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Resumen

La produccion de piloncillo es una actividad agroindustrial de gran importancia econémica
para las regiones donde se desarrolla, ya que representa una fuente de ingresos y empleo; sin
embargo, esta agroindustria enfrenta diferentes desafios, entre los que destacan el manejo de
residuos y la reduccién de su impacto ambiental. Entre estos residuos, se encuentran la
cachaza piloncillera y el agua del lavado de moldes, los cuales, debido a su alto contenido de
azucares, provocan problemas de acidificacion del suelo y eutrofizacion de los cuerpos de
agua. Una opcidn de tratamiento para estos residuos es la fermentacidn anaerobia, ya que es
un proceso bioldgico en el cual los carbohidratos presentes en los residuos se biotransforman
hacia metabolitos con aplicaciones diversas. En el presente trabajo, se evaluo la fermentacion
anaerobia como una estrategia para el tratamiento, la valorizacion y el aprovechamiento de
estos residuos, para la produccion de acido lactico y biomasa rica en proteinas y la posterior
aplicacion de los fermentos en los cultivos de chile habanero (Capsicum chinense) y cafia de
azlcar (Saccharum officinarum). Se utilizaron las cepas Lactobacillus acidophilus LA-3 y
Bacillus subtilis QS-713, y se cuantifico el consumo de carbohidratos, la produccion de acido
lactico, la densidad celular, la generacion de biomasa y su contenido proteico; asi mismo, se
determinaron los parametros cinéticos de densidad celular. Luego, los fermentos se usaron
en plantulas de C. chinense y S. officinarum para ver cdmo afectaban el crecimiento de estas
plantas. Los resultados obtenidos mostraron que el proceso de fermentacion anaerobia es una
opcion viable para el tratamiento de los residuos de la agroindustria piloncillera. Asi mismo,
la evaluacion de los fermentos mostré que tienen el potencial para aprovecharse como
bioestimulantes sin provocar efectos fitotoxicos a corto plazo en las plantas y el suelo.
Ademas, la fermentacion anaerobia con microorganismos probidticos se plantea como una
estrategia de economia circular. Esto ayuda a promover la sostenibilidad econdmica y
ambiental de la agroindustria piloncillera, la cual requiere de estrategias innovadoras para su

desarrollo econdémico y tecnolégico.

Palabras Clave: Agroindustria piloncillera; Fermentacion Anaerobia; Acido LActico;

Biomasa proteica; Capsicum chinense; Saccharum officinarum
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Abstract

The production of non-centrifugal cane sugar is an agroindustrial activity of great economic
importance for the regions where it is developed, since it represents a source of income and
employment; however, this agroindustry faces different challenges, among which the
management of waste and the reduction of its environmental impact stand out. Among these
residues, there are the sugarcane scum and the molding washing water, which, due to their
high sugar content, cause problems of soil acidification and eutrophication of water bodies.
One treatment option for these residues is anaerobic fermentation, since it is a biological
process in which the carbohydrates present in the residues are biotransformed into
metabolites with diverse applications. In the present work, anaerobic fermentation was
evaluated as a strategy for the treatment, valorization and utilization of these residues, for the
production of lactic acid and protein-rich biomass and the subsequent application of the
ferments in the crops of habanero pepper (Capsicum chinense) and sugar cane (Saccharum
officinarum). The strains Lactobacillus acidophilus LA-3 and Bacillus subtilis QS-713 were
used, and carbohydrate consumption, lactic acid production, cell density, biomass generation
and its protein content were quantified; likewise, the kinetic parameters of cell density were
determined. The ferments were then used on seedlings of C. chinense and S. officinarum to
see how they affected the growth of these plants. The results obtained showed that the
anaerobic fermentation process is a viable option for the treatment of waste from the non-
centrifugal cane sugar agroindustry. Likewise, the evaluation of the ferments showed that
they have the potential to be used as biostimulants without causing short-term phytotoxic
effects on plants and soil. In addition, anaerobic fermentation with probiotic microorganisms
is considered as a circular economy strategy. This helps to promote the economic and
environmental sustainability of the non-centrifugal cane sugar agroindustry, which requires

innovative strategies for its economic and technological development.

Keywords: Non-centrifugal cane sugar agroindustry; Anaerobic fermentation; Lactic acid;

Protein-rich biomass; Capsicum chinense; Saccharum officinarum
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Introduccion

El aumento de la poblacién ha conllevado a tener un incremento del impacto negativo al
medio ambiente. Las actividades humanas implican el consumo de recursos y la generacion
de residuos, los cuales se disponen de manera inadecuada. Estos pueden tener diferente
origen, sin embargo, los relacionados con la produccion de alimentos y actividades

agroindustriales, son los que se generan en mayor cantidad.

Las actividades agroindustriales son de gran importancia, sobre todo en paises en vias de
desarrollo como Meéxico, siendo la agroindustria de la cafia de azlcar una de las mas
importantes a nivel nacional ya que genera una derrama econOmica significativa,
principalmente en &reas rurales. Dentro del sector agro cafiero se encuentra la agroindustria
piloncillera, la cual sigue manejando practicas de produccion artesanales y enfrentando

problemas de diferente indole, como lo es el manejo de residuos.

El proceso de produccion de piloncillo genera diversos residuos, como residuos de cosecha,
bagazo, cachaza piloncillera y aguas residuales. Algunos de éstos se reutilizan como
combustible para las operaciones donde se requiere energia calorifica, como la clarificacion
y evaporacion del jugo de cafia. La cachaza y las aguas residuales se disponen de forma
inadecuada, y dado su alto contenido de carbohidratos, provocan acidificacion de los cuerpos
de agua y el suelo.

En el presente trabajo, se propone la fermentacion anaerobia como una estrategia para el
tratamiento, la valorizacién y el aprovechamiento de la cachaza piloncillera y el agua de
lavado de moldes, para la produccién de &cido lactico y biomasa rica en proteinas. Se
utilizaron las cepas Lactobacillus acidophilus LA-3 y Bacillus subtilis QS-713 para llevar a
cabo la fermentacion. Posteriormente, los fermentos obtenidos se evaluaron como
bioestimulantes de crecimiento vegetal en plantulas de chile habanero (Capsicum chinense)
y cafia de azucar (Saccharum officinarum). La estrategia planteada promueve la
sostenibilidad econémica y ambiental de la agroindustria piloncillera, la cual requiere de

estrategias innovadoras para su desarrollo econémico y tecnologico.
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Planteamiento del Problema

Los residuos agroindustriales hacen referencia a todos aquellos subproductos que se obtienen
de actividades agricolas, ganaderas y silvicolas, y los cuales en su mayoria no reciben
tratamiento ni son aprovechados, siendo incinerados o vertidos de forma inadecuada
generando graves problemas de contaminacion ambiental (Azelee et al., 2020). Por otra
parte, los sistemas convencionales de produccion agricola hacen uso excesivo de fertilizantes
quimicos y pesticidas con el fin de incrementar los rendimientos y la produccion, pero esto
ha traido consigo la afectacion del balance ecoldgico y la seguridad alimentaria, llegando a

ser una de las principales causas de contaminacion de suelo y agua (Raman et al., 2022).

En México, el estado de Veracruz es el mayor proveedor de productos agroindustriales,
mismos que durante su procesamiento generan alrededor de 7 millones de toneladas anuales
de residuos, siendo el cultivo de cafia de azucar el que genera la mayor cantidad con 5.3
millones de toneladas anuales (Nava-Pacheco et al., 2019). La mayor parte de la produccion
se destina a los ingenios azucareros, mientras que el resto se procesa para la produccion de
piloncillo (NCS), el cual es un sélido obtenido por la concentracion de jugo de cafia a presion
atmosférica, el cual mediante un proceso artesanal es cristalizado y moldeado en bloques de

diferentes tamarios, formas y colores (Aguilar-Rivera & Olvera-Vargas 2021).

La agroindustria piloncillera enfrenta diferentes desafios entre los que destacan la falta de
asistencia tecnoldgica y financiamiento, que le permita una reconversion y diversificacion
productiva, ademas la vinculacion, desarrollo, transferencia y adopcién de tecnologias con
los centros de investigacion de la region es marginal (Cabrera-Martinez & Aguilar-Rivera
2019). Asi mismo, enfrenta problemas de tipo medio ambiental ya que se tiene un nulo
manejo y aprovechamiento de los residuos generados durante la produccion de NCS, entre

los que destacan la cachaza piloncillera y las aguas del lavado del area de moldes.

El proceso tipico de produccion de NCS incluye una etapa de clarificacion del jugo en la que
se genera un residuo liquido coloidal de color negro, llamado cachaza, y con el que
tradicionalmente se tienen pobres o nulas practicas en su manejo, generando malos olores y
riesgo ecoldgico (Mendieta et al., 2020a). Ademas, se generan aproximadamente 500 L de
aguas residuales por tonelada de NCS durante el lavado de moldes, mesas y pisos del cuarto
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de batido y moldeo, estas aguas contienen cerca del 0.5% de solidos disueltos, en su mayoria
azucares que favorecen el crecimiento de microorganismos que provocan la eutrofizacion de

cuerpos de agua (Garcia et al., 2007).

Entre las alternativas de tratamiento para estos residuos se han propuesto diferentes procesos,
tales como digestion anaerobia, codigestion con residuos del cultivo de cafia, produccion de
bioetanol, hidrégeno y celulosa (Mendieta et al., 2020a; Mendieta et al, 2020b; Sanchez et
al.,, 2017, 2019; Khattak et al., 2015). La digestion y codigestion anaerobia tienen la
desventaja de requerir tiempos largos para la adaptacion de los microorganismos al sustrato,
la aplicacion de un tratamiento a los subproductos generados en el proceso y la generacién
de gases de efecto invernadero (Obileke et al., 2021). Mientras que para la produccion de
etanol, hidrégeno y celulosa es necesario aplicar un pretratamiento al residuo, tener un mayor
control en las condiciones de operacion del proceso y el uso de quimicos en diferentes etapas
del mismo (Carrillo-Nieves et al., 2019; Zhang et al., 2021).

14



Justificacion

En los ultimos afios se ha dado un incremento en la tendencia del uso de residuos organicos
industriales y derivados de actividades agricolas, tales como pajas, mazorcas, pulpas de papel
y madera, residuos de cultivos y materias primas procesadas, para la produccion de
biopolimeros y bioenergia (Baltaci & Hamamci, 2020). En el caso de la agroindustria
piloncillera, la cachaza se utiliza para alimentacion de ganado o se vierte cerca de cuerpos de
agua, entonces, debido a la falta de un manejo adecuado de residuos, se hace necesario buscar
alternativas eficientes, accesibles y sustentables para el tratamiento de los mismos y que

beneficie a este sector agroindustrial (Mendieta et al., 2020Db).

Con el fin de generar productos de valor agregado a partir de residuos organicos, se ha
incrementado el uso de tecnologias emergentes que involucran la aplicacion de
microorganismos anaerobios para llevar a cabo la fermentacion, permitiendo que los
carbohidratos presentes en estos residuos puedan ser fermentados para producir acido lactico,
etanol, &cidos grasos volatiles e hidrogeno (De Groof et al., 2021). Entre los procesos
anaerobios se encuentra la fermentacion anaerobia con microorganismos probidticos, la cual
mejora las propiedades nutricionales y el valor funcional de los sustratos, aumenta su vida
atil y seguridad microbiol6gica, ademas de mejorar sus caracteristicas sensoriales, mientras

que los compuestos no nutricionales y contenido de azucares disminuye (Jamnik et al., 2022).

La fermentacion anaerobia con microorganismos probidticos es una opcidn sustentable para
el manejo de residuos organicos agroindustriales ya que, por sus caracteristicas
fisicoquimicas, abundancia y renovabilidad pueden ser utilizados como sustrato, ademas de
disminuir su impacto al medio ambiente (Rawoof et al., 2021). La fermentacion anaerobia
es un proceso en el cual los carbohidratos presentes en el sustrato son biotransformados por
bacterias acido lacticas hacia acido lactico como producto principal (Nwamba et al., 2021),
aunque también se generan otros metabolitos de interés como las bacteriocinas,

exopolisacaridos, vitaminas y acido gama-aminobutirico (Wang et al., 2021).
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Los fermentos conteniendo LAB se utilizan principalmente en el procesamiento de
alimentos, y en los ultimos afios se han aplicado en sistemas agricolas para el mejoramiento
de suelos, el control de enfermedades y la promocion del crecimiento de plantas (Lamont et
al., 2017). Las LAB tienen la capacidad de suprimir la accién de fitopatdgenos y la
estimulacion del crecimiento de las plantas al modular la absorcion de nutrientes como
fosforo y potasio, la fijacion de nitrogeno, la produccion de hormonas y sideroforos (Jaffar
et al., 2023). Los fermentos conteniendo LAB se han aplicado con éxito en el desarrollo de
especies agricolas como lechuga, tomate, maiz, soya y papa (Bellotti et al., 2022; Naamala
etal., 2023).

La aplicacion de microorganismos probioticos también proporciona beneficios a la estructura
del suelo, tales como, una mejor aireacion, la reduccion de la densidad aparente, el aumento
en el contenido de agregados y el incremento de la porosidad, lo cual permite mitigar la
compactaciéon del suelo, ademéas se mejora la permeabilidad del agua, favoreciendo el
crecimiento de las raices de las plantas y en consecuencia se presenta una mayor absorcién
de nutrientes y agua (Wei et al., 2024). Sumado a los beneficios en plantas y suelo, el uso de
bioestimulantes conteniendo LAB permite mejorar la economia de los productores agricolas
mediante la disminucion de costos ligados al uso de fertilizantes convencionales y el

incremento de la productividad de sus cultivos (Xu & Geelen, 2018).
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Hipotesis

Es posible la valorizacion de los residuos generados en la produccion de piloncillo mediante
el uso de la fermentacion anaerobia con microorganismos probidticos mediante el
aprovechamiento de los subproductos del proceso fermentativo, biomasa y acido l4ctico,

como bioestimulantes en cultivos de interés para la agroindustria piloncillera.

Objetivos

Objetivo General

Determinar las condiciones del proceso de la fermentacién anaerobia de la cachaza
piloncillera y el agua de lavado de moldes para la obtencion de subproductos de valor,
biomasa y &cido lactico, y su posterior aprovechamiento como bioestimulantes en cultivos

de interés para la agroindustria piloncillera.

Objetivos Especificos

e Establecer la concentracion de los residuos de la produccion de piloncillo a la cual se
desarrolle la fermentacion anaerobia.

e Obtener los parametros cinéticos de crecimiento de los microorganismos probi6ticos
en el proceso de fermentacion.

e Implementar un reactor para la operacion del proceso a nivel laboratorio para
determinar las condiciones de operacion adecuadas para el desarrollo del proceso
fermentativo.

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la biomasa y el caldo de fermentacion.

e Evaluar la efectividad de los subproductos de la fermentacion anaerobia como
bioestimulantes en los cultivos de chile habanero (Capsicum chinense) y cafia de

azucar (Saccharum officinarum).
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Contribucion al Conocimiento

En el presente trabajo, se evalud el uso de la cachaza piloncillera y el agua de lavado de
moldes, residuos que se generan durante la produccion de piloncillo, como nuevos sustratos
para llevar a cabo la fermentacion anaerobia con microorganismos probioticos. Lo anterior,
representa contar con una nueva estrategia de tratamiento y valorizacion de residuos enfocada
a la mitigacion de los gases de efecto invernadero y la produccion de metabolitos de interés

agricola e industrial, como las biomasas probidticas proteicas.

A partir del estudio del proceso de la fermentacion anaerobia de la cachaza piloncillera y el
agua de lavado de moldes, se obtuvieron los pardmetros cinéticos del crecimiento poblacional
de las especies Lactobacillus acidophilus LA-3 y Bacillus subtilis QS-713, asi mismo, se
obtuvieron datos de las condiciones operativas del proceso como modo de operacion y
concentracion del sustrato, los cuales son de utilidad para la implementacion, operacion y

control del proceso a una mayor escala.

Con la evaluacion de los fermentos obtenidos del proceso fermentativo como bioestimulantes
en los cultivos de chile habanero (Capsicum chinense) y cafia de azlcar (Saccharum
officinarum), se obtuvieron los parametros cinéticos de crecimiento de las especies vegetales
y el impacto en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo. Esta informacion es de utilidad
ya que permite establecer la dosis y frecuencia de aplicacion de los bioestimulantes en la cual

existe un mejor desarrollo de la planta sin presentarse efectos fitotoxicos.
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Capitulo 1. Antecedentes

La fermentacion anaerobia es un proceso que en los ultimos afios se ha planteado como
alternativa para el aprovechamiento de residuos orgéanicos de diferente origen como lo son:
los lignocelulésicos, de alimentos, la fraccion organica de residuos municipales y residuos
agroindustriales para la obtencion de biocombustibles, quimicos, enzimas, biofertilizantes y

biomasas proteicas (Khoshnevisan et al., 2019; Tsapekos et al., 2020; Yaashika et al., 2022).

Romero-Mota et al., (2023) aplicaron el proceso de bioconversion anaerobia con
Lactobacillus acidophilus de los residuos de cosecha de cafia de azlcar, a diferentes
velocidades de agitacion (100, 150 y 200 rpm) encontrando que a 100 rpm el microorganismo
se adapto mejor al sustrato y se obtuvo la mayor produccién de acido lactico, siendo de 54.16
g LA/L.

Por otra parte, Estrada-Garcia et al., (2023) estudiaron el efecto en los pardmetros reoldgicos
en el proceso bioconversion anaerobia de residuo porcicola adicionado con melaza,
utilizando el microorganismo L. acidophilus, y determinaron que la transferencia de masa es
favorable a bajas velocidades de agitacion (100 rpm), ademas durante el avance del proceso
de fermentacion y la presencia de subproductos de éste, afectan las caracteristicas del fluido

iniciando como un fluido dilatante y terminando con un comportamiento pseudoplastico.

Otro estudio que evaluo la fermentacion anaerobia de residuos de origen agroindustrial fue
el desarrollado por Sanchez-Valeriano et al., (2022), quienes fermentaron residuos de maiz
blanco a diferentes concentraciones de indculo de L. acidophilus (5,10 y 15%) para obtener
biomasa y acido lactico, concluyendo que con el porcentaje de indculo mas alto se obtiene
una mayor cantidad de biomasa (14.57 g/L) y &cido lactico (6.75 g LA/L).

Holgado et al., (2021) realizaron la fermentacion in vitro de residuos de alcachofa con L.
acidophilus y Bifidobacterium bifidum, y los resultados mostraron que los microorganismos
tuvieron un mayor crecimiento en los residuos que en el experimento de control (sacarosa),
pero no se presentd una reduccion considerable del pH, debiéndose a una baja produccion de

acido lactico.
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Un nuevo sustrato al cual se le evalud su potencial para utilizarse en el proceso fermentativo
fue el polen de abeja. Este estudio fue desarrollado por Mora-Adames et al., (2021) y
consistié en el uso de tres diferentes cepas de microorganismos para llevar a cabo la
fermentacion acido lactica. De acuerdo a los resultados, las mejores condiciones para el
desarrollo del proceso fueron una relacion 2:1 de agua y polen, un pH inicial del sustrato de
5.8 y laaplicacion de un pretratamiento a 115°C y 80 kPa durante 10 min. El microorganismo
que mejor desempefio present6 en cuanto a produccién de acido lactico fue el L. acidophilus

NCFM con una concentracion de 1.68% después de 30 h.

Un aspecto importante durante el estudio del proceso de fermentacion es el relacionado con
los costos, asi Macedo et al., (2020), realizaron la optimizacién de la produccién de &cido
lactico con L. acidophilus y L. amylovorus, fermentando bagazo de yuca y licor de maiz. Se
encontré que durante el proceso en modo batch y sin control de pH, se obtuvo la mayor
concentracion (31.6 g/L) y productividad (0.11 g/L h) de &cido lactico con la cepa L.
amylovorus utilizando 14% de bagazo de yuca y 10% de licor de maiz. El costo calculado
del sustrato utilizado fue de 0.05 US$/L.

Los residuos de la agroindustria piloncillera, en especial la cachaza piloncillera, se ha
evaluado como sustrato para llevar a cabo la digestion anaerobia por Mendieta et al., (2020a),
encontrando que el mayor rendimiento de metano (0.227 N m3 CH4/kg) se obtuvo con una
disolucion al 12.5% de cachaza, ademas hubo una remocién de materia organica mayor al
70%. Ademas, Mendieta et al., (2020b) investigaron el efecto sinérgico de la cachaza
piloncillera con residuos de cosecha de la cafia de azlcar durante el proceso de codigestion
anaerobia, concluyendo que se obtiene un rendimiento maximo de metano de 0.276 N m®

CHa/kg con la relaciéon 75% de residuos y 25% de cachaza.

Generalmente, los fermentos obtenidos del proceso fermentativo son sometidos a un proceso
de purificacion para la obtencion de una serie de compuestos en especial (Ahmad et al.,
2021), sin embargo, en algunos casos los fermentos pueden utilizarse sin purificarse para
aprovechar la mezcla de metabolitos y microorganismos probioticos, para su aplicacion en

el desarrollo de especies vegetales (Andreev et al., 2017).

Asi, Pinter et al., (2022) realizaron la aplicacién de fermentos obtenidos via fermentacion

acido lactica como bioestimulantes en el crecimiento de plantas de lechuga y tomate, y
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concluyeron que las plantas bajo el tratamiento con fermentos presentaron un mayor
contenido de biomasa aérea y mayor contenido de clorofila. Caballero et al., (2020)
realizaron la fermentacion anaerobia de lactosuero con la cepa probiotica L. rhamnosus,
posteriormente realizaron la purificacion del fermento y evaluaron su capacidad
bioestimulante y de biocontrol en el suelo, observando que los metabolitos presentes
favorecieron la actividad de microorganismos considerados como promotores de crecimiento

de plantas.
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Capitulo 2. Estado del Arte

2.1 Agroindustria piloncillera
2.1.1 Produccién de piloncillo

La evaporacion del jugo de cafia de azicar da como resultado la generacion de un producto
solido conocido como azUcar de cafia no centrifugado, que es el nombre técnico utilizado por
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO); en la
mayoria de los lugares donde se cultiva la cafia de azUcar, se ha consumido tradicionalmente
como edulcorante y en estas regiones, se conoce con diversos nombres, entre los que destacan
jaggery (Asia meridional), panela o piloncillo (América Latina), muscovado (Filipinas) y
kokuto (Japdn) (Jaffé, 2012).

En México, la produccién de piloncillo participa con el 2.3% de la produccién nacional de
endulzantes provenientes de la cafia de azucar, con un promedio de 115 mil toneladas, siendo
la region de Huatusco una de las principales productoras de piloncillo en el estado de
Veracruz, con una superficie sembrada de cafia de 1050 Ha y una produccion de 73,500
toneladas (Servin-Juarez et al., 2018). Los principales usos que se le da a este edulcorante
son la preparacién de bebidas refrescantes, bebidas calientes como el café, el chocolate y los
tés, elaboracion de salsas para carne y reposteria, conservas de frutas y verduras, mermeladas,
endulzar jugos, bizcochos, galletas y postres, y en la cocina de platillos tipicos (Cabrera
Martinez, 2017).

Por otro lado, la agroindustria piloncillera se enfrenta a maltiples retos, entre los que se
incluyen la proporcion entre cafia de azucar y piloncillo, las deficiencias en el proceso de
produccion, la utilizacion de variedades de cafia de azucar adecuadas para la produccion de
piloncillo, la falta de infraestructura y equipamiento, el impacto en la economia regional, el
tipo de energia que se utiliza, la tecnologia disponible, la diversidad de productos, la calidad
y la comercializacion, la organizacion de los productores, los impactos ambientales, la
utilizacion de subproductos y la sostenibilidad, los aspectos politicos y legislativos y la

certificacion internacional, ademas, otro aspecto a tener en cuenta es que la conectividad, el
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desarrollo, la transferencia y la aceptacion de tecnologias con los centros de investigacion de

la region son minimos o inexistentes. (Cabrera-Martinez & Aguilar-Rivera, 2019).
2.1.2 Residuos generados durante la produccion de piloncillo

Durante el proceso de produccion de piloncillo se genera una gran cantidad de residuos, tales
como, cogollos, hojas, pajas, bagazo, melaza y cachaza cuyas caracteristicas y eficiente
utilizacion les convierte en productos con un valor comercial que pudiera brindar beneficios
economicos (Madrigal-Pérez, 2019). En la Figura 2.1 se muestra el diagrama del proceso de

produccion de piloncillo.

Batido y
moldeo

Extraccion de
jugo

Clarificacion Evaporacion Concentracidn

Agua de lavado
de moldes

Cachaza

* Hojas verdes

* Hojas secas
+ Cogollo

Figura 2.1. Diagrama del proceso de elaboracion de piloncillo.

De la cafia utilizada en el proceso de produccion de piloncillo, 41.4 — 45.2% corresponde a
jugo de cafa, 30.2 — 34% es bagazo, el cual se utiliza como fuente de energia para la
evaporacion del jugo, y el 24.6% restante corresponde a residuos, de los cuales el 21.6% son

residuos del cultivo y 3% es cachaza (Mendieta et al., 2020c).

El proceso tipico de produccion de piloncillo incluye una etapa de clarificacion del jugo en
la que se obtiene un residuo liquido coloidal de color negro, llamado cachaza y para el que
las agroindustrias piloncilleras tienen pobres o nulas practicas en su manejo, provocando

contaminacion de suelo y cuerpos de agua (Mendieta et al., 2020a).
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Otro residuo generado en el proceso, es el agua de lavado de moldes, éstas se producen
durante el lavado de moldes, mesas y pisos del cuarto de batido y moldeo, generandose
aproximadamente 500 L por tonelada de piloncillo, estas aguas contienen cerca del 0.5% de
solidos disueltos, en su mayoria azucares que favorecen el crecimiento de microorganismos

que provocan la eutrofizacion de cuerpos de agua (Garcia et al., 2007).
2.1.3 Alternativas de tratamiento de los residuos de la agroindustria piloncillera

El principal uso que se le da a la cachaza es como alimento de animales, pero, generalmente
ésta no se dispone de manera adecuada, haciendo que sea un grave problema ambiental
(Mendieta et al., 2020b). Otras alternativas de tratamiento que se han propuesto son la
digestion anaerobia, codigestion anaerobia con residuos de cultivo de cafia, produccién de
bioetanol, hidrégeno y celulosa (Mendieta et al., 2020a; Sanchez et al., 2017, 2019; Khattak
et al., 2015). En cuanto al tratamiento de las aguas residuales se ha planteado un sistema que
consta de un tanque séptico acompafado de un sistema de infiltracion en terreno, como zanjas

y pozos filtrantes (Garcia et al., 2007).

2.2 Fermentacion anaerobia con bacterias acido lacticas (BAL)
2.2.1 Proceso de fermentacion

Cuando se tiene la ausencia de oxigeno, la fermentacion es el proceso que se utiliza para la
generacion de energia a partir de la oxidacion parcial de glucosa y otras fuentes de carbono,
esta oxidacion se realiza, principalmente, a través de las rutas de Emden — Meyerhoff y
Parnas (EMP) o Entner — Doudoroff (ED), generando piruvato, adenosina trifosfato (ATP) y
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), mismos que son reducidos por la
ausencia de aceptores externos de electrones, siendo el paso mas importante el avance del
proceso de fermentacion y exista la generacion de subproductos como acido lactico y etanol
(Ciani et al., 2008).

2.2.2 Parametros de operacion de la fermentacion

El desempefio del proceso de fermentacion depende de diversos factores tales como, la
calidad del sustrato y su pretratamiento, el indculo utilizado y de las condiciones de
operacion, como el pH, temperatura y contenido de sélidos totales durante la bioconversion

(Chenebault et al., 2022). Recientemente, se ha buscado el uso de sustratos que permitan
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reducir los costos de operacion, entre los que destacan los residuos de: alimentos, silvicultura,
municipales y desechos agricolas, los cuales son generados en cantidades considerables y
debido a su mala gestion y manejo se generan graves problemas de salud y medioambientales
(Ahmad et al., 2020)

Es necesario aplicar un pretratamiento que permita eliminar la lignina y la hemicelulosa,
ademas de reducir la cristalinidad de la celulosa y aumentar la porosidad de los materiales
lignocelulosicos, ya que la mayoria de los residuos mencionados anteriormente estan
compuestos por materiales lignoceluldsicos, que son muy dificiles de degradar (Kumar et al.,
2009). En la etapa de pretratamiento, la biomasa macroscépica y microscopica, y los
compuestos quimicos se rompen para lograr una hidrélisis mas rapida del polimero de
carbohidratos que produce mayores rendimientos de aztcares monoméricos (Ojo & de Smidt,
2023). Los diferentes métodos empleados en el pretratamiento de materiales lignocelulésicos

se presentan en la Figura 2.2.

Métodos de pretratamiento
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oxidativa
* Proceso organosolv
02

Fisicoquimicos
03 ——————— - * Explosién de vapor
* Explosién de fibra
de amonio
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diéxido de carbono

Aplicacién de
enzimas

Figura 2.2. Pretratamientos de sustratos para fermentacion anaerobia (Ojo & de Smidt,
2023).

El pH es uno de los parametros criticos de la fermentacion anaerobia, ya que este puede

afectar las enzimas involucradas en el proceso metabdlico y el transporte de nutrientes de las
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células (Ahmad et al., 2020). Generalmente, el pH se debe mantener entre 5y 7, ya que la
produccion de &cido lactico reduce el pH del medio durante la fermentacion lo que lleva a
una disminucion en el crecimiento microbiano y produccion de este acido (Rawoof et al.,
2020).

La temperatura incrementa el crecimiento microbiano, y por ende la produccion de acido
lactico, ademaés de hidrolizar el sustrato. La fermentacion anaerobia de puede desarrollar a
temperatura: ambiente (15-27°C), mesofilica (25-40°C), termofilica (40-65°C) e incluso a
temperaturas mayores a 80°C (Peinemann & Pleissner, 2020). La temperatura optima de la
fermentacion depende de muchos factores, como el tipo de sustrato, la cepa utilizada, asi
como la pureza de la misma, por lo que establecer un valor optimo resulta complicado (Wang
& Sonomoto, 2015).

El tamafio de indculo también influye en diferentes aspectos del proceso fermentativo, asi
cuando el tamafio del in6culo se encuentra entre 5-10% (v/v), se restringe la fermentacion
hetero lactica y se reduce el tiempo de acondicionamiento de los microorganismos, sin
embargo, el tamafio de inéculo depende de diversos factores, como la cepa microbiana, el
sustrato utilizado y los costos de operacion, asi tamafios de indculo grandes incrementan los
costos y provocan un rapido agotamiento de los nutrientes, en cambio tamafios pequefios
podrian resultar insuficientes para la generacion de biomasa (Abdel-Rahman & Sonomoto,
2016).

En el caso del contenido de sdlidos, el rango Optimo para el desarrollo del proceso
fermentativo se encuentra entre 4-7%, con esto se asegura que los mecanismos de
transferencia de masa a nivel celular de los microorganismos puedan desarrollarse y no se
afecte la transferencia de nutrientes, y por ende su crecimiento (Abid et al., 2021), asi mismo,
valores altos de solidos totales afectan la viscosidad del medio disminuyendo la eficiencia de
consumo de sustrato por parte de los microorganismos (Ahmadi-Pirlou & Gundoshmian ,
2021).

En cuanto a los requerimientos de nutrientes, estos pueden variar de una cepa a otra, y en
consecuencia también se afecta su capacidad de proliferacion en el medio que se encuentren
(Polak-Berecka et al., 2011). Generalmente, los medios de crecimiento para los

microorganismos probidticos se componen de carbohidratos (fuente de carbono), proteinas
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que en su mayoria formadas de péptidos y aminoacidos y agentes buffer, ademas de vitaminas

y minerales (Yeboah et al., 2023).
2.2.3 Acido Léctico

El metabolismo glucolitico anaerobico de la glucosa da lugar a la produccion de acido lactico,
también conocido como &cido 2-hidroxipropanoico (CHz-CHOH-COOH) (Escobar Carrera,
2019). Es el mas simple de los &cidos hidrocarboxilicos y existe en dos formas épticamente
activas (Fig. 2.3), la forma levogira L (+) acido lactico o (S) acido lactico y la forma

dextrdgira D (-) acido lactico o (R) acido lactico (Alvarado-Morales et al., 2021).

O 0
HO
CH; CH,
L-Acido lactico D-Acido lactico

Figura 2.3. Isébmeros del acido lactico (Sisti, et al., 2021).

Fue descubierto en 1780 por Carl Scheele al aislarlo de la leche agria. Aunque su produccion
industrial comenzé en 1881 en Littleton, EUA, la demanda sigue aumentando y se espera
que alcance las 1960 kT en 2025 (Grewal, et al., 2020). Debido a la presencia de dos grupos
funcionales reactivos, el hidroxilo (-OH) y el carboxilo (-COOH), el acido lactico puede
someterse a diferentes conversiones quimicas, lo cual lo convierte en una plataforma quimica
muy versatil con un sinfin de aplicaciones en diferentes industrias (Fig. 2.4) (Alvarado-
Morales et al., 2021).
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Figura 2.4. Aplicaciones comerciales del acido lactico y sus derivados (Ahmad et al.,
2020).

2.2.4 Microorganismos productores de acido lactico

Los procesos para sintetizar el acido son la via quimica y la biotecnoldgica, esta ultima
presenta varias ventajas como la obtencion de un producto de mayor pureza, una operacion
mas sencilla, el uso de materias primas de bajo costo, condiciones moderadas de operacion
(presion y temperatura), reduccién del riesgo de contaminacién, bajo consumo de energia y

un menor impacto ambiental (Alvarado-Morales et al., 2021; Singhvi & Sonomoto, 2018).

Los principales microorganismos utilizados en la ruta biotecnoldgica son hongos,
principalmente del género Rhizopus, y bacterias como Corynebacterium glutamicum,
Eschericia coli, cepas del género Bacillus y Acido Léacticas (BAL) (Grewal et al., 2020). Las
BAL son los microorganismos mas utilizados para la produccién de acido lactico a nivel
industrial y éste se obtiene por la ruta de la glucdlisis de hexosas y pentosas bajo condiciones
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anaerobias, y la productividad y rendimiento depende del pH (3.5 — 9.6), temperatura (5 —
45°C), el contenido de nutrientes y la cepa utilizada (Leuconostoc, Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Vagococcus, Aerococcus,

Carnobacterium, Tetragenococcus, Oenococcus y Weissella) (Abedi & Hashemi, 2020).

La mayoria de los procesos de fermentacion utilizan bacterias del género Lactobacillus, ya
que se tienen rendimientos mas altos de &cido lactico, algunas cepas producen el isomero L,
tal como L. amylophilus, L. bavaricus, L. casei y L. maltaromicus, mientras que cepas como
L. delbrueckii, L. jensenii y L. acidophilus producen el isomero D o una mezcla de ambos

isdbmeros (Sisti et al., 2021).

Las BAL metabolizan los azlcares por diferentes rutas, las homofermentativas u
homolacticas metabolizan los azlcares por la via EMP o glucolitica, en la que a partir de la
glucosa se obtienen dos moléculas de piruvato, y éste se transforma en &cido lactico, mientras
que las BAL heterofermentativas o heterolacticas, metabolizan los azUcares por la ruta de las
pentosas fosfato y donde el producto final es acido lactico, didxido de carbono, etanol y/o
acido acético (Fig. 2.5) (Torres Pascual, 2019).

Ruta Homolactica Ruta Heterolactica

GLUCOSA GLUCOSA
' ATP NAD" |~ ATP
NADH+H* «—
FRUCTOSA 6-P AcIDO GLUCONICO 6-P
ATP —~ NAD”
1’K o, .Ji\» NADH+H*
FRUCTOSA 1,6-P XILULOSA 5-P
DIHIDROXI-ACETONA-P «— GLICERALDEHIDO 3-P GLICERALDEHIDO 3-P ACETIL-P
'/1/. NAD* 1 g
ATP — NADH+H"* ATP « NADH+H"
PIRUVATO PIRUVATO ., NAD"
_ NADH+H* =9
1 » NAD" 1
4

Acipo LAcTICO

AcIDo LACTICO  ACIDO ACETICO ETANOL

Figura 2.5. Rutas metabolicas de las bacterias productoras de acido lactico (Torres Pascual,

2019).
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2.2.5 Biomasa proteica

El rapido aumento de la poblacion mundial ha traido consigo el incremento de las
necesidades alimentarias, particularmente de aquellos alimentos con alto contenido proteico,
por lo que desde la década de los 50°s se han explorado nuevas fuentes de proteinas, asi se
ha estudiado la produccion de biomasa proteica (BP) a partir de bacterias, levaduras, hongos
y microalgas (Suman et al., 2015). La BP se refiere a células muertas o secas de
microorganismos unicelulares, y que son recuperadas de cultivos puros, ésta se caracteriza
por un alto contenido de proteinas (60-82%) y otros nutrientes como vitaminas,

carbohidratos, minerales, acidos nucleicos y lipidos (Kamal et al., 2019)

La BP tiene varias ventajas respecto a las fuentes convencionales de proteinas, tales como,
la independencia de las variaciones estacionales y climaticas, por lo que puede producirse a
lo largo de todo el afio, ademas, no se necesita de grandes extensiones de tierra y agua para
su produccion (Sharif et al., 2021). El contenido de proteinas depende del microorganismo
utilizado, las condiciones de crecimiento del mismo y el sustrato utilizado, sin embargo, se
puede esperar que la BP producida a partir de bacterias tenga un contenido de proteinas de
50-80% y de 20-60% para la producida por levaduras (Molfetta et al., 2022).

Los sustratos para la produccion de BP son variados, se puede hacer uso de almidon, melazas,
residuos de frutas y verduras, asi como de sustratos no convencionales como subproductos
petroleros, gas natural, etanol, metanol y biomasa lignocelulésica, sin embargo, los sustratos
con alto contenido de carbohidratos son los mas utilizados, por el hecho de que estos
componentes son un sustrato natural para los microorganismos y constituyen una materia

prima renovable (Suman et al., 2015).
2.3 Modelos cinéticos de crecimiento microbiano en la fermentacion
2.3.1 Fases del crecimiento microbiano

Se dice que una poblacién de microorganismos esta creciendo cuando hay un aumento en el
numero total de células de esa poblacion. Las BAL experimentan las cuatro etapas de
crecimiento (latencia, exponencial, estacionaria y muerte) durante el proceso de fermentacién
anaerdbica (Fig. 2.6) (Madigan et al., 2015):
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Figura 2.6. Curva tipica de crecimiento microbiano (Madigan et al., 2015).

Fase de latencia: es la fase de adaptacion inicial, y en esta etapa las células no aumentan ni
se dividen significativamente en ndmero, en su lugar sintetizan enzimas y compuestos
esenciales para prepararse para la division. Cuando se utilizan residuos, esta fase puede ser
mas larga ya que los microorganismos deben adaptarse a las nuevas fuentes de carbono, asi

como a condiciones estresantes del medio.

Fase exponencial o de crecimiento logaritmico: es la fase de maxima division celular, y
durante la cual la poblacion crece a una velocidad constante y maxima (umax) determinada
por la composicion del medio y las condiciones ambientales. En esta etapa se define la
productividad inicial del proceso y es donde ocurre la mayor tasa de consumo de sustrato y

produccién de &cido lactico.

Fase estacionaria: Dado que tanto la acumulacién de sustancias quimicas que inhiben los
microorganismos como la falta de nutrientes basicos impiden el crecimiento, la tasa de
crecimiento de la poblacion es igual a la tasa de mortalidad celular. Esto se debe a que el
crecimiento se detiene cuando los nutrientes esenciales son limitados. En este punto del

proceso, se ha obtenido la mayor concentracion posible de acido lactico y biomasa.

Fase de muerte: la tasa de muerte celular es mayor a la tasa de crecimiento, y la poblacion
viable disminuye debido a la falta de sustrato y la alta concentracion de metabolitos toxicos.

Si se quiere que el proceso tenga un rendimiento adecuado se debe evitar llegar a esta fase.
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2.3.2 Modelos cinéticos

El modelado se ha convertido en una herramienta importante para entender la dindmica del
crecimiento microbiano en el contexto de la microbiologia aplicada y en relacion con
procesos tales como la produccion segura de alimentos, el tratamiento de aguas residuales,
la biorremediacion o la mineria mediada por microbios (Esser et al., 2015). Los modelos
matematicos, como aproximaciones de la realidad, pueden representar claramente procesos
de fermentacion cuya complejidad intrinseca excede la comprension intuitiva,
proporcionando asi una vision indispensable para disefiar, controlar y optimizar el proceso,

asi como para minimizar la experimentacion innecesaria (Du et al., 2022).

Se utilizan tres grupos diferentes de expresiones para presentar modelos matematicos: en los
dos primeros grupos hay ecuaciones que se basan en el concepto de una determinada tasa de
crecimiento, por lo tanto, las expresiones de la tasa de crecimiento especifica del primer
grupo no dependen de la concentracion del sustrato, mientras que en el segundo grupo si
dependen de la concentracion del sustrato, mientras que las expresiones que entran en la
tercera categoria son aquellas que incorporan los conceptos de tasa de consumo de sustrato
particular y tasa de formacion de producto especifica junto con la tasa de crecimiento

especifica (Gordeeva et al., 2017).

Existen diferentes expresiones para modelar el crecimiento microbiano entre las que se
encuentran la ecuacion Logistica, el modelo de Monod, el modelo de Moser, el modelo de
Teissier, el modelo de Haldane, el modelo de Contois, el modelo de Amrane y Prigent, el
modelo de Gompertz y el modelo de Powell (Calderon Vargas, 2017). Entre estos, el modelo
de Gompertz es el mas utilizado en el area de biologia, para describir el crecimiento de
plantas, animales, bacterias, asi como el volumen de células cancerosas; este modelo tiene
diferentes parametrizaciones, lo cual ha permitido su aplicacién en areas distintas a la

biologia, como, por ejemplo, economia y sociologia (Tjerve & Tjerve, 2017).
2.3.3 Modelo de Gompertz de 4 parametros

Cuando se realiza el analisis de crecimiento microbiano, es comdn utilizar el modelo de
Gompertz de 4 parametros. Este modelo es una extension del modelo de Gompertz original,
y permite un ajuste mas amplio para describir curvas de crecimiento sigmoidal (Tjgrve &
Tjerve, 2017). Este modelo se representa por la ecuacion 2.1:
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y=b+ (a—b)exp(—exp(—=K(t —T;))) (2.1

Donde b representa el valor o tamafio de la poblacién al inicio del proceso, a representa el
tamafio méximo de la poblacion, K es el coeficiente de tasa de crecimiento y T; describe el

tiempo de inflexion donde la velocidad de crecimiento es maxima.

2.4 Aplicacion de bioinsumos en el desarrollo de especies agricolas

Los nutrientes en los suelos son de vital importancia para la produccion eficiente de cultivos
y alimentos que satisfagan las necesidades de una poblacién en constante crecimiento, para
esto, es necesario que la calidad del suelo sea la mejor, sin embargo, en paises en desarrollo
este parametro es muy bajo, siendo necesario realizar la aplicacion de fertilizantes quimicos,
la cual se ha hecho de forma desmedida, provocando la contaminacion de suelos y agua
(Ataei et al., 2022).

Otro aspecto importante para aumentar la produccion y calidad de las cosechas, es el uso de
pesticidas, sin éstos, se tendrian pérdidas por arriba del 40% en cultivos de frutas, vegetales
y cereales, sin embargo, el uso excesivo ha provocado el incremento en la contaminacion de
suelos y cuerpos de agua, problemas de salud y la disminucion de la poblacién de insectos
benéficos como las abejas (Zhang, 2018). Asi, en los Gltimos afos, se han realizado estudios
enfocados en la produccién agricola econémica, socialmente responsable y con un bajo o
nulo impacto al medio ambiente; para esto se ha propuesto la aplicacion de bioinsumos
(Mamani & Filippone, 2018).

2.4.1 Bioinsumos agricolas

Los bioinsumos agricolas son productos bioldgicos desarrollados a partir de enzimas,
extractos de microorganismos Yy plantas, microorganismos Yy macroorganismos
(invertebrados) y metabolitos secundarios, que estan destinados al control bioldgico, la
nutricion y el alivio del estrés abidtico y bidtico, y que tienen como objetivo mejorar la
productividad agricola sin comprometer la salud ambiental (Kaushik et al., 2019).
Dependiendo de su efecto en la planta, los bioinsumos se clasifican de acuerdo a los mostrado

en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Tipos de bioinsumos utilizados en agricultura (Rosales-Castillo et al., 2025).

El deterioro del equilibrio ecoldgico por el uso excesivo de fertilizantes quimicos ha llevado
a buscar alternativas de una fertilizacion sustentable y con un impacto ambiental minimo,
entre las que se encuentran los biofertilizantes (Chew et al., 2019). Estos se definen como
compuestos organicos que contiene micronutrientes y microorganismos como bacterias,
cianobacterias, hongos y algas que son benéficos para el suelo y el crecimiento de las plantas
(Kiruba & Saeid, 2022).

Los bioestimulantes, por otro lado, son sustancias quimicas y/o microorganismos que,
cuando se aplican a las plantas o a la rizosfera, promueven procesos naturales para aumentar
la absorcién de nutrientes, la eficiencia de los nutrientes, la tolerancia al estrés abiotico y la
calidad de los cultivos, ademas de estimular los procesos naturales con el fin de mejorar la
calidad de los cultivos (Vanajothi et al., 2022), de igual forma en afios recientes los
bioestimulantes se han utilizado con éxito para mejorar la produccién de cultivos afectados
por el cambio climatico (Jiménez et al. 2023). A pesar de no existir una categorizacion
detallada de los bioestimulantes, algunas categorias han sido aceptadas por cientificos y
organismos interesados, y en las cuales se incluyen tanto sustancias como microorganismos,

principalmente bacterias benéficas y hongos (Du Jardin, 2015).
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En cuanto a los biocontroladores, estos productos surgen como una opcion sustentable para
reemplazar los pesticidas sintéticos y minimizar su impacto negativo a la salud humana y
medio ambiente (Villavicencio-Véasquez et al., 2025). Los microorganismos presentes en los
bioinsumos utilizados como biocontroladores emplean diferentes mecanismos para proteger
las plantas, incluidos la competencia de nutrientes, la produccion de metabolitos con efecto
antibiotico, la induccion de resistencia sistémica en plantas y competencia por el espacio en
el suelo (Prasad et al., 2023).

2.4.2 Aplicacion de fermentos acido lacticos en especies agricolas

Los fermentos obtenidos del proceso de fermentacion anaerobia son una opcién para su
aprovechamiento en el sector agricola. Los fermentos que contienen BAL se han utilizado
por décadas en los sistemas agricolas para el mejoramiento de suelos, controlar enfermedades
y promover el crecimiento de plantas, no obstante, ain no se ha descubierto la relacion
simbidtica entre las plantas y las BAL para poder optimizar la produccién agricola (Lamont
etal., 2017).

Las BAL también son microorganismos que se encuentran presentes en el suelo y que se
desplazan facilmente de la rizosfera y filosfera a la endosfera de varias plantas, por lo que
sus beneficios se han demostrado a traves de diferentes estudios como la estimulacion de la
germinacién de tomate por inmersién de sus semillas en Lactobacillus plantarum, el uso de
BAL aisladas de frutas y vegetales como biocontrol de bacterias patégenas y hongos, y la
aplicacion como biofertilizante para mejorar la calidad nutricional de frutas (Viscardi et al.,
2020).

Ademas, los metabolitos secundarios producidos por las BAL no son utilizados para su
crecimiento, siendo su principal funcion la de acondicionar el entorno para que sea mas apto
para su desarrollo, varios de estos metabolitos tienen caracteristicas antifungicas, entre los
gue se encuentran &cidos organicos, peréxido de hidrogeno, reuterina, acidos grasos y

péptidos ciclicos (Bergsma et al., 2022).

A pesar de las mdaltiples ventajas que tienen las BAL y sus fermentos, aun existen
limitaciones como la formulacion y su eficiencia, sin una adecuada formulacion la poblacion

de los microorganismos disminuye después aplicarlos al suelo, este factor y la baja
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produccién de biomasa limita la actividad en la rizosfera, ademéas de competir con los

microorganismos nativos y resistir la depredacion de la microfauna (Pellegrini et al., 2020).

2.5 Cultivo de cafa de azucar (S. officinarum)
2.5.1 Generalidades del cultivo

El cultivo de cafia de azlcar se cultiva predominantemente en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo, se caracteriza principalmente por su capacidad para
almacenar altas concentraciones de sacarosa o azucar en el tallo; el manejo agronémico de
este cultivo requiere una enorme mano de obra, que se encarece en todo su proceso de cultivo
(Singh et al., 2025). Veracruz es el estado mexicano con mayor volumen de produccién y
mayor numero de ingenios azucareros, lo que lo convierte en el mayor productor de los 15
estados mexicanos dedicados al cultivo de la cafia de aztcar. (CONADESUCA, 2015a).

El cultivo de cafia de azucar desde la siembra a la cosecha tiene un ciclo variable de desarrollo
vegetativo, que oscila entre 14 y 17 meses, y durante este periodo pasa por cuatro etapas:
germinacién, amacollamiento, rapido crecimiento y maduracién (Fig. 2.8), mientras que el
segundo corte de cafia se desarrolla a lo largo de once a trece meses, Yy se produce en tres
etapas: la etapa de brotacién y macollamiento, la etapa de crecimiento rapido y la etapa de

maduracion. (Ochoa et al., 2010).
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Figura 2.8. Etapas fenoldgicas del cultivo de cafia de azucar (Romero et al., 2009).

La cafia de azlcar es un cultivo altamente extractor de nutrientes del suelo, debido a su
elevada capacidad de generacion de biomasa, ademas de que su ciclo de produccién es largo,
y por lo tanto requiere dosis considerables de fertilizacion de macro y micronutrientes, la
cual se encuentra entre 800 a 1500 kg/ha por afio, sobresaliendo el potasio y silicio, seguidos
de nitrégeno, fésforo y otros nutrientes (CONADESUCA, 2015b).

El cultivo de cafia de azlcar se puede sembrar desde el nivel del mar hasta los 1800 msnm,
siendo la altitud méas recomendable la que oscila entre 900 y 1600 msnm (Lépez Lopera,
2015). También es un cultivo que difiere de otros en cuanto a sus exigencias de humedad y
temperatura, requiriendo en promedio de 1500 mm de precipitacion por afio; en las etapas
iniciales se requiere de un contenido de humedad adecuado (alrededor del 80%),
temperaturas calidas (26 a 30°C), asi como una adecuada luminosidad, para favorecer el
crecimiento vegetativo, en tanto que en la etapa de maduracion, se requieren temperaturas
bajas y un ambiente menos humedo (<65%), lo cual es necesario para tener una mejor calidad
de jugo, con mayor contenido de sacarosa (CONADESUCA, 2015a; Sieiro-Miranda et al.,
2015).
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2.5.2 Aplicacion de bioinsumos en el cultivo de cafia de azucar

Existen diversos estudios en los que se ha realizado la aplicacidn de bioinsumos para mejorar
la productividad del cultivo de cafia de azucar. Asi, Morales et al., (2021) evaluaron el uso
de insumos agricolas de origen bioldgico (bacteria Azospirillum brasilense y consorcio de
hongos micorricicos) con el objetivo de reducir el uso de agroguimicos, su impacto al suelo
y cuerpos de agua, asi como la contaminacion atmosférica; se demostrd que el sistema de
produccion aplicado estimula la recuperacion y regeneracion de las condiciones

fisicoquimicas y microbiologicas del suelo.

Sanchez-Ramon et al., (2024) llevaron a cabo una investigacion sobre la eficacia de los
fertilizantes sintéticos y bioldgicos en el crecimiento y la produccion de biomasa de la cafa
de azucar, y llegaron a la conclusion de que no hay diferencias significativas entre los
distintos tipos de fertilizantes. Por esta razon, el uso de fertilizantes bioldgicos podria servir
como alternativa para los productores de cafia de azucar y contribuir a la transicion del cultivo

hacia un sistema agricola agroecolégico.

Por otra parte, Velasco-Velasco (2014) realizé la descripcion del uso reciente y potencial de
biofertilizantes para la produccion de cafia de azlcar con el fin de reducir el uso de
fertilizacion quimica y tener un sistema de produccion mas sostenible; los microorganismos
que se describen en el estudio son principalmente bacterias fijadoras de nitrégeno como
Azospirilum brasilense, Azotobacter sp. y Acetobacter diazotrophicus, y especies que
realizan un efecto de biocontrol y biofertilizante como Pseudomonas, hongos micorricicos y

microorganismos nativos de la rizosfera.

2.6 Cultivo de chile habanero (C. chinense)
2.6.1 Generalidades del cultivo

El género Capsicum es nativo del neotrdpico e incluye cinco especies domesticadas de
pimientos, entre estos se encuentra el chile habanero (Capsicum chinense), la cual es
conocida por ser una de las especies mas picantes del mundo, esta especie tiene su origen en
América del Sur, especificamente en la cuenca del Amazonas, posteriormente se dispersé a
las islas del Caribe y mas tarde a la Peninsula de Yucatan en el sureste de México
(Valdovinos-Nava et al., 2020).
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Ademas de alcanzar una altura de 1,5 metros, el chile habanero es una planta anual que puede
vivir hasta dieciséis meses, tiene una raiz pivotante, también tiene un sistema radicular bien
desarrollado, cuyo tamafio viene determinado por la edad de la planta; tiende a crear tres
tallos en laramainicial, y su tallo es robusto y erguido; las hojas son sencillas, lisas y alternas;
cada axila contiene una media de seis frutos, cuyo tamafio oscila entre los dos y los seis
centimetros, y las flores son todas blancas; los frutos son verdes cuando son jovenes, pero
cuando maduran pueden ser naranjas, amarillas o rojas, ademas, tienen un sabor muy picante
y fragante (Fig. 2.9) (Lépez-Puc et al., 2020).

Figura 2.9. Elementos de una planta de chile habanero: a) flores, b) frutos y c) planta con
frutos.

Al ser una planta de clima célido, el chile habanero crece normalmente en temperaturas que
oscilan entre un minimo de 10 °C y un maximo de 35 °C, siendo la temperatura ideal de 30
°C; las mejores condiciones para el cultivo del chile habanero se dan en regiones
subtropicales templadas, a altitudes que oscilan entre 0 y 2700 msnm; el rango 6ptimo de
precipitaciones es de entre 600 y 1250 mm; la germinacion se produce a temperaturas que
oscilan entre los 18 y 35 °C(Villa-Castorena et al., 2014).

El requerimiento de nutrientes que se recomienda por ciclo de cultivo de chile habanero es
125 kg de N, 100 kg de P y 150 kg de K, esto para obtener rendimientos promedio por
hectéarea de 18 t en suelos pedregosos o rojos (0.9 kg/planta); las formas de aplicacion de los

fertilizantes pueden ser: al suelo, foliar, fertirriego e hidropénico (Vargas Loeza, 2017).
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2.6.2 Aplicacion de bioinsumos en el cultivo de chile habanero

La aplicacion de bionsumos en el cultivo de chile habanero es una temética que ha tomado
fuerza en afios recientes. Valdovinos-Nava et al., (2020) evaluaron el efecto de la aplicacion
de un consorcio microbiano en el crecimiento de planta, nutricion y calidad de fruto de C.
chinense bajo condiciones de invernadero, y los resultados mostraron un incremento en la
altura de la planta y diametro de tallo, asi mismo, se incremento el nimero de flores y frutos
por planta. Los consorcios microbianos aplicados fueron Bonasol (Azotobacter sp.,
Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, y Rhizophagus
intraradices) y Lilasol (Bacillus popilliae, Bacillus thuringiensis, y Purpureocillium

lilacinum)

Murillo-Cuevas et al., (2021) realizaron un estudio diferente en el que aplicaron tres
bioestimulantes microbianos distintos a chiles habaneros y evaluaron su efecto en las
semillas, las plantulas y la calidad del fruto de los chiles, encontraron que no habia diferencias
significativas en la germinacion de las semillas, pero si las habia en la altura de las plantulas
Yy Su peso seco veinte dias después de la incorporacién, en cuanto al tamafio y el peso de los
frutos, las plantas tratadas con bioestimulantes produjeron frutos mas grandes y pesados que
las plantas que sirvieron de control.. Los bioestimulantes aplicados fueron T22+microrriza
INIFAQ (Trichoderma harzianum + micorriza), MIX (T. harzianum, T. viride, T. asperellum,
T. koningli) y Genifix (Bacillus sp. JVN5, B. megaterium strain VVVM1, Bacillus sp. FDMC4,
B. subtilis strain JAG3, B. megaterium strain EAV2).

Mejia-Bautista et al., (2022) evaluaron el efecto de 11 cepas del género de Bacillus para
solubilizar fosfato de calcio, producir acido indolacético, sideroforos y actividad ACC
desanimasa en el cultivo de chile habanero. Los resultados mostraron que la cepa B. subtilis
CBMT51 tuvo efecto en la promocion del crecimiento de las plantulas de C. chinense y
aumento el nimero de frutos y rendimiento del cultivo, en tanto que la cepa de B. subtilis

CMBMT?2 incremento el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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2.7 Economia Circular
2.7.1 Fundamentos

Desde hace varias décadas se plantearon las primeras ideas relacionadas con el concepto de
un flujo circular de materiales en un proceso. Una de las definiciones mas reconocidas para
economia circular es la propuesta por MacArthur (2013): El término “Economia Circular”
(EC) hace referencia a un sistema econémico disefiado para ser restaurador y regenerativo,
su objetivo principal es garantizar que los productos, componentes y materiales se encuentren
siempre en el estado maés util y valioso posible, al tiempo que se distingue entre ciclos
bioldgicos y técnicos. Al definir la EC se hace referencia a una economia de ciclo cerrado,
que no genera residuos en exceso, Yy en la cual cualquier residuo se convierte en un recurso
(Geinsendorf & Pietrulla, 2017).

El concepto de EC se basa en tres principios, basados en el disefio de productos y sistemas:
1. Eliminar residuos y contaminacién desde el disefio, 2. Circular productos y materiales en
su maximo valor (reutilizacion, reparacion, remanufactura y reciclaje) y 3. Regenerar
sistemas naturales (distincién entre ciclos bioldgicos y técnicos) (MacArthur, 2013). Aunque
siempre se han mencionado las 3R (Reducir, Reutilizar y Reciclar) como base del sistema de
EC, el enfoque ha evolucionado a jerarquias mas complejas, como las 9R (Repensar, Reducir,
Reutilizar, Reparar, Restaurar, Remanufacturar, Reconvertir, Reciclar y Recuperar), donde
las acciones ubicadas al inicio de la cadena (Repensar y Reducir) poseen el mayor impacto

potencial sobre la sostenibilidad (Sarango et al., 2024).

La implementacion de la EC se justifica por sus impactos positivos en la economia, medio
ambiente y sociedad. Se estima que la EC genera oportunidades de innovacién, reduccion de
costos de operacion y la creacién de nuevos modelos de negocios, lo cual impacta en el
crecimiento del producto interno bruto; en el aspecto ambiental contribuye a la mitigacion
del cambio climatico al reducir la emision de gases de efecto invernadero, la contaminacion
y la generacion de residuos solidos; mientras que en el &mbito social fomenta la creacion de
empleos en areas como la reparacion, remanufactura y gestion de recursos (Korhonen et al.,
2018).
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La EC se basa en diferentes escuelas de pensamiento que en su momento cuestionaron la
viabilidad del modelo lineal de produccién. Un resumen de estas aportaciones se muestra en
la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Aportaciones al concepto de Economia Circular (Ugalde-Hernandez, 2021).

Escuela de pensamiento Autor(es) clave Aportacién a la EC

Economia de rendimiento Walter R.  Stahel Impulsé la extension de la vida
(1976; 2006) atil de los productos y desarrollo
el concepto de "producto como
servicio,” donde el valor se
mantiene en el ciclo.

Ecologia industrial Frosch & Gallopoulos Propone modelar los sistemas
(1989); Graedel & industriales como ecosistemas
Allenby (1995) naturales, donde el residuo de una

industria se convierte en el
insumo de otra (simbiosis
industrial).

Cuna a cuna (Cradle to William McDonough Distingue rigurosamente entre el
Cradle - C2C) & Michael Braungart ciclo bioldgico (nutrientes que
(2002) vuelven a la biosfera) y el ciclo
técnico (materiales de alto
rendimiento que circulan sin
perder calidad), eliminando los

toxicos y los materiales malos.

Economia de la dona Kate Raworth (2012)  Sirve como guia de prosperidad,

(Doughnut Economics) estableciendo un entorno seguro 'y
equitativo para toda la humanidad
que opera entre una base social
(sin carencias) y un techo
ecologico (limites planetarios)

Acufacion del término David W. Pearce & R. En su articulo titulado
Kerry Turner (1990) “Economics of Natural Resources
and the Environment”, se les
considera a menudo como los
primeros en introducir
formalmente el término
“Economia Circular”.
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2.7.1 Economia circular para el aprovechamiento de residuos agroindustriales

Previamente se ha descrito que la EC busca aprovechar al maximo los recursos en cualquier
proceso productivo. Dentro de estos procesos, la agroindustria es un sector que genera una
gran cantidad de residuos y subproductos, los cuales debido a su mal manejo y disposicién
tienen un impacto negativo al medio ambiente, y a la economia por los altos costos que

representa su manejo (Galaviz-Villa et al., 2020).

La aplicacion de la EC para el aprovechamiento de los residuos de la produccion agricola e
industrial se maneja bajo el concepto de bioeconomia circular, la cual se define como la
economia que emplea el uso de recursos renovables para la produccién de energia, alimentos
y productos bésicos de importancia industrial mediante la aplicacion de diversos procesos

bioldgicos, cumpliendo con las leyes y politicas vigentes (Kumar Sarangi et al., 2023).

Una interpretacion es que se trata de un marco para reducir la dependencia de los recursos
naturales, transformar la industria manufacturera, promover la produccion sostenible de
recursos renovables procedentes de la tierra, la pesca y la acuicultura, y fomentar la
conversion de estos recursos en una variedad de productos bioldgicos y bioenergia, al tiempo
que se generan nuevos empleos e industrias (Tan & Lamers, 2021). En la Figura 2.10 se
muestran las diferentes etapas de la cadena de produccion donde se generan residuos

agroindustriales, asi como sus potenciales aplicaciones.

? Cultivo y cosecha

Procesamiento industrial

T4

NV \EAN

i iy
Polisacaridos A o
. -
. N

Compuestos
fenolicos

Acidos grasos

Figura 2.10. Generacion de residuos agroindustriales y aplicaciones potenciales (Salazar-
Lopez et al., 2023).

43



Existen diferentes estudios que han planteado la aplicacion de la EC para la valorizacion de
residuos agroindustriales. Molina-Morejon et al., (2025) analizaron la gestion de residuos de
establos lecheros para la produccion de bioenergia y abono orgéanico, y compararon el
proceso con el diagrama de mariposa de Ellen MacArthur; el estudio concluye que es
necesario complementar la bioeconomia con estudios econdmicos, en particular con el disefio
de procesos eficientes para la recoleccion de residuos valiosos basados en una cadena de
suministro que no solo agilice la recoleccion de residuos, sino que también garantice procesos

de produccion y distribucion eficientes.

Respecto a la agroindustria piloncillera existen pocos trabajos relacionados con la aplicacion
de la EC, sin embargo, existen estudios que discuten la aplicacion de este modelo a la
agroindustria azucarera con la cual comparte similitudes. Aita et al., (2024) discuten el
potencial de los residuos de la agroindustria azucarera (residuos de cultivo, bagazo, melaza,
cachazay cenizas de calderas) para la generacion de productos de valor agregado, con lo cual
estos residuos se reincorporan al ciclo de produccion permitiendo la sostenibilidad de la
industria; también se sefialan los posibles obstaculos para la implementacion exitosa de la
EC, como los desafios en la logistica, el transporte eficiente de grandes volimenes de
biomasa (como el bagazo) y la necesidad de desarrollar cadenas de valor rentables alrededor

de estos nuevos productos.
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Capitulo 3. Metodologia

En la Figura 3.1 se muestra el esquema de la metodologia que se llevé a cabo para el
desarrollo del presente trabajo. Se describen los pasos para la obtencion, caracterizacion y
acondicionamiento de los residuos de la agroindustria piloncillera, las condiciones de
operacion del proceso de fermentacion anaerobia utilizando los microorganismos probidticos
Lactobacillus acidophilus LA-3 y Bacillus subtilis QS-713, y posteriormente el
aprovechamiento de los fermentos como bioestimulantes en los cultivos de cafia de azucar

(Saccharum officinarum) y chile habanero (Capsicum chinense).

* L. acidophilus LA-3
Clarificacion: * B. subtilis Q5-713
Cachaza piloncillera (CP)
Produccién . Solucién de CP Fermentacion
de piloncillo <l : anaerobia

Aplicacién en
cultivos

+ Cafia de azicar (S. officinarum)
+ Chile habanero (C. chinense)

Andlisis de
resultados

Figura 3.1. Esquema general de la metodologia experimental.

3.1 Obtencion y caracterizacion de los residuos de la agroindustria piloncillera

La CP y el ALM se recolectaron de una planta de produccién (trapiche) ubicado en la
localidad de Zentla (19°05'24.9"N 96°48'04.3"W), municipio de Zentla, Veracruz (Fig. 3.2),

enseguida se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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Figura 3.2. Sitios de muestreo de los residuos de la agroindustria piloncillera a) CP y b)
ALM.

Para la caracterizacion fisicoquimica, en la Tabla 3.1 se describen los parametros

caracterizados, las unidades y los métodos aplicados.

Tabla 3.1. Pardmetros para la caracterizacion de los residuos de la agroindustria

piloncillera.
Pardmetro [Unidad] Método Referencia
pH [---] Potenciométrico Potenciométrico
Solidos totales [%] Método estandar 2540G ~ APHA-WPCF-AWWA.

Sélidos totales volatiles [%]  Método estdndar 2540G ~ APHA-WPCF-AWWA.
Carbohidratos [g/L] Antrona- sulfdrico Lopez-Legarda et al., (2017)
Nitrégeno total [%] Micro Kjeldahl

Mehre et al., (2018)
Proteinas [%] Micro Kjeldahl

3.1.1 Determinacion de pH, sélidos totales y sdlidos totales volatiles

El pH se midié utilizando un potenciémetro (Science Med modelo SM-3BW), previamente
calibrado con soluciones buffer 4, 7 y 11. Los solidos totales (ST) se definen como el material
residual después de la evaporacion y secado de una muestra a cierta temperatura. Para
determinar este pardmetro se llevaron las muestras a evaporacion en una estufa de
calentamiento, de acuerdo a lo que indica el método estandar 2540 G de la APHA-WPCF-

AWWA. Se tomaron aproximadamente 3 mL de muestra y se depositaron en un crisol
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previamente llevado a peso constante, para luego introducirse en una estufa a una temperatura

de 103-105°C por un lapso de 24 h. El célculo se realiz6 con la ecuacion 3.1:
P; — P

% ST =
%o P

(3.1)

Donde:

P; = Peso del crisol a peso constante

P, = Peso de la muestra antes de la evaporacion (sin considerar el peso del crisol)
P; = Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra seca

Los solidos totales volatiles (STV) se determinaron utilizando el mismo método estandar. La
muestra seca obtenida durante la medicién de los ST se llevé a calcinacion en una mufla a
550°C durante 2 h y el calculo se hizo con la ecuacion 3.2:

P; — P,

% STV =
A) P3_P1

(3.2)

Donde:
P, = Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada
3.1.2 Determinacion de Carbohidratos

La concentracion de carbohidratos se realizé por el método de antrona-sulfarico de acuerdo
a lo descrito por Lopez-Legarda et al., (2017). Esta solucién se prepara al momento de su
uso, para lo cual se diluye 1 g de antrona en polvo en 760 mL de &cido sulfrico concentrado,
para posteriormente aforar a 1L con agua destilada. Durante la preparacion el matraz se
cubrio para evitar la degradacion de la solucion por efecto de la luz, asi mismo, el aforo con
agua destilada se debe realizar lentamente ya que la reaccion es exotérmica y la solucién se
puede degradar por efecto de la temperatura, por lo cual la preparacion se debe realizar en un
bafio de hielo. Una vez preparada la solucién, esta se almacend en un frasco ambar en

refrigeracion a 4°C hasta su uso.

Se prepar6 una curva patron a partir de una solucion de glucosa con concentracién de 1 g/L,
para obtener concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 g/L (Tabla 3.2). De cada dilucién se

tomaron 0.5 mL y se colocaron en tubos de ensayo, a los cuales se adicionaron 2 mL de la
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solucion antrona-sulfarico previamente preparada. Se taparon los tubos y se agitaron, para
después llevar a calentamiento durante 12 min a 94 °C. Se dejaron enfriar antes de leer en el
espectrofotometro Genesys 20 a longitud de onda de 620 nm.

Tabla 3.2. Diluciones de la solucion de glucosa 1 g/L para la obtencion de la curva de
calibracion.

Concentracion deseada [g/L] Volumen de solucion [mL] Aforar con agua

destilada a:
0.1 2.5
0.2 5.0
0.3 7.5 25 mL
0.4 10.0
0.5 12.5

Una vez realizada la curva de calibracion, los valores de absorbancia se ajustaron a la
ecuacion de la recta (y = mx + b). Se despejé la variable x que corresponde a la
concentracion de carbohidratos expresada en g/L, para finalmente multiplicar por el factor
de dilucién establecido para cada muestra. El procedimiento se repitié cada vez que se

preparaba la solucién de antrona-sulfurico.

La muestra del residuo se debe diluir adecuadamente para poder realizar la medicion de los
carbohidratos. En el caso de la CP la dilucion se realiz6 en una relacion 1:400, mientras que
para el ALM fue de 1:25. Enseguida, de cada residuo diluido se tomaron 0.5 mL y se
afiadieron a un tubo de ensayo, y posteriormente se le afiadieron 2 mL de la solucion de
antrona-sulfarico, y se llevaron a calentamiento a 94°C durante 12 min. Finalmente, las
muestras se dejaron enfriar para leer la absorbancia en un espectrofotometro Thermo

Scientific modelo Genesys 20 a una longitud de onda de 620 nm.
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3.1.3 Determinacion de nitrogeno total y proteinas

El contenido de nitrogeno total se realizé por el método Micro Kjeldahl (Mehre et al.,
(2018). Se pesaron entre 30 a 50 mg de muestra y se colocaron en un matraz Kjeldahl; al
matraz se adicionaron 0.3 g de sulfato de cobre, 0.5 g de sulfato de potasio, una pequefia
cantidad de selenio en polvo y de 3 a 4 mL de acido sulfurico concentrado. ElI matraz se
coloco en una parrilla de digestion, y se hasta que la muestra tom6 una coloracion verde

claro, y se dejan enfriar.

Una vez concluida la digestion, la muestra se lleva al destilador Micro Kjeldahl, en donde se
agrego hidroxido de sodio al 40% hasta que la muestra cambia a color marron (10 a 40 mL
dependiendo del contenido de nitrdgeno). El destilado se recibié en un vaso de precipitados
con 10 mL de &cido borico al 4% y 2 gotas de indicador azul-rojo de metilo, sumergido en
bafio de hielo. Es importante mantener la salida del refrigerante sumergida en la solucion de
acido borico.

Se termind de recibir el destilado cuando cambi6 a un tono verde claro o hasta tener 30 mL
de solucion en el vaso de precipitados. Esta solucién se titul6 con &cido sulfurico 0.02 N
hasta cambio de color a rosa claro. Finalmente, se calculé el porcentaje de nitrogeno total y

de proteinas utilizando la ecuacién 3.3:

G-N-0.014

% N =
% M

100 (3.3)

Donde:

G = mL de solucidn de acido sulfurico gastados en la titulacién

N = Normalidad de la solucién de &cido sulfarico utilizada para titular
M = Peso de la muestra en gramos

El valor de 0.014 corresponde a los miliequivalentes de nitrégeno

Para la medicidn del contenido de proteinas, el valor obtenido de nitrégeno total se multiplico

por 6.25 (factor de conversion) de acuerdo a la ecuacion 3.4:
% P = %N - 6.25 (3.4)
Donde:
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%N = Porcentaje nitrogeno total contenido en la muestra

3.2 Fermentacion anaerobia de los residuos de la agroindustria piloncillera
3.2.1 Acondicionamiento de los residuos de la agroindustria piloncillera

A partir de los residuos se prepararon soluciones con diferente concentracion de CP: 50, 100
y 150 g CP/L, utilizando el ALM como solvente (Fig. 3.3). Las concentraciones se
establecieron en base al contenido de ST, que debe encontrarse en el rango de 2 a 5% (Abid
et al., 2021). Estas soluciones se caracterizaron fisicoquimicamente de acuerdo a los

parametros descritos en la seccién 3.1.
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Figura 3.3. Acondicionamiento de la CP y ALM previo a las pruebas de fermentacion
anaerobia.
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Cachaza piloncillera Agua de lavado de
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3.2.2 Propagacion y acondicionamiento de las cepas L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-
713 en medio sintético

Las cepas de los microorganismos probioticos se obtuvieron de productos comerciales (Fig.
3.4). Para la propagacion de la cepa de L. acidophilus LA-3 (Sacco System, 2024) se peso 1
g de producto y se agrego a un matraz con 100 mL de caldo MRS previamente esterilizado a
121°C por 15 min, posteriormente la mezcla se incubo a 37+£0.5°C durante 24 h.
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Figura 3.4. Cepas comerciales utilizadas para llevar a cabo la fermentacidn anaerobia de los
residuos de la agroindustria piloncillera: a) L. acidophilus LA-3 y b) B. subtilis QS-713.

En el caso de la cepa B. subtilis QS-713 (Bayer, 2024), ésta se aislé del producto comercial,
para ello se preparé agar MRS vy se esterilizo, el medio se sirvio en cajas Petri estériles,
enseguida, se realizd la siembra por estrias, tomando una pequefia muestra con un asa
bacterioldgica en un ambiente estéril dentro de una campana de flujo laminar, después de la
siembra, las cajas Petri fueron almacenadas dentro de una estufa de cultivo a una temperatura
de 37 £ 0.5 °C durante 24 horas. Cumplido el periodo de incubacidn, se determiné la densidad
celular en cada placa por medio de la técnica descrita por Peng et al., (2021) y a partir de la
placa con mayor densidad celular se tomd una muestra y se agregd a un matraz con 100 mL

de caldo MRS previamente esterilizado y se llevo a incubacién a 37+0.5°C.

Al final de la etapa de propagacion se realizd una prueba de Gram para confirmar que las
bacterias fueran del género Lactobacillus (Fig. 3.5). Los matraces conteniendo las cepas de
los microorganismos se denominaron “matraces semilla” y la densidad celular en cada uno
fue de aproximadamente 8.0+0.2 log UFC/mL, y se mantuvo en refrigeracién a 4°C hasta su

uso en la fermentacion.
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Figura 3.5. Resultado de la prueba de Gram para las cepas L. acidophilus LA-3 y B. subtilis
QS-713.

3.2.3 Cinéticas de fermentaciéon anaerobia de las soluciones de CP

Para llevar a cabo la fermentacidn anaerobia de las soluciones de CP, se realiz6 el montaje
de matraces Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen util de 150 mL, adicionando a cada
matraz una solucion de CP y 10 % v/v de indculo de la cepa Lactobacillus acidophilus LA-
3 (Romero-Mota et al., 2023) y Bacillus subtilis QS-713 (Rocafuerte Pefia, 2022). Los
matraces fueron colocados en un agitador orbital de sobremesa (Zhicheng Instrument modelo
ZHWY-100B), manteniendo una temperatura constante de 36 + 0.5°C y una velocidad de

agitacion de 120 rpm, durante 72 h y tomando muestra de 2 mL cada 4 h.

Para cada muestra se determinaron pH, carbohidratos, densidad celular, biomasa y acido
lactico. El pH y los carbohidratos se determinaron de acuerdo a las técnicas descritas en las
secciones 3.1.1y 3.1.2. La densidad celular se realizé mediante la técnica de placa vertida en
agar MRS (Peng et al., 2021). La biomasa se determind al inicio y al final del proceso de
fermentacion por el método de peso seco (Sanchez-Valeriano et al., 2022). Para la
produccion de acido lactico (AL) se cuantificd de acuerdo a la metodologia descrita en la
norma mexicana NMX-F-716-COFOCALEC-2014 utilizando la ecuacion 3.5:
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Donde:

V' = Volumen gastado de la solucion de NaOH
N = Normalidad de la solucion de NaOH

Vi, = Volumen de la muestra

Para los valores obtenidos en cada determinacion se realiz6 un andlisis de varianza de un solo
factor (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey (p<0.05) para determinar si las diferencias
en las mediciones realizadas fueron significativas. Todos los analisis estadisticos se

realizaron con el software Minitab 19.

3.3 Implementacion de reactor a nivel laboratorio

Se realizo el escalamiento del proceso a un reactor de vidrio de 0.5 L de volumen con
chaqueta de calentamiento (Fig. 3.6) a través de la que se hizo fluir agua a 40 + 0.5°C con
ayuda de un bafio de calentamiento con recirculacion marca Thermo Scientific. El reactor se
operd a una temperatura de 37 + 0.5 °C, con agitacion continua a 120 rpm mediante un

agitador magnético y un volumen util de 0.4 L. El in6culo se agregd en una proporcion 1/10.

Figura 3.6. Reactor utilizado para el escalamiento del proceso de fermentacion.
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La concentracion de la solucion de CP que se utilizo para fermentar en el reactor se establecid
en base a los resultados de las pruebas previas de fermentacion anaerobia. El reactor se utiliz6
para la obtencion de los parametros cinéticos para cada microorganismo y la produccion de
los fermentos que se aplicaron como bioestimulantes en la siguiente etapa del proyecto de

tesis.
3.3.1 Obtencidn de los parametros cinéticos de densidad celular

Los parametros cineticos de densidad celular se obtuvieron utilizando el modelo de Gompertz

de 4 parametros (Tjegrve & Tjerve, 2017) mediante la ecuacion 3.6:

y =b+ (a—Db)exp(—exp(=K(t —T}))) (3.6)
donde:

a = densidad celular maxima (log UFC/mL)

b = densidad celular minima (log UFC/mL)

K = coeficiente de tasa de crecimiento (g/L)

t = tiempo (h)

T; = tiempo de maximo crecimiento (h)

Para obtener umax Se calcul6 el cociente K/e,yasuvez A1 =T; — 1/1(’ donde A es el tiempo

lag o de acondicionamiento. Para obtener los modelos no lineales, se utiliz6 el método de
minimos cuadrados para la solucién de las ecuaciones de modelado, y el mismo método para
el analisis estadistico (IC 95%, a = 0,05). Se uso el software GraphPad Prism 8 para obtener

todos los parametros del modelo.

3.4 Evaluacion de la aplicacion de los fermentos en el crecimiento de plantulas de chile
habanero (C. chinense) y cafia de azucar (S. officinarum)

3.4.1 Obtencidn y caracterizacion fisicoquimica de fermentos

Los fermentos de cada cepa probidtica se obtuvieron mediante la fermentacion de una
solucion de CP con una concentracion de ST menor al 10% y una concentracion de
carbohidratos de 50 g/L. La fermentacion se realizé en el reactor descrito en la seccion 3.3.
Para cada uno de los fermentos se determind el pH, ST, STV, nitrégeno total, carbohidratos
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y acido lactico mediante las técnicas descrita en la secciéon 3.1 y 3.2.3. Asi mismo, se
determinaron nitrégeno amoniacal y nitratos por espectrofotometria de luz visible mediante
un espectrofotémetro HACH® DR 2500 y reactivos HACH®.

3.4.2 Preparacion de sustrato

El sustrato utilizado para el desarrollo de las plantulas se preparé mezclando suelo y tepezil
(roca volcéanica) en una relacion 1:1 (Fig. 3.7). El suelo utilizado para la preparacion del
sustrato fue tipo litosol, se tamiz6 con el fin de eliminar particulas mayores a 5 mm, y

posteriormente se caracterizé fisicoquimicamente de acuerdo a la norma mexicana
SEMARNAT (NOM-021-RECNAT-2000).

Figura 3.7. Preparacion de sustrato para trasplante de plantulas de C. chinense y S.
officinarum.

3.4.3 Produccion de plantulas de C. chinense

Las plantulas de C. chinense (Fig. 3.8) se produjeron en charolas de polietileno de 200
cavidades, las cuales se llenaron con peat moss de fibra fina con vermiculita. La variedad
utilizada de C. chinense fue Velociraptor (Lark Seeds, 2024). El riego de las charolas se
realizd cada tres dias y a partir de la aparicion de 2 a 3 hojas, los fertilizantes organicos
Radifarm® y Viva® (Syngenta Biologicals, 2024) se afiadieron al agua de riego en

concentraciones del 3 'y 1% v/v respectivamente.

Se seleccionaron las plantulas con una altura mayor a 15 cm (Moreno-Salazar et al., 2020) y
se trasplantaron en macetas de plastico de 3 L conteniendo el sustrato previamente preparado,
y se colocaron dentro de un invernadero, el cual se cubrié con velo agricola. La separacién
entre macetas fue de 30 cm. Para llevar a cabo el manejo de plagas, se realizé la aplicacién

de un insecticida organico elaborado con jabdn potésico, aceite de neem, y extractos de chile,
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ajo, tabaco y hojas amargas, mientras que el control de malezas se realizé de forma manual,

en cuanto al riego, éste se realizd cada tercer dia.

Figura 3.8. Plantulas de chile habanero seleccionadas para la aplicacion de fermentos.
3.4.4 Pruebas de toxicidad en semillas de C. chinense

Se realizaron pruebas de toxicidad en semillas de C. chinense con cada fermento de acuerdo
a los lineamientos de la US EPA (1996). La variedad utilizada de semillas de C. chinense fue
Velociraptor (Lark Seeds, 2024). Se determind la viabilidad de las semillas utilizando agua
destilada estéril y posteriormente las semillas viables se esterilizaron con una solucién de
etanol al 70%. Se prepararon soluciones con concentraciones de 10, 25, 50 y 100% de cada
fermento. Enseguida, diez semillas esterilizadas se colocaron sobre papel filtro dentro de
cajas Petri y se expusieron a 3 mL de las soluciones de BS, y se utiliz6 como control 3 mL
de agua destilada. Cada prueba de toxicidad se realiz6 por triplicado y su duracion fue de
siete dias. Al final de las pruebas se determind el indice de germinacién (IG) de acuerdo a

Andreev et al., (2017) mediante la ecuacion 3.7:
IG(%) = (G- CRR) - 100 (3.7)
Donde:

G = relacion semillas germinadas en la solucion bajo estudio/semillas germinadas en la

solucién control

CRR (Crecimiento Relativo de las Raices) = relacion longitud media de raices en la solucion
bajo estudio/longitud media en la solucién control
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Asi mismo se determinaron los indices del porcentaje de germinacion residual normalizado
(IGN) y de elongacion radical residual normalizado (IER), de acuerdo a Bagur-Gonzélez et

al., (2011) mediante las ecuaciones 3.8 y 3.9:

Germ, — Germ
IGN = X control (3.8)
Germcontrol

Donde:
Germy = porcentaje promedio de semillas germinadas en la solucion bajo estudio
Germcontrol = porcentaje de semillas germinadas en la solucion control

IER = Elong, — Elongcontrot (3.9
Elongcontrol

Donde:
Elongx = longitud promedio de la raiz en la solucion bajo estudio
Elongcontrol = longitud promedio de la raiz en la solucion control

De acuerdo con las siguientes clasificaciones, estos indices determinan valores de toxicidad
que van de -1 a 0: de 0 a -0.25 toxicidad leve, de -0.25 a -0.50 toxicidad moderada, de -0.50
a -0.75 toxicidad alta y de -0.75 a -1 toxicidad muy alta (Rodriguez-Romero et al., 2014).

3.4.5 Produccion de plantulas de S. officinarum

Para la obtenciédn de las plantulas de S. officinarum se colectaron muestras de cafia de aztcar
de la variedad ITV 92-1424 en un plantio de 10 meses de edad ubicado en el municipio de
Zentla (19° 02' 53.1" N 96° 44' 37.1" W), Veracruz, México (Fig. 3.9). A partir de cada tallo
se cortaron 4 trozos con yemas de 10 mm (Salgado-Garcia et al., 2019). Enseguida, las yemas
se sumergieron en agua por 12 h y posteriormente fueron tratadas térmicamente a 50+0.5°C
por 1 h (UNPCA, 2024). Se llenaron macetas de 3 L con el sustrato preparado, en cada maceta
se coloco 1 yema, se cubrieron con 5 cm del sustrato y posteriormente se colocaron a cielo

abierto.
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Figura 3.9. Obtencién de yemas para produccién de plantulas de S. officinarum.

3.4.6 Determinacion de la tasa agrondmica para la aplicacion de los fermentos

La tasa agrondmica (TA) se determiné de acuerdo a lo reportado por de Matos Nascimento
et al., (2020) mediante la ecuacion 3.10:

N
TA = 1000 - abs (3.10)

[Tm ' Norg + (Namon + Nnit) ’ Tr]

Donde:

TA = tasa de aplicacion (m®ha)

Nabs = absorcion de nitrogeno por el cultivo (kg/ha)

Tm = tasa anual de mineralizacion del nitrégeno organico (kg/ [kg afio])
Norg = nitrégeno organico (mg/L)

Namon = nitrogeno amoniacal (mg/L)

Nnit = nitrogeno en forma de nitratos (mg/L)

T, = tasa de recuperacion de nitrogeno del cultivo (kg/ [kg afio])

La absorcidn de nitrogeno se establecio en 120 kg/ha para C. chinense (Moreno-Salazar et
al., 2020) y 100 kg/ha para S. officinarum (CONADESUCA, 2015b). Las tasas de
mineralizacion, Tmy Ty, fueron 0.5y 0.7 kg/ [kg afio] (de Mendonca et al., 2018).
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3.4.7 Aplicacion de fermentos en plantulas de C. chinense

En la Tabla 3.3 se describen los tratamientos aplicados a las plantulas de chile habanero. La
dosis de fermento se establecio en base a los resultados de las pruebas de toxicidad realizadas
en la seccion 3.4.2, a lo reportado por Pinter et al., (2022) y el calculo de la TA de acuerdo a
la ec. 3.10. El volumen aplicado de la solucién nutritiva (SN) se realizo en base a las
recomendaciones de Favela-Chavez et al., (2006) aplicando 10 mL de SN durante los
primeros 45 d y 50 mL el resto del experimento. Se utiliz6 un disefio completamente al azar
con 5 réplicas, donde cada réplica consistio en una maceta conteniendo una plantula de chile
habanero. La composicion de la SN utilizada fue Ntota: 20%, P20s 10%, K20 9%, MgO 4.5%,
Ca0 5.5 %, B 80 mg/L, Fe 250 mg/L, Zn 200 mg/L, Mn 100 mg/L, Cu 100 mg/L y Mo 100
mg/L.

Tabla 3.3. Tratamientos aplicados a plantulas de C. chinense.

Tratamiento  Descripcion

C Control — Solo sutrato

SN Aplicacion de solucion nutritiva cada 7 d

L7 Aplicacion de 50 mL de fermento de L. acidophilus LA-3 + SN cada 7 d

L14 Aplicacion de 50 mL de fermento de L. acidophilus LA-3 cada 14 d + SN
cada7d

B7 Aplicacion de 50 mL de fermento de B. subtilis QS-713 + SN cada 7 d

B14 ¢3Iicacién de 50 mL de fermento de B. subtilis QS-713 cada 14 d + SN cada

No. réplicas=5

Para evaluar el efecto de los fermentos en el crecimiento de las plantulas de chile habanero,
se midio la altura utilizando un flexometro, el diametro del tallo mediante un Vernier digital
y el numero de hojas mediante conteo manual considerando Unicamente solo aquellas hojas
formadas totalmente. La frecuencia de medicion fue cada 30 d. El corte de frutos se realizo
entre los 100 y 145 dias después del trasplante (DDT), se cont6 el numero de frutos
cosechados por planta, se pesaron y se midié el didmetro ecuatorial y polar utilizando un
Vernier digital. La biomasa fresca y seca de partes aéreas y raices se determiné de acuerdo a
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la metodologia descrita por Lian et al., (2021). Para los frutos recolectados se les determind
el contenido de capsaicina por el método espectrofotométrico de acuerdo a la metodologia

descrita por Gonzélez-Leal et al., (2025).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un ANOVA (p < 0.05) y la comparacion de
medias se realizo con la prueba de Tukey (p <0.05). En la Figura 3.10 se muestra un esquema
de la metodologia seguida para la aplicacion de los fermentos obtenidos via fermentacion

anaerobia en las plantulas de chile habanero.

Microorganismos
probidticos

- )
- =

Fermentacion anaerobia Pruebas de
toxicidad

Z,

s L. acidophilus LA-3
¢ B. subtilis QS-713

B7 B14 SN

Aplicacion en plantulas de
chile habanero (C. chinense)

Figura 3.10. Representacién esquematica de la metodologia utilizada para evaluar la
aplicacion de fermentos obtenidos via fermentacion anaerobia en plantulas de chile
habanero (C. chinense).

3.4.8 Aplicacion de fermentos en plantulas de S. officinarum

Los tratamientos aplicados a las plantulas de cafia de azlcar se describen en la Tabla 3.4. La
fertilizacion convencional (FC) se realizé mediante la aplicacion de 5.17 g de (NH4)2HPOa,
3.12 g de (NH4)2SO4, y 1.31 g de KCI por pléantula, y fue establecida en base a los
requerimientos nutricionales para cafia de aztcar recomendados por la CONADESUCA
(2015b). La dosis de los fermentos se establecid en base a los resultados de las pruebas de
toxicidad realizadas en la seccion 3.4.2, a lo reportado por Andreev et al., (2017) y el célculo
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de la TA de acuerdo a la ec. 3.10. La aplicacion de los tratamientos inicio 7 d despues de la
siembra de las yemas, se utilizé un disefio completamente al azar con 10 réplicas, donde cada
réplica consistié en una celda conteniendo 1 yema de cafia de azucar. Los datos obtenidos se
analizaron mediante un ANOVA (p < 0.05) y la comparacion de medias se realizoé con la

prueba de Tukey (p < 0.05).

Tabla 3.4. Tratamientos aplicados a plantulas de S. officinarum.

Tratamiento  Descripcion

C Control — Solo sutrato

FC Aplicacion de fertilizacién convencional

LA Aplicacion de 40 mL de fermento de L. acidophilus LA-3 cada 7 d + 25%
de FC

BS Acp:)licacién de 40 mL de fermento de B. subtilis QS-713 cada 7 d + 25% de
F

No. réplicas=10

Para evaluar el crecimiento de las plantulas de cafia de azlcar de cada tratamiento, se hicieron
mediciones de la emergencia de brotes a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias después del trasplante
(DDT), y al final del experimento (60 DDT) se calcul6 el porcentaje de brotacién (SP) de

acuerdo a Leite et al., (2023) mediante la ecuacion 3.11:

SP = NE 100 3.11
~NT (3.11)
Donde:

NE = nlmero de yemas brotadas
NT = numero de yemas colocadas para germinar.

Ademas, cada 7 d se midi¢ la altura y numero de hojas. La altura se midio utilizando un
flexometro y el nUmero de hojas se realiz6 mediante conteo manual considerando Unicamente
solo aquellas hojas formadas totalmente. La biomasa fresca y seca de partes aéreas Yy raices

se determind de acuerdo a la metodologia descrita por Lian et al., (2021).
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Los datos de altura de las plantulas de cafia de azUcar de cada tratamiento se ajustaron
utilizando el modelo de Gompertz de 4 pardmetros, el cual se describid previamente mediante
la ec. 3.6, donde a y b son la altura méxima y minima respectivamente (cm), K es el
coeficiente de tasa de crecimiento (cm/d), t es el tiempo (d) y Ti representa el tiempo de
maximo crecimiento (d). Para obtener los modelos no lineales, se utilizé el método de
minimos cuadrados para la solucion de las ecuaciones de modelado, y el mismo método para
el analisis estadistico (IC 95%, a = 0,05). Se uso6 el software GraphPad Prism 8 para obtener
todos los parametros del modelo. En la Figura 3.11 se muestra un esquema de la metodologia
seguida para la aplicacion de los fermentos obtenidos via fermentacion anaerobia en las

plantulas de cafia de azucar.

\ 2

M ero;::rg-_:aﬂ .srnos
probioticos
Fermentacion anaerobia
Fermento diluido
+ L. acidophilus LA-3
« B. subtilisQS-713

LA BS

Aplicacion en plantulas de
cafa de azucar (S. officinarum)

Figura 3.11. Representacion esquematica de la metodologia utilizada para evaluar la

aplicacion de fermentos obtenidos via fermentacion anaerobia en plantulas de cafia de
azucar (S. officinarum).
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de la CP, ALM y soluciones de CP

La composicion de los residuos depende de varios factores como la variedad y madurez de
la cafia de azucar, el tipo de suelo del cultivo, técnica de corte, el tratamiento del jugo y los
aglomerantes utilizados (Santos et al., 2020). En el caso de la CP la habilidad y experiencia
del personal encargado de realizar la actividad de clarificacion afecta en gran medida la
composicion de la misma, mientras que la composicion del ALM se ve afectada por el tipo
de proceso de lavado (rociado o por inmersion), entonces, la composicion de los residuos
puede ser diferente de un trapiche a otro. En la Tabla 4.1 se muestra la caracterizacion

fisicoquimica de la CP y el ALM, asi como la de las soluciones de CP.

Tabla 4.1. Caracterizacion fisicoquimica de la CP, ALM y soluciones de CP.

Solucion de CP [g CP/L]

Parametro [Unidad] CP ALM

50 100 150
pH [-] 6.80 5.60 6.39 6.62 6.70
Sélidos Totales [%] 29.81 1.93 2.74 3.95 5.12
Solidos Totales Volatiles [%] 90.85 74.6 89.07 86.13 89.61
Carbohidratos [g L] 17242 1557 2141 36.60 49.97
Nitrégeno [%] 1.33 NP 0.60 0.84 1.05
Proteinas [%0] 8.35 NP 3.75 5.25 6.56

NP=No presente

El pH es un parametro operacional que tiene un gran impacto en la hidrolisis del sustrato, las
comunidades microbianas y los productos del proceso de fermentacion, generalmente el valor
de pH éptimo para incrementar el rendimiento de &cido lactico se encuentra en el rango de 4
a5 (Tangetal., 2017). La operacion del proceso en valores de pH bajos permite el desarrollo
adecuado de las BAL e inhibe el crecimiento de microorganismos productores de acidos

grasos volatiles (AGV’'s) y consumidores de acido lactico (Pau et al., 2022). Para los
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residuos bajo estudio, se observa que el pH tiene tendencia &cida, 6.80 para la CP, 5.60 para
el ALM, y 6.39, 6.62 y 6.70 para las soluciones de 50, 100 y 150 g CP/L respectivamente,

por lo que no fue necesario realizar un ajuste inicial de pH para las pruebas de fermentacion.

El contenido de ST afecta los microorganismos presentes en el medio y sus rutas metabolicas,
ya que una disminucion en el contenido de agua provoca el bloqueo de los poros del sustrato,
afectando la transferencia de masa (Abid et al., 2021). Para la CP, el contenido de ST fue de
29.81%, mientras que para el ALM fue de 1.93%. Para las soluciones de CP, el contenido de
ST se encuentra en el rango de 2.5 — 5.5%, el cual se encuentra dentro de los valores normales
de operacion para procesos de fermentacion anaerobia himeda (Yousuf et al., 2018). Asi
mismo, se observa un alto contenido de STV en ambos residuos, 90.85% para la CP y 74.60%
para el ALM, mientras que para las soluciones de CP el contenido se encuentra en el rango
de 86 a 89%. Estos valores son un indicativo del contenido de materia organica en los

residuos y se debe principalmente al origen de los mismos.

La CPy el ALM al ser residuos generados del procesamiento de cafia de azUcar, son ricos en
carbohidratos, asi la CP present6 un contenido de 172.42 g/L, mientras que para el ALM fue
de 15.57 g/L. Estas diferencias se deben a que, durante el proceso de clarificacion del jugo
de cafia, parte de éste se va junto con las impurezas separadas por los agentes floculantes
provocando que la CP tenga un mayor contenido de carbohidratos. Para las soluciones de
CP, se observa que el contenido disminuyé a causa de la dilucién, presentando valores de
21.41, 36.60 y 49.97 g/L para las soluciones de 50, 100 y 150 g/L respectivamente. Estos
valores indican que los residuos pueden utilizarse como sustrato para la fermentacion
anaerobia ya que los ambientes ricos en carbohidratos son ideales para el desarrollo de las
BAL (Holzapfel & Wood, 2014).

Con respecto al contenido de nitrégeno y proteinas, la CP tiene 1.33% de nitrdgeno total y
8.35% de proteinas, mientras que en el ALM el contenido es nulo ya que la planta de
produccion de la cual se obtuvieron los residuos utiliza agua potable para realizar el lavado
de moldes, y de acuerdo a la norma mexicana (NOM-127-SSA1-2021) la presencia de
nitrégeno, en forma de nitritos y nitratos, debe ser baja. Por otra parte, el contenido de
nitrégeno en las soluciones de CP se encontrd en el rango de 0.60 a 1.05%, en tanto que para

las proteinas los valores estuvieron entre 3.75 y 6.56%. En otros estudios se reportaron
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valores similares 0.18% por Mendieta et al., (2020a) y 0.38% por Sanchez et al., (2017). La
presencia de nitrégeno es un factor importante ya que actia como componente principal de
los procesos catabolicos y anabdlicos del metabolismo de los microorganismos (Rawoof et
al., 2021).

4.2 Cinéticas de fermentacion anaerobia de CP
4.2.1 Comportamiento del pH

Se puede observar que el pH tiende a disminuir durante la fermentacion anaerobia de las
soluciones de CP con ambas cepas probidticas. Con el L. acidophilus LA-3 esta tendencia es
mas pronunciada, disminuyendo hasta un valor de 3.5 durante las primeras 24 h del proceso
(Fig. 4.1a), por lo que fue necesario realizar un ajuste mediante la adicion de NaOH 10 M
para evitar la inhibicion del crecimiento microbiano, posteriormente este parametro contintio
disminuyendo hasta alcanzar un valor de 4.8 en las tres cinéticas. Con el B. subtilis QS-713,

la disminucion del pH fue méas moderada, hasta llegar a valores entre 5.1y 5.2.
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Figura 4.1. Comportamiento del pH durante la fermentacion anaerobia de las soluciones de
50, 100 y 150 g CP/L con a) L. acidophilus LA-3 y b) B. subtilis QS-713.

Estas diferencias en cuanto a la disminucion del pH se explican por el hecho de que la cepa
L. acidophilus LA-3 ademas de producir acido lactico, también produce otros acidos
organicos, como el acido acético y férmico, incrementando la concentracion de iones H* en

el medio (Icer et al., 2023). En tanto que para la cepa B. subtilis QS-713, ésta también puede
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producir &cido lactico, incluso en mayores cantidades, sin embargo, no produce otros acidos
orgénicos, ademas de que no tolera pH muy &cidos por lo que su metabolismo se puede
modificar para disminuir el estrés &cido, provocando que el pH del medio no disminuya tanto
como con el L. acidophilus LA-3 (Gao et al., 2012).

4.2.2 Consumo de sustrato, produccion de acido lactico y densidad celular

En la Figura 4.2 se muestran los resultados de la fermentacion anaerobia de las soluciones de
CP con cada uno de los microorganismos. En la fermentacion de la solucion de 50 g CP/L
(Fig. 4.2a) con el L. acidophilus LA-3 se observa que el mayor consumo de sustrato se
presenta durante las primeras 20 h del proceso consumiéndose alrededor del 86.45% de los
carbohidratos iniciales. Al final de las 72 h se alcanzé un consumo final del 91.91% del
sustrato, equivalente a 19.68 g de carbohidratos. En lo que respecta al pardmetro de
produccién de &cido lactico se generd una cantidad de 6.19 g AL/L. La maxima densidad
celular para esta cinética se presentd a las 8 h y fue de 8.70 log UFC/mL. Con el B. subtilis
QS-713 el consumo de sustrato fue mas lento debido a que se tuvo una densidad celular
inicial menor a la del L. acidophilus LA-3 (6.67 log UFC/mL), alcanzando un consumo
méaximo de carbohidratos del 83.04% al final de las 72 h, lo que representa un consumo de
21.3 g de los carbohidratos iniciales. La produccion de AL fue ligeramente mayor a la del L.
acidophilus LA-3 con 8.10 g AL/L. La densidad celular increment6 hasta un valor maximo
de 7.16 log UFC/mL a las 72 h.
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Figura 4.2. Consumo de sustrato, produccion de acido lactico y densidad celular durante la
fermentacidn anaerobia de las soluciones de a) 50, b) 100 y ¢) 150 g CP/L con L.
acidophilus LA-3 (izq.) y B. subtilis QS-713 (der.).

En la cinética de fermentacion de la solucion de 100 g CP/L (Fig. 4.2b), después de 72 h se
consumieron 95.25% de los carbohidratos, equivalente a 36.10 g de sustrato con la cepa L.
acidophilus LA-3. Asi mismo, se alcanzé una produccion de 6.75 g AL/L. A pesar de que
los valores de consumo de sustrato y produccion de AL son similares a los de la cinética de
la solucion de 50 g CP/L, la maxima cantidad de microorganismos fue de 8.51 log UFC/mL
y se presentd a las 4 h de iniciado el proceso. En el caso de la fermentacion con B. subtilis
QS-713 despueés de 72 h hubo un consumo del 81.00% de sustrato, lo que equivale a 29.26 g

de los carbohidratos iniciales. La produccion de AL también fue mayor a la obtenida en la
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cinética con L. acidophilus LA-3 siendo de 14.4 g AL/L. Mientras que para la densidad

celular el valor m&ximo se alcanzé a las 72 h, con 7.15 log UFC/mL.

Las cinéticas de fermentacion para la solucion de 150 g CP/L (Fig. 4.2c) con L. acidophilus
LA-3 muestran que el consumo de sustrato fue similar al de las otras soluciones. Después de
72 h se alcanzd un consumo del 92.13% del sustrato, lo que representa 46.04 g de los
carbohidratos iniciales, mientras que la produccion de AL fue de 7.31 g AL/L. Para esta
cinética, la méxima cantidad de microorganismos se present6 a las 28 h de iniciado el
proceso, alcanzando un valor de 8.66 log UFC/mL. Con el B. subtilis QS-713 el
comportamiento del proceso fue similar, presentandose el maximo consumo de sustrato a las
72 h con el 87.57% (44.4 g de los carbohidratos iniciales). Se alcanzo una produccion
maxima de AL de 17.1 g AL/L y la mayor densidad celular fue de 7.23 log UFC/mL.

Es posible observar que el consumo promedio de sustrato de las cinéticas fue de 93.10% con
L. acidophilus LA-3 y 83.87 % con B. subtilis QS-713. Estos resultados son similares a lo
reportado por Romero-Mota et al., (2023) quienes alcanzaron un consumo de carbohidratos
del 94.16% durante la bioconversion anaerobia de residuo agro cafiero pretratado
térmicamente utilizando L. acidophilus y una velocidad de agitacién de 100 rpm. Otros
estudios han reportado valores mas bajos, asi, Alvarado-Morales et al., (2021) reportaron un
consumo de 71.8% de carbohidratos totales después de 14 h de fermentacién de biopulpa
municipal utilizando la bacteria Lactobacillus delbrueckii, mientras que Sanchez-Valeriano
et al., (2022) reportaron un consumo del 52.14% de sustrato en la fermentacion de residuo

de maiz blanco con L. acidophilus.

Estas diferencias entre los valores de consumo de sustrato se deben a las caracteristicas
fisicoquimicas de cada uno, la biopulpa y el residuo de maiz blanco tienen un mayor
contenido lignocelulosico, dificultando la degradacion por parte de los microorganismos. En
la CP y el ALM al no existir material lignocelulésico y el hecho de que los carbohidratos se
encuentran solubilizados, a causa de la hidrolisis térmica durante el calentamiento del jugo
de cafia en el proceso de clarificacion, permiten que exista un mejor intercambio de masa y

contacto con el sustrato mejorando la adaptacion los microorganismos.

En lo que respecta a la produccién de AL con L. acidophilus LA-3, en las tres cinéticas los

valores se encuentran en el intervalo de valores reportados por otros autores utilizando la
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misma bacteria. Macedo et al., (2020) obtuvieron una produccion de 66.90 g AL/L
fermentando bagazo de yuca previamente hidrolizado mediante enzimas; Solval et al., (2019)
reportan una produccion de 7.00 g AL/L utilizando medio MRS con clara de huevo
hidrolizada como sustrato para la fermentacion y Wu et al., (2015) utilizando un consorcio
de bacterias, incluyendo L. acidophilus, obtuvieron una produccion en el rango de 10 a 20 g

AL/L, durante la fermentacion de residuos de frutas y vegetales.

Otro comportamiento que se observa, es que después de las 24 h, en las tres cinéticas con el
L. acidophilus LA-3 hubo una disminucidn en el contenido de AL. Una explicacion de este
proceso es que el AL puede ser utilizado como sustrato por otros microorganismos y ser
biotransformado hacia otros productos como &acidos grasos de cadena corta como el
propiodnico y el butirico (De Groof et al., 2021; Holgado et al., 2021).

En el caso del B. subtilis QS-713 la produccion de AL fue mayor a la obtenida con el L.
acidophilus LA-3, aunque los valores obtenidos se encuentran por abajo de lo reportado por
Gao et al., (2012), quienes alcanzaron una produccién de 183 g AL/L después de 52 h,
durante la fermentacién de glucosa, y son mayores a lo reportado en otro estudio fermentando
de igual forma glucosa, pero bajo condiciones aerdbicas (Castells et al., 2022) donde

obtuvieron concentraciones de 5 g AL/L.

Es posible notar que las producciones de AL para ambos microorganismos se encuentran por
debajo de las productividades de otros microorganismos productores de AL (Abedi &
Hashemi, 2020), lo cual se atribuye al bajo contenido de nitrdgeno presente en los sustratos,
y que afecta el metabolismo de las bacterias. En el caso del L. acidophilus LA-3, éste requiere
cantidades significativas de aminoacidos, debido a que la ruta via pentosa — fosfato no es

totalmente funcional y se obtienen otros subproductos (Solval et al., 2019).

Respecto a la densidad celular, para el L. acidophilus LA-3 se observa que en las tres cinéticas
se presentd una disminucién en la concentracion después de 8 h de fermentacion, la cual se
atribuye a que durante este lapso existio el mayor consumo de sustrato y la maxima
produccion de AL, provocando una disminucion en el pH a un valor promedio de 3.5. Con
el B. subtilis QS-713, la concentracion de microorganismos tuvo un ligero aumento en las
tres cinéticas, ya que la velocidad de consumo de carbohidratos y acidificacion del medio por

la presencia de AL fue menor, permitiendo que el crecimiento microbiano no se inhibiera.
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4.2.3 Produccion de biomasa proteica

La produccion de biomasa y su contenido de proteinas inicial (0 h) y final (72 h) en el proceso
de fermentacion anaerobia se muestran en la Figura 4.3. Con la cepa L. acidophilus LA-3, en
la fermentacidn de la solucion de 50 g CP/L hubo una produccién de 10.11 g/L de biomasa,
con un rendimiento de 0.51 g BP/CC, mientras que para las soluciones de 100 y 150 g CP/L
la produccion de biomasa fue de 19.47 y 24.00 g/L con rendimientos de 0.53 y 0.52 g BP/g
CC respectivamente. En las cinéticas con el B. subtilis QS-713 para las concentraciones de
50, 100 y 150 g CP/L se obtuvieron valores de 5.48, 8.74 y 13.52 ¢g/L de biomasa
respectivamente, lo que equivale a rendimientos de 0.25, 0.29 y 0.30 g BP/g CC.
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Figura 4.3. Contenido proteico de la biomasa generada durante la fermentacion anaerobia
de las soluciones de 50, 100 y 150 g CP/L con a) L. acidophilus LA-3 y b) B. subtilis QS-
713.

Los valores obtenidos son mayores a los reportados en otros estudios, asi, Chasoy et al.,
(2020) obtuvieron una cantidad maxima de biomasa de 4.07 g/L durante el estudio del efecto
de larelacién C/N y el pH inicial en la fermentacion lactica en caldo MRS utilizando la cepa
Lactobacillus casei subsp casei, mientras que Malvido et al., (2019) reportaron una
produccién de biomasa de 5.98 g/L utilizando la cepa Lactococcus lactis para llevar a cabo
la fermentacion de suero de leche diluido en modo batch y semicontinuo, y Behzadnia et al.,
(2019) obtuvieron 4.33 g/L de biomasa utilizando la bacteria Lactobacillus plantarum para
la fermentacion de caldo MRS estandar y MRS modificado aplicando ultrasonido a diferentes

frecuencias. Rocafuerte Pefia (2022) obtuvo valores de produccién de biomasa de 2.26, 2.66
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y 3.43 g/L fermentando residuos de café pergamino con 5, 10 y 15% de inoculo de B. subtilis

respectivamente.

En lo que se refiere al contenido de proteinas de las biomasas, en la cinética para la solucion
de 50 g CP/L con L. acidophilus LA-3 a las 0 h se tenia un 3.75% de proteinas incrementando
a 19.94% a las 72 h, en tanto que con el B. subtilis QS-713 el contenido aumento de 3.12 a
12.83%. Durante la fermentacion de la solucién de 100 g CP/L de igual manera se presentd
un aumento de 5.25% a 23.31%, mientras que con el B. subtilis QS-713 a las 0 h se tenia una
concentracion de 5.32% y a las 72 h el contenido aument6 a 15.18%. Finalmente, para
durante la fermentacién de la solucion de 150 g CP/L hubo un incremento de 6.56 a 23.19%
con el L. acidophilus LA-3, mientras que para el B. subtilis QS-713 la concentracion
incremento de 6.15 a 16.59%.

Como se puede observar, las biomasas generadas durante las fermentaciones de las 3
soluciones de CP con L. acidophilus LA-3 presentaron un mayor contenido de proteinas
respecto a las biomasas generadas a partir de la cepa B. subtilis QS-713. Esto se atribuye al
hecho de que la cepa L. acidophilus LA-3 encontré mejores condiciones para su crecimiento
en la solucion de CP, permitiendo una mayor multiplicacién celular y por ende una mayor
generacion de biomasa y mayor contenido de proteinas (Fernandez-Martinez et al., 2024).
En cuanto a la cepa B. subtilis QS-713, al no encontrar condiciones adecuadas de crecimiento,
principalmente la falta de nitrogeno, se liberan enzimas denominadas proteasas las cuales
degradan las proteinas de la biomasa presente en el medio para poder subsistir (Harwood &
Kikuchi, 2022), provocando un menor contenido proteico en la biomasa al final del proceso

fermentativo.

Aungue en las biomasas obtenidas se presentd un incremento en el contenido de proteinas,
éste se encuentra por debajo del rango de proteinas en biomasas producidas por bacterias, el
cual oscila entre 50 — 80% (Jones et al., 2020). De igual manera, se encuentran por debajo de
los valores que se reportan en biomasas obtenidas de microalgas, los cuales oscilan entre 30
y 80% dependiendo la especie, sin embargo, los costos de produccién utilizando esta
tecnologia resultan ser elevados (Janssen et al., 2022). A pesar de lo anterior, una de las
ventajas de las biomasas obtenidas via fermentacidn anaerobia con cepas probidticas, es que

la presencia de estos microorganismos le confiere propiedades para que puedan ser utilizadas
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como alimento (Arséne et al., 2021) o ser aplicadas como biofertilizantes (Allouzi et al.,
2022).

4.3 Parametros cinéticos de densidad celular

Las curvas de consumo de sustrato y densidad celular de la fermentacion anaerobia en el
reactor de 0.5 L para cada microorganismo se muestran en la Figura 4.4. Los porcentajes de
consumo de sustrato son ligeramente menores, 86.37% con L. acidophilus LA-3 'y 78.51%
con B. subtilis QS-713, a los obtenidos durante la fermentacion de las soluciones a diferente
concentracion de CP. Estas diferencias se deben al escalamiento del proceso, lo cual influyo
en el consumo de sustrato. Los cambios de escala en los procesos fermentativos impactan en
la transferencia de masa y energia en el reactor, asi como en la biomasa microbiana, afectando

el consumo de sustrato (Bouallagui et al., 2010).
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Figura 4.4. Consumo de sustrato y densidad celular durante la fermentacidn anaerobia de la
solucion de CP en el reactor de 0.5 L con a) L. acidophilus LA-3 y b) B. subtilis QS-713.

De acuerdo a la densidad celular, se observa que la cepa L. acidophilus LA-3 presenta una
mejor afinidad por la solucion de CP, con respecto a la cepa B. subtilis QS-713, al presentar
un crecimiento mayor durante las primeras horas de la fermentacion. Esto se debe
principalmente a que el metabolismo del B. subtilis se ve influenciado por el tipo de residuo
y su origen (Rogeri et al., 2023), ademas de que es un microorganismo que se desarrolla
mejor bajo condiciones aerdbicas y en presencia de compuestos nitrogenados (Park et al.,
2021), y en el caso de los residuos utilizados como sustratos, estos se caracterizan por

presentar un bajo contenido de nitrégeno.
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En la Tabla 4.2 se muestran los pardmetros del modelo de Gompertz de 4 parametros
ajustados a los datos de densidad celular de cada especie probidtica. Es posible observar que
el tiempo de acondicionamiento fue menor en la cepa B. subtilis QS-713 (1.058 h) comparado
con el de la cepa L. acidophilus LA-3 (1.349 h), sin embargo, la tasa de crecimiento fue
mayor para esta Gltima cepa (0.678 h'). Lo anterior indica que la cepa B. subtilis QS-713 se
adapto rapidamente a la solucion de CP, sin embargo, después no encontr6 las condiciones
propicias para tener un crecimiento mas rapido y sostenido.

Tabla 4.2. Parametros estimados del modelo de Gompertz de 4 parametros para la densidad
celular de las cepas L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713.

Cepa KlgLY Ti[n] A[h] pmx[h?] R?
L. acidophilus LA-3 1.845 1.891 1.349 0.678 0.933
B. subtilis QS-713 0.839 2250 1.058 0.308 0.949

Al comparar las tasas de crecimiento obtenidas con la de otros estudios, se observa que las
del presente trabajo son mayores. Asi, la tasa de crecimiento para la cepa L. acidophilus LA-
3 es mayor a la reportada por Sanchez-Valeriano et al., (2022) durante la fermentacién
anaerobia de residuos de maiz utilizando la misma especie probidtica (0.114 ht). Con
respecto a la tasa de crecimiento de la cepa B. subtilis QS-713, esta es mayor a la tasa de
crecimiento (0.030 h't) reportada por Romero-Mota et al., (2024), durante la cofermentacion
de estiércol bovino y melaza. Estas diferencias se deben principalmente a que los
carbohidratos presentes en la CP se encuentran hidrolizados por el efecto de la alta
temperatura durante el proceso de clarificacion del jugo de cafia durante la produccién de
piloncillo (Venkatesh et al., 2023).

4.4 Caracterizacion fisicoquimica de los fermentos

La caracterizacion fisicoquimica de los fermentos obtenidos, ésta se muestra en la Tabla 4.3.
Se observa que ambos fermentos presentan un pH acido, 3.87 para el de L. acidophilus LA-
3y 3.56 para el de B. subtilis QS-713. Lo anterior se debe al contenido de LA, el cual se
genera durante el proceso fermentativo (de Souza et al., 2023), asi, también es posible
observar que la concentracion de este acido es mayor en el fermento de L. acidophilus LA-
3, 2.25 g/L, respecto al de B. subtilis QS-713, 1.80 g/L.
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Tabla 4.3. Caracterizacion fisicoquimica de los fermentos obtenidos a partir de la
fermentacion anaerobia de los residuos de la agroindustria piloncillera.

Fermento
Parametro [Unidad] L. acidophilus LA-3 B. subtilis QS-713
PH[] 3.87 3.56
ST [%] 5.12 5.44
STV [%] 80.90 85.73
Carbohidratos [g/L] 7.95 12.54
Acido Lactico [g/L] 2.25 1.80
Nitrogeno total [mg/L] 1696.18 1011.37
Nitrogeno amoniacal [mg/L] 200.53 205.75
Nitratos [mg/L] 60.66 60.48

Los ST y STV presentan una ligera disminucién respecto al contenido inicial en la solucion
de CP. Enel caso de los ST de ambos fermentos, los valores se encuentran en el rango 6ptimo
para que los mecanismos de transferencia de masa a nivel celular de los microorganismos
puedan desarrollarse y no se afecte la transferencia de nutrientes, y por ende su crecimiento
(Abid et al., 2021). En el caso de los STV, se observa que estos se encuentran por arriba del
80%, siendo un indicativo del alto contenido de materia organica presente en los residuos, y

que es caracteristico de los residuos de origen agroindustrial (Chhetri et al., 2020).

En ambos fermentos, los carbohidratos presentan una disminucion ya que estos son utilizados
como sustrato por los microorganismos probioticos. Asi, el fermento de L. acidophilus LA-
3 presenta un contenido de 7.95 g/L, mientras que el de B. subtilis QS-713 contiene 12.54
o/L. Estos carbohidratos residuales en los fermentos se consideran aceptables, ya que sirven
como fuente de carbono tanto para los microorganismos de los fermentos y del suelo durante

su aplicacion a las plantulas de chile habanero y cafia de azUcar.

El parametro de nitrgeno total incrementa en ambos fermentos como consecuencia de la

generacion de bacteriocinas y compuestos nitrogenados relacionados con el crecimiento
74



celular de los microorganismos anaerobios (de Souza et al., 2023). Lo anterior ha quedado
demostrado en diferentes estudios donde se han tratado residuos de origen agroindustrial
mediante fermentacion anaerobia con microorganismos probiéticos (FAP); asi, Estrada-
Garcia et al., (2025) evaluaron la FAP de granos gastados de cerveza artesanal con las cepas
L. casei y B. subtilis, y las biomasas obtenidas presentaron un contenido de proteinas 126%
mayor al residuo sin tratamiento. Por otra parte, durante la biotransformacion anaerobia de
residuos agro cafieros con L. acidophilus Romero-Mota et al., (2023) reportaron una

generacion de 154.65 g/L de biomasa probidtica proteica.

4.5 Aplicacion de fermentos en plantulas de chile habanero (C. chinense)
4.5.1 Pruebas de toxicidad de fermentos en semillas de C. chinense

Los fermentos obtenidos muestran un efecto inhibitorio en la germinacion de las semillas de
C. chinense cuando las concentraciones de las soluciones son mayores al 25% (Fig. 4.5).
Estos resultados son similares a los reportados por Pinter et al., (2022) quienes al realizar
pruebas de toxicidad de soluciones de fermento lactico en semillas de Latuca sativa,
observaron un efecto fitotoxico cuando la concentracion de la solucion era mayor al 10%, al
presentarse porcentajes de germinacién menores al 25%, y longitudes de raiz de 0.1 cm. De
igual forma Andreev et al., (2017) realizaron pruebas de toxicidad en semillas de Raphanus
sativus comparando la aplicacién de orina fermentada al 10% y orina sin fermentar, y
encontraron que hubo un mayor porcentaje de germinacion con la orina fermentada (74-86%)

gue con la orina sin fermentar (2-31%).
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Figura 4.5. Germinacion de semillas de C. chinense en control (a), fermentos de L.
acidophilus LA-3 (b) y B. subtilis QS-713 (c).
En relacion al indice de germinacién (IG) y la longitud de la raiz (LR), en la Figura 4.6 se
muestra el comportamiento de cada pardmetro para ambos fermentos. Se puede observar que
el 1G disminuye conforme incrementa la concentracion de la solucion, asi, con el fermento
obtenido de L. acidophilus LA-3 los IG para las soluciones de 10, 25 y 50% fueron 71.25,
37.71y 10.20% respectivamente, mientras que para el fermento de B. subtilis QS-713 los IG
fueron 65.25, 51.25 y 13.03% para las mismas concentraciones de la solucion. En cuanto a
la LR, el comportamiento fue similar al del 1G, y es posible observar que la longitud fue

mayor en las soluciones de fermento obtenido de B. subtilis QS-713, lo cual se debe

76



principalmente a que esta cepa tiende a sobrevivir un mayor tiempo en el medio y promueve
el crecimiento de las plantas de manera mas eficiente en comparacion con otros

microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM) (Mahapatra et al., 2022).
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Figura 4.6. indice de Germinacion (IG), longitud de raiz (LR) de C. chinense durante las
pruebas de toxicidad con los fermentos de L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713.

Ademas de la determinacion del IG y medicion de la longitud de raiz también se determinaron
el indice de porcentaje de germinacion residual normalizado (IGN) y el de elongacién radical
residual normalizado (IER), los cuales se muestran en la Figura 4.7. Estos indices establecen
valores de toxicidad desde -1 a >0 bajo las siguientes categorias: de 0 a -0.25 baja toxicidad,
de -0.25 a -0.50 toxicidad moderada, de -0.50 a -0.75 toxicidad alta y de -0.75 a -1 toxicidad
muy alta (Rodriguez-Romero et al., 2014).
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Figura 4.7. indice de Germinacion Normalizado (IGN) e indice de Elongacion de Raiz
(IER) de C. chinense durante las pruebas de toxicidad con los fermentos de L. acidophilus
LA-3y B. subtilis QS-713.

Los valores obtenidos para el IGN en ambos fermentos muestran que, al incrementar la
concentracion de fermento en la solucion, aumenta el nivel de toxicidad de la misma, asi
cuando la concentracion es del 10 y 25%, la toxicidad es baja por lo que la germinacién de
las semillas es viable, al 50% la toxicidad se considera moderada y para el 100% es alta. En
cuanto al IER, el nivel de toxicidad incrementa de moderado a alto cuando aumenta la

concentracion de la solucién.

Para las soluciones de fermento de B. subtilis QS-713, el nivel de toxicidad es moderado
cuando la concentracion es del 10 y 25%, mientras que es alto cuando la concentracion es
mayor al 50%. En las soluciones de fermento de L. acidophilus LA-3, la toxicidad es
moderada cuando la concentracion es del 10%, y resulta toxica cuando la concentracion es
mayor al 25%. La principal causa de esta toxicidad es el pH, el cual disminuye conforme
aumenta la concentracién de fermento en las soluciones. Los valores de pH bajos o acidos
afectan la solubilidad de nutrientes en el medio, ademas de que limita el crecimiento de raices

y el contacto de éstas con los nutrientes (Naz et al., 2022).
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4.5.2 Efecto de fermentos en plantas y frutos de C. chinense

En la Figura 4.8 se muestra el efecto de los fermentos en las plantas a los 90 DDT y en la
Tabla 4.4 se muestran los resultados de las mediciones de altura, didmetro de tallo y nimero
de hojas realizadas a los 30, 60 y 90 DDT. En las tres mediciones realizadas, la altura de la
planta no presento diferencias entre los tratamientos, aunque se observa que en los tres casos
la altura fue menor en el tratamiento C, 16.90, 20.65 y 21.10 mm a los 30, 60 y 90 d
respectivamente. A los 60 d las plantas del tratamiento B14 (23.30 cm) y L7 (23.26 cm)
fueron las que presentaron una mayor altura, en tanto que, a los 90 d la altura fue mayor en
los tratamientos L7 (24.64 cm) y L14 (24.62 cm).

Figura 4.8. Efecto de la aplicacion de Bl de L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713 en
plantas de C. chinense a 90 DDT.

Con respecto al diametro del tallo, en los primeros 30 d del experimento no se presentaron
diferencias entre los tratamientos. A partir de los 60 d, el diametro del tratamiento C (3.86
mm) fue menor al resto de los tratamientos en los cuales este pardmetro se encuentra en el

rango de 4.72 a 5.11 mm. Este comportamiento fue similar a los 90 d, donde el didmetro de
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las plantas del tratamiento C solo increment6 0.08 mm, mientras que en el resto de los
tratamientos el didmetro del tallo presentd un incremento promedio de 0.74 mm. Las plantas
que presentaron un mayor aumento del diametro fueron las de los tratamientos B7 (1.01 mm),
B14 (0.76 mm) y SN (0.79 mm).

Tabla 4.4. Variables agronémicas de plantas de C. chinense con aplicaciéon de fermentos de
L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713.

) Altura [cm]

Tratamiento

30 DDT 60 DDT 90 DDT
C 16.90 a 20.65a 21.10a
L7 17.86a 23.26 a 24.64 a
L14 18.70 a 23.26 a 24.62 a
B7 17.86a 22.72a 23.68a
B14 18.08 a 23.30a 24.46 a
SN 17.66 a 22.86a 24.33 a

) Diametro del tallo [mm]
Tratamiento

30 DDT 60 DDT 90 DDT
C 2.83a 3.86Db 394D
L7 291a 4.72 a 530a
L14 297a 511a 5.66 a
B7 2.98a 4.74 a 575a
B14 294 a 493a 5.69a
SN 2.84a 474 a 553a

) No. Hojas

Tratamiento

30 DDT 60 DDT 90 DDT
C 9.50a 15.00 b 1750 b
L7 9.20a 21.40 ab 31.40 ab
L14 8.40a 25.00 a 40.20 a
B7 9.00a 22.20a 37.80a
B14 8.60 a 25.20a 38.60 a
SN 8.00a 21.00 ab 37.67a

Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes (p < 0.05).
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La variable del nimero de hojas, durante los primeros 30 d presentd un comportamiento
similar al didmetro del tallo, no presentandose diferencias entre los tratamientos. A los 60 d,
hubo diferencias significativas entre el tratamiento C y los tratamientos L14, B7 y B14,
siendo mayor el niamero de hojas en las plantas del tratamiento B14 (25.20). A los 90 d, el
tratamiento C continud presentando menor nimero de hojas que el resto de los tratamientos
y hubo diferencias significativas entre el tratamiento C y los tratamientos L7, L14, B7, B14
y SN, presentdndose el mayor numero de hojas en el tratamiento L14 (40.20).

Los valores obtenidos de altura, didmetro de tallo y nimero de hojas son similares a los
reportados en otros estudios (Mejia-Bautista et al., 2022; Ruiz-Sanchez et al., 2022)
evaluando la aplicacion de bioestimulantes y Bacillus spp. en plantas de C. chinense. En
cambio, Valdovinos-Nava et al., (2020) reportaron valores de altura de planta por arriba de
los 100 cm durante la evaluacion de la aplicacion de consorcios microbianos en el
crecimiento de plantas de C. chinense, sin embargo, utilizaron contenedores de un mayor
volumen (28 L) lo cual permitié un mayor desarrollo de las plantas, ya que el volumen del
contenedor influye en el desarrollo radicular de las plantas y por ende en la longitud de las

mismas (dos Santos Pessoa et al., 2021).

Respecto a las variables agronémicas de los frutos, los tratamientos evaluados tuvieron un
efecto significativo sobre el nimero de frutos por planta (Tabla 4.5), siendo el tratamiento
B14 el que presento el mayor namero de frutos (5.80), en tanto que el tratamiento C presentd
la menor cantidad de estos (1.50). Para las variables de didmetro ecuatorial, el diametro polar
y el peso de fruto no se presentaron diferencias, aunque en el caso del peso, los frutos del
tratamiento C presentaron el menor peso (3.83 g). Estos parametros se encuentran dentro de
los valores normales para didmetro ecuatorial (25 a 46 mm), diametro polar (29 a 60 mm) y

peso (7 a 12 g) de frutos de chile habanero (Soares et al., 2020).
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Tabla 4.5. Variables agronémicas de los frutos de C. chinense con aplicacion de fermentos
de L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713.

Tratamiento  No. Frutos Diametro Diametro polar Peso [g]
ecuatorial [mm] [mm]
C 150¢c 2212 a 40.70 a 3.83a
L7 4.75 ab 27.02 a 43.02 a 561la
L14 3.40 bc 27.90 a 42.03 a 5.38a
B7 4.00 abc 26.92 a 42.98 a 591a
B14 580a 24.87 a 40.13 a 48la
SN 3.50 abc 27.46 a 44.05a 6.25a

Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

En la Figura 4.9 se muestran las caracteristicas de los frutos obtenidos de las plantas de C.
chinense en cada uno de los tratamientos. Se observa que los frutos presentan caracteristicas
morfologicas similares. Con el tratamiento B14 se obtuvo la mayor cantidad de frutos por
planta (Tabla 4.5), sin embargo, es posible notar que algunos frutos presentaron un menor

tamarnio, lo cual se debe a que la planta debe distribuir los nutrientes entre todos los frutos,

Voo

provocando que estos sean mas pequefios (Rather et al., 2023).

L7

B7

L14
Figura 4.9. Efecto de la aplicacion de fermentos de L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-
713 en frutos C. chinense.

Es posible observar que, a pesar de no existir diferencias estadisticas entre la altura, el

diametro de tallo y el nGmero de hojas entre los tratamientos L7, L14, B7, B14 y SN, los
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valores mas altos se presentan con los tratamientos que involucran la aplicacion de fermentos.
Este comportamiento es debido a que las BAL utilizadas para la produccién de los Bl generan
metabolitos los cuales ayudan a descomponer la materia orgéanica presente en el suelo
permitiendo una liberacion mas rapida de nutrientes que son aprovechados por el crecimiento
de la planta (Limanska et al., 2013). Asimismo, estos microorganismos producen distintos
compuestos que presentan propiedades antibacterianas, tales como &cido lactico, acido
acético, peroxido de hidrégeno, bacteriocinas e incluso compuestos antifungicos (Shrestha et
al., 2014).

La cepa B. subtilis es una bacteria comdn en la rizosfera y tiene la capacidad de incrementar
el crecimiento de las plantas mediante la produccién de fitohormonas, y también favorece el
biocontrol de microorganismos patdgenos y aumenta la resistencia a enfermedades
(Mahapatra et al., 2022). En tanto, la bacteria L. acidophilus LA-3 permite incrementar la
solubilizacion de fosforo, la produccion de acido indolacético y sintesis de sider6foros,
permitiendo un mejor desarrollo de raices, ayudando al crecimiento y desarrollo de las
plantas, ademas se inhibe el crecimiento de patégenos y mejora la salud de la planta (dos
Santos et al., 2020; Panetto et al., 2023).

4.5.3 Contenido de biomasa en plantas de C. chinense

El contenido de biomasa fresca y seca de las plantas de chile habanero 90 DDT se presentan
en la Tabla 4.6. Se observa que los tratamientos que involucran el uso de fermentos presentan
el mayor contenido de biomasa fresca, siendo significativamente mayor en los tratamientos
L7, L14 y B7 (p<0.05), asi mismo es posible notar que las plantas del tratamiento C son las
que presentan menor contenido de biomasa fresca. Con respecto al contenido de biomasa
seca, las plantas del tratamiento B14 fueron las que presentaron un mayor contenido respecto
al resto de los tratamientos (p<0.05), y de forma similar al contenido de biomasa fresca, las

plantas del tratamiento C presentaron un menor contenido de biomasa seca (13.80 g/planta).
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Tabla 4.6. Contenido de biomasa fresca y seca en plantas de chile habanero 90 DDT.

Tratamiento Biomasa fresca [g/planta] Biomasa seca [g/planta]
C 23.70d 13.80d

L7 11290 a 48.10 ab

L14 11450 a 48.30 ab

B7 11490 a 47.10 bc

B14 108.20 b 49.40 a

SN 95.90c 4520 c

Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes (p <
0.05).

Valores similares fueron reportados por Luna-Fletes et al., (2021) durante la aplicacion de
dos fertilizantes orgénicos liquidos en combinacion con Purpureocillium lilacinum y
Beauveria brongniartti en el crecimiento y calidad de plantulas de chile habanero; el mayor
contenido de biomasa seca (47.27 g/planta) se presentd durante el tratamiento que involucro
la combinacidn del fertilizante Pez Terra® y P. lilacinum. Por otra parte, Moreno-Salazar et
al., (2020), evaluaron la inoculaciéon de plantas de chile habanero con P. lilacinum a
diferentes concentraciones, y reportaron los mayores contenidos de biomasa fresca (63

g/planta) y biomasa seca (29 g/planta) utilizando una concentracion de 1x102 esporas/mL.

Como se describi6 anteriormente, los fermentos conteniendo las cepas L. acidophilus LA-3
y B. subtilis QS-713 fueron las que mayores contenidos de biomasa fresca y seca presentaron,
sin embargo, de estos dos parametros la biomasa seca es el indicador mas importante de
crecimiento vegetal, asi es posible establecer que el tratamiento B14 es el que mejor
desempefio tuvo respecto al crecimiento de las plantas de chile habanero, y lo cual es

consistente con los resultados discutidos previamente respecto a las variables agronémicas.
4.4.4 Contenido de capsaicina en frutos de C. chinense

En la Figura 4.10 se muestra el contenido de capsaicina de los frutos cosechados de las
plantas para cada uno de los tratamientos, tanto en ug/mL (Fig. 4.10a) como en unidades

Scoville (Fig. 4.10b). Se observa que el contenido de este compuesto es mayor en las plantas
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del tratamiento SN (32.89 pug/mL), presentando diferencias significativas con el resto de los
tratamientos (p<0.05), también es posible observar que el contenido de capsaicina en los
frutos de los tratamientos que involucraron el uso de fermentos es similar, encontrdndose en
el rango de 26.84 a 30.00 ug/mL, presentandose el mayor contenido en los frutos del

tratamiento B7. En tanto que los frutos del tratamiento C presentaron un menor contenido de

capsaicina (19.21 pg/mL).
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Figura 4.10. Contenido de capsaicina en los frutos de las plantas de C. chinense para cada
uno de los tratamientos.

El contenido de capsaicina en los frutos de chile habanero se ve influenciada por diferentes
factores, tales como el genotipo, el desarrollo del fruto y el medio ambiente (Aza-Gonzélez
et al., 2011). La nutricién también juega un papel importante en el contenido de capsaicina,
siendo los compuestos nitrogenados los que mas influyen, asi, cuando existen
concentraciones altas de N, se presenta un mayor contenido de este capsaicinoide (Uarrota et
al., 2021). En el caso del tratamiento C al existir una disposicion de nutrientes limitada, las
plantas se encuentran bajo un estrés nutricional afectando la produccion de capsaicina; la

planta le da prioridad a su supervivencia.

Con respecto a los tratamientos en los que se aplicaron fermentos, los microorganismos
probidticos actlan como promotores de crecimiento, mediante la produccién de
fitohormonas y la acidificacion del medio, lo cual permite la solubilizacion de nutrientes y

su posterior absorcion (Glick, 2012), sin embargo, este proceso es mas lento comparado con
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lo que ocurre en el tratamiento SN, donde los nutrientes presentan una mayor disponibilidad

y se absorben mas rapido permitiendo la produccién de més capsaicina.

4.6 Aplicacion de fermentos en plantulas de cafia de azucar (S. officinarum)

4.6.1 Porcentaje de brotacion de plantulas de cafia de aztcar

En la Figura 4.11 se muestra el porcentaje de brotacion (SP) de las plantulas de cafia de
azUcar para los tratamientos bajo estudio. Se observa que en las plantulas de los tratamientos
C, LAy BS, los primeros brotes se dieron a partir de los 14 d, en tanto que para el tratamiento
FC se presentaron hasta los 21 d. Valores similares fueron obtenidos por Taweengern et al.,
(2024), al evaluar la aplicacion de biochar e hidrochar en la germinacion de yemas de cafa
de azucar. Por otra parte, en los tratamientos FC, LA y BS a los 35 d se present6 el 100% de
brotacion de las yemas, mientras que para el tratamiento C solo se alcanzd un 75% de
brotacion. Los resultados son similares a los reportados por Leite et al., (2023) quienes
obtuvieron porcentajes de brotacion del 90 al 94% durante la evaluacion de fibras de
caurnaba como sustrato para el crecimiento de plantulas de cafia de azucar, asi como los
obtenidos por Salgado-Garcia et al., (2019) reportan porcentajes de brotacion del 94.4 al

97.2% de yemas de cafia de azUcar encapsuladas con almidon, alginato de sodio y cloruro de

calcio.
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Figura 4.11. Porcentaje de brotacion de las yemas de cafia de aztcar con los diferentes
tratamientos.

El bajo SP que se presento en el tratamiento C se debi¢ al bajo contenido de nutrientes del

sustrato, principalmente fosforo, este nutriente es clave para el desarrollo de la planta en sus
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etapas iniciales, sin embargo, se encuentra inmovilizado en el suelo, por lo cual no esta
disponible para su absorcion, limitando el desarrollo de las plantulas de cafia de azlcar (Aye
et al., 2021). En el resto de los tratamientos, parte del fésforo afiadido como (NH4)2HPO4

permite un mejor desarrollo de las plantulas permitiendo alcanzar el 100% de brotacion.

Ademas, en los tratamientos LA y BS la presencia de BAL, el pH &cido y metabolitos del
proceso fermentativo, permiten la solubilizacion del fosforo, quedando disponible para su
absorcion (Francis et al., 2010). Este comportamiento es mas notorio en el tratamiento BS,
donde a partir del dia 21 ya se presenta el 100% de brotacién de las yemas, lo cual se debe
principalmente a que las bacterias del género Bacillus tienen la capacidad de excretar fitasas,
las cuales son enzimas que hidrolizan el &cido fitico presente en el suelo, permitiendo

absorber el P en su forma orgéanica (El Ifa et al., 2024).
4.6.2 Altura y parametros cinéticos de crecimiento de plantulas

La altura de las plantulas de cafia de azUcar se muestra en la Figura 4.12. A partir de los 20
d, la altura en los tratamientos C, LA y BS empieza a ser mayor que la del FC, principalmente
por la brotacion tardia de las yemas en este tratamiento (21 d). Al final del experimento, los
valores de altura para los tratamientos C, FC, LA y BS fueron de 59.27, 48.74, 58.92 y 61.51
cm respectivamente, no existiendo diferencias significativas (p > 0.05). de Oliveira et al.,
(2018) reportaron valores de altura de 60.36 a 71.43 cm, durante la evaluacion de la
aplicacion de acidos humicos, bacterias promotoras de crecimiento de plantas y combinacion

de ambos tratamientos en el desarrollo de plantulas de cafia de azucar.
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Figura 4.12. Altura de las plantulas de cafa de aztcar para cada uno de los tratamientos.
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Los valores estimados de los parametros del modelo de Gompertz de 4 pardmetros ajustado
a los datos de altura de las plantulas de cafia de azUcar se muestran en la Tabla 4.7. Se observa
que las pléantulas del tratamiento BS mostraron un mejor desarrollo al presentar el valor méas
alto de K (0.0705 cm/d) y el menor tiempo Ti (25.24 d), en tanto que en el tratamiento FC el
desarrollo de las plantulas fue menor, teniendo una menor tasa de crecimiento (0.0541 cm/d)
y un tiempo Ti mayor (35.18 d). Los valores de K mostrados en la Tabla 4.5, son mayores a
los reportados por Jane et al., (2020) quienes evaluaron el ajuste de diferentes modelos no
lineales a datos de altura y diametro de un cultivo de cafa de azucar de la variedad RB92579,
y reportaron valores de K de 0.0159, 0.0086, 0.0006 y 0.0060 cm/d para los modelos
Logistico, Gompertz, Brody y von Bertalanffy respectivamente.

Tabla 4.7. Pardmetros estimados del modelo de Gompertz de 4 parametros para la altura de
las plantulas de los tratamientos C, FC, LAy BS.

Tratamiento  a [cm] b [cm] K [cm/d] Ti [d] R?

C 66.84 0.1579 0.0687 26.97 0.996
FC 63.61 0.2661 0.0541 35.18 0.996
LA 67.61 0.0291 0.0613 28.90 0.991
BS 67.56 0.0329 0.0705 25.24 0.994

4.6.3 Numero de hojas y contenido de biomasa en plantulas de cafia de azlicar

El nimero de hojas y contenido de biomasa en las plantulas de cafia de azucar se muestran
en la Tabla 4.8. Respecto al nimero de hojas, el comportamiento fue similar al de la altura,
los tratamientos LA y BS presentaron los valores mas altos, 7.00 y 6.00 hojas por planta
respectivamente, seguidas por las plantulas del tratamiento C (5.70 hojas por planta), en tanto
que en el tratamiento FC se present6 la menor cantidad con 5.30 hojas por planta, y asi mismo

no hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos (p > 0.05).
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Tabla 4.8. Numero de hojas y contenido de biomasa fresca y seca en plantulas de cafia de
azucar 60 DDT.

Tratamiento  NUmero de hojas Biomasa fresca [g/planta] Biomasa seca [g/planta]
C 5.70 142.40 69.60
FC 5.30 148.40 67.40
LA 7.00 182.00 85.60
BS 6.00 159.20 62.00

En los cuatro tratamientos, el nimero de hojas se encuentra por arriba del valor normal de 5
hojas por planta para la etapa de plantula (Li, 2022), y son mayores a los reportados por de
Oliveira et al., (2018). 4.43 — 5.29 hojas por planta, durante la aplicacion de acidos himicos,
bacterias promotoras de crecimiento de plantas y combinacién de ambos tratamientos en el

desarrollo de plantulas de cafia de azUcar.

En lo referente a la biomasa, se observa que el tratamiento LA presenta el mayor contenido
de biomasa fresca, 182.00 g/planta, respecto al resto de los tratamientos (p < 0.05). Los
tratamientos FC y BS presentaron contenidos de 148.40 y 159.20 g/planta respectivamente,
no presentandose diferencias significativas (p > 0.05), mientras que para los tratamientos C
(142.40 g/planta) y FC (148.40 g/planta) el contenido de biomasa fresca fue similar (p >
0.05). Para la biomasa seca, los tratamientos C, FC, LA y BS presentaron un contenido de
69.60, 67.40, 85.60 y 62.00 g/planta respectivamente, donde el contenido de biomasa seca

en el tratamiento LA fue diferente al resto (p > 0.05).

Por otra parte, en la Figura 4.13a y 4.13b se observa que las plantulas de cafia de azucar de
los tratamientos LA y BS presentan un mayor nimero de brotes, hojas mas verdes y un
sistema radicular mas desarrollado, respecto al tratamiento C, y similar al tratamiento FC. El
contenido de biomasa es un indicativo de la materia organica presente en las plantas y la cual
es generada a traves del proceso de fotosintesis (Ofial Jr et al., 2024), asi al tener una planta
mAas vigorosa y sana, se tiene una mayor generacion de biomasa, que posteriormente se

traduce en un mayor rendimiento del cultivo.
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Figura 4.13. Efecto de la aplicacion de los fermentos de L. acidophilus LA-3 y B. subtilis
QS-713 en a) plantas y b) partes aéreas y raices de cafia de azicar a 60 DDT.

Los valores de biomasa obtenidos en el presente estudio son mayores a los reportados por
Sanchez-Ramon et al., (2024), quienes evaluaron la efectividad de aplicacion de fertilizantes
sintéticos y biol en el crecimiento y produccion de biomasa de cafia de azucar, y reportaron
un contenido maximo de 163.70 g/planta y 60.30 g/planta de biomasa fresca y seca
respectivamente, en el tratamiento que involucré la aplicacion de 1500 L/ha de biol. En otro
estudio que evalud la aplicacién de diferentes dosis de torta de filtracion, de Aquino et al.,
(2018) reportaron un contenido maximo de biomasa seca en partes aéreas de 47.50 g/planta
durante la aplicacion de la dosis de 30 ton/ha de torta de filtracion. Estas diferencias, se deben
principalmente a que en el presente estudio se dio un efecto sinérgico entre los fermentos

conteniendo cepas probio6ticas y los fertilizantes comerciales aplicados.

4.6.4 Impacto de la aplicacion de los fermentos en las caracteristicas fisicoquimicas del

suelo

En la Tabla 4.9 se muestra la caracterizacion fisicoquimica del suelo antes y después de la
aplicacion de los tratamientos en plantulas de cafia de azUcar. Es posible observar que el pH
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del suelo era acido debido al manejo agrondmico y practicas de monocultivo que se tenian,
asi que previo a la siembra de las yemas de cafia de azucar se aplico cal dolomita a razén de
50 g/m? para ajustar el pH a un nivel favorable para el desarrollo de las plantulas, esta dosis
se realiz0 en base a las recomendaciones del fabricante. Se observa que en los tratamientos
C, FC, LAy BS se presento un incremento en el pH con respecto al del suelo sin tratamiento,
teniendo valores ligeramente alcalinos (C y LA) y neutro (BS), como resultado de la
aplicacion de cal agricola. Sin embargo, en el tratamiento FC el pH muestra una tendencia
acida debido a la aplicacion de una mayor cantidad de (NH4)2HPO4y (NH.)2SO4, ya que los
fertilizantes nitrogenados y fosforados contribuyen de manera significativa a incrementar la
acidez del suelo (McFarland et al., 2024), a pesar de esto, no se presentaron diferencias

significativas en el pH de los cuatro tratamientos (p > 0.05).

Tabla 4.9. Caracterizacion fisicoquimica del suelo antes y después de la aplicacion de los
tratamientos.

Tratamiento

Parametro [Unidad]

Suelo C FC LA BS
pH [-] 5.00b 7.67a 6.72a 7.39a 7.08 a
Conductividad eléctrica [dS/m] 0.055d 0.195cd 1.602a 0.444 c 0.761b
Materia organica [%] 448 a 2.80b 297b 3.12b 2.71b
Nitrégeno total [%] 0.135a 0.122a 0.126 a 0.132a 0.118a
Fdsforo asimilable [mg/kg] 13.49¢c 16.60 c 336.80a 157.20b 181.00b
Potasio [mg/kg] 286.65¢c 117.78d 786.24a 51597b 597.10b

Medias en la misma fila seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

En cuanto al parametro de conductividad eléctrica (CE), se observa un incremento en los
cuatro tratamientos, respecto al valor inicial del suelo (0.055 dS/m), siendo més notable en
el tratamiento FC (p < 0.05). La baja CE del suelo utilizado como sustrato, se debe a la poca
profundidad de estos, lo cual genera una mayor lixiviacion de sales por efecto de la lluvia 'y
actividades de riego agricola (Cebada-Merino et al., 2024), ademas, en el sitio de muestreo
del suelo en los ultimos afios se redujo la aplicacion de fertilizantes, disminuyendo el
contenido de sales disueltas. De acuerdo a la NOM-001-RECNAT-2000 los valores de CE
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indican que los efectos de la salinidad se consideran despreciables en los suelos de los
tratamientos C, LA y BS, mientras que en el tratamiento FC, el suelo puede considerarse
ligeramente salino. Lo anterior explica la baja tasa de crecimiento de las plantas en este
tratamiento, ya que el aumento de la salinidad del suelo limita el crecimiento, disminuye la

productividad e incluso puede provocar la muerte de las mismas (Safdar et al., 2019).

En lo que respecta al contenido de materia organica (MO), se observa que el suelo presenta
un alto contenido previo a la aplicacion de los tratamientos, debido principalmente a la
presencia de restos de cultivo y maleza seca, los cuales incrementan la MO presente en el
suelo (Kumari et al., 2019), posteriormente, disminuye en todos los tratamientos no
presentandose diferencias significativas entre estos (p > 0.05) y de acuerdo a la NOM-001-
RECNAT-2000, el contenido de MO se considera como moderadamente alto. La
disminucion de MO se debe principalmente a la descomposicién por accion de los
microorganismos nativos del suelo (tratamientos C y FC) y los microorganismos probioticos
de los fermentos aplicados (tratamientos LA y BS). Tanto los microorganismos nativos como
los microorganismos probidticos utilizan la materia organica como fuente de carbono, y
durante su degradacion permiten la liberacién de compuestos que son benéficos para el

desarrollo de las plantas (Bhattacharyya et al., 2022).

En el caso del N, no se presentaron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos (p
> 0.05), aunque se observa una ligera disminucion respecto al contenido inicial del suelo, la
cual se atribuye a la absorcién por parte de las plantulas de cafia de azucar y perdidas por
volatilizacion. Para el contenido de P y K, las diferencias fueron significativas (p < 0.05),
presentandose un mayor contenido de ambos nutrientes en el tratamiento FC debido a la
aplicacion de una mayor cantidad de fertilizante, sin embargo, a pesar de que en los
tratamientos LA y BS se aplicé solo el 25% de fertilizante, el contenido de P y K de acuerdo
a la NOM-001-RECNAT-2000 se considera alto. De acuerdo a estos resultados, es posible
afirmar que la aplicacion de fermentos con los microorganismos probidticos en los
tratamientos LA y BS no provocan un exceso de nutrientes en el suelo. Lo anterior es
importante ya que un excedente de nutrientes puede