residuos
de cafia de azlcar obteniendo un valor de 154.65 g/L! de biomasa generada al final
de la fermentacion, de modo que el valor obtenido en el presente es de 66.42 g/L?,
esto debido a la poca cantidad de sustrato que consumieron los organismos durante
la fermentacion lactica. En la Figura 3.9, se puede observar el proceso para obtener la
biomasa final. Al término de las cinéticas se observa que presentan un color café
lechoso debido a la formacién del precipitado blanco que indica la propagacion de

lactobacillus acidophilus.

Tabla 3.4 Generacion de biomasa inicial y final de las cinéticas de fermentacion con

lactobacillus acidophilus.

Concentracion de Biomasa (g/L)
Cachaza Biomasa Inicial Biomasa Final
piloncillera Oh 72 h
5% 11.35 21.46
10 % 11.75 31.22
15 % 42 .42 66.42
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Figura 3.9 Biomasa generada apartir de Lactobacillus Acidophilus

3.5 Evaluacion de condiciones operativas para la optimizacion del proceso de

fermentacion.

Para evaluar las condiciones operativas, se tomo en cuenta los parametros cinéticos
gue se presentaron a lo largo de 72 h, evaluando la influencia que estos pueden tener
sobre los rendimientos de produccion de &acido lactico, asi como también el
comportamiento microbiolégico, destacando que las condiciones Optimas para la
produccion de acido lactico y para la supervivencia estable de los lactobacilos, se
encuentra en una concentracion de sustrato al 15 %, mientras que el pH en el intervalo
de 4 a 6.5 y el tiempo de residencia para que los lactobacillus produzcan la mayor

cantidad de acido lactico, se obtuvo entre las 0 a 8 h.

3.6 Modelado matemaético parala evaluacion del proceso de fermentacion lactica

3.6.1 Replicacion del proceso en un reactor tipo Bach

Para la aplicacion del proceso, se usaron los datos obtenidos anteriormente, y los
siguientes parametros, una temperatura de 37 °C £ 0.5, agitacion de 120 rpm mediante
un agitador magnético y un volumen util de 0.4 L, se agreg0 inoculo en proporcion
1/10. Con un tiempo de proceso de 72 h.
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Se realizaron muestreos cada 2 h en las primeras 24 h de proceso, y posteriormente

cada 4 h en las 48 h posteriores al mismo.

Figura 3.10 Reactor tipo batch para fermentacion acido lactico.

3.6.2 Aplicacién de la Ecuacion de Gompertz para la obtencion del Modelo

matematico

Todos los valores de los parametros cinéticos, se determinaron mediante iteraciones

en el programa Excel.

Tabla 3.5 Resultados del modelo de Gompertz.

Gompertz

o o b~ N O

10
22
24
26

6.89
7.08
7.21
7.31
7.39
7.44
7.56
7.57
7.57
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Continuacion de la

Tabla 3.5
34 7.58
48 7.58
58 7.58
72 7.58

Tabla 3.6 Pardmetros obtenidos para la ecuacién de Gompertz.

Parametro Valores
A [Log cel/mL] 7.585
Mmax [h™] 1.2420
A[h] 20.46

Los ajustes presentados en la tabla anterior muestran que el incremento logaritmico
de la poblacién es de 7.585 Log cel/mL, mientras que la fase de latencia es alta con
un valor de 20.46 h lo cual indica un periodo largo de adaptacién del microorganismo

al sustrato.
Los resultados del ajuste y minimos cuadrados se presentan en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Evaluacion del Modelo de Gompertz.
Evaluaciéon del Modelo de Gompertz

R? 0.9074

MSE 0.0628

Los parametros cinéticos presentan un buen ajuste a los datos experimentales
obtenidos con un valor de R? = 0.9074 asi mismo alcanzo un valor de tasa de

crecimiento especifica pmax=1.2420, y un valor de minimos cuadrados de 0.0628.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica del residuo de la agroindustria piloncillera presentd un
alto contenido en sélidos totales, por lo cual se tenia que realizar una dilucion antes de
iniciar el proceso fermentativo, para evitar que estos interfieran en el proceso ya que
pueden disminuir los niveles de oxigeno disuelto necesarios para la fermentacion acido

lactica.

En cuanto a los carbohidratos, que son los principales nutrientes en el proceso
fermentativo para la degradacion de &cidos organicos, aminoacidos, piridinas y
pirimidinas, se obtuvo en un intervalo de (21-49.97 g/L) y un contenido de nitrégeno de

(1.05 %), por lo que son suficientes para el crecimiento de los lactobacillus.

La cachaza piloncillera tiene potencial para ser empleada en fermentaciones futuras
con otros lactobacillus siempre que se cuide sus condiciones de crecimiento, y también

tiene propiedades benéficas para los porcinos, en cuanto a nutricion.

Durante el monitoreo del proceso de fermentacion, se observé que el mayor
crecimiento celular se presenté para la solucién de 5 %, donde hubo un incremento de
8.38 a 8.70 log UFC/mL, mientras que la mayor produccién de &acido lactico ocurrié en
la solucion de 15 % con 12.37 g/L. En cuanto al consumo de carbohidratos, éste fue
del 85 % para las tres soluciones. Estos resultados muestran que la fermentacién
lactica es una opcion viable para implementarse como una nueva estrategia para el
aprovechamiento de los residuos generados en la produccién de piloncillo, permitiendo
valorizarlos y disminuir su impacto en el medio ambiente.

Los resultados del modelo demuestran un buen ajuste, con la informacién obtenida de
manera experimental, obteniendo una R?=0.9074 y alcanzando un valor de 1.242 h!
con el modelo de Gompertz, lo que demostré una tasa de crecimiento especifica
bastante superior a la obtenida, por Estrada et al., (2023) y demostrando asi la

viabilidad del proceso.
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Conclusiones y recomendaciones

RECOMENDACIONES

Seria interesante explorar el comportamiento de otros lactobacillus con estos residuos,
para observar la produccion de acido lactico en el proceso y si esto favorece su
aumento.

Usar el ALM por si sola no es recomendable ya que carece de los carbohidratos
necesarios para llevar a cabo la fermentacion.

Cuidar el pH durante el proceso para no mitigar el crecimiento de las bacterias.
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ANEXOS



ANEXO A

Célculos para la determinacion de Solidos Totales y Solidos Totales Volétiles.

Para realizar el calculo se uso la siguiente Ecuacion 2.1.

P,-P
%ST=( 3 1)*(100)

P> (2.1)

Donde:
P1= Peso del Crisol a peso constante considerado en gramos.
P>= Peso de la muestra a evaporar en gramos

Ps=Peso del crisol + peso del residuo seco en gramos.

La determinacion de los STV se realizé mediante la siguiente Ecuacion 2.2.

%SV= (P3'P4) *(100) 2.2)

Donde:

P1= Peso del crisol a peso constante en gramos.

P2=Peso de la muestra considerado en gramos.

Ps= Peso del crisol a peso constante + muestra seca en gramos.

P4= Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada en gramos.
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ANEXO B

Para la determinacién de proteinas Nitrégeno Kjeldahl, se utilizé la Ecuacién 2.3.

G-N-0.014
== " .100

2.3
Y (2.3)

% N

Donde:

G = mL gastados en la titulacion de acido sulfurico.
N = normalidad de la solucion en la titulacion.

M = peso de la muestra en gramos.

e Elvalor de 0.014 corresponde a los miliequivalentes de Nitrégeno.
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ANEXO C

Célculos para determinar el rendimiento de &cido lactico mediante la Ecuacion 2.4.

] VV*N*90
Acido lactico (g) = ( >
L M (2.4)

Dénde:
V = Volumen consumido de NaOH en mL.
N = Normalidad del NaOH.

M = Volumen total de la muestra en mL.
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ANEXO D
Ecuacion de Gompertz para evaluacion de proceso en fermentacion 4cido lactica.

log (N%) = Aexp {—exp #Tx -1 +1]} (2.5)

Donde:

log (Ni): Logaritmo en base 10 de las UFC/mL
0

t= Tiempo transcurrido (variable dependiente del modelo).

A =Logaritmo en base 10 de la concentracién inicial de microorganismos (Logl10
UFC/mL).

Umax = Describe la velocidad de crecimiento maxima relativa al tiempo t

A = Es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (h).

66



Anexos

ANEXO E
ANALISIS ESTADISTICO
Produccion de acido lactico con L. acidophilus

Tabla Al. Andlisis de Varianza
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion de 2 32.063 16.0313 19.00 0.020
Cachaza

Error 3 2.531 0.8437

Total 5 34.594

Tabla A2. Comparacion de parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Concentracion
de Cachaza N Media Agrupacion

15 2 1463A
10 2 11.25 B
5 2 9.000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexos

ANEXO F
Evaluacion de Fermentacion Acido Lactica en un Biorreactor tipo batch.
Para mejorar el proceso de la fermentacion acido lactica, se implementd un reactor

tipo batch con las siguientes especificaciones:

Matraz 3 bocas, tapa de 2,4 cuellos
Capacidad 500mL

Abrazadera Acero inoxidable con apertura PTFE
Junta 24/40

Resiste Corrosion acida y alcalina
Raint 7.7 cm

Raexterior 9.1cm

hint 10.5cm

Next 12 cm

Vchaqueta 292 mL

Ntotal 15.7 cm
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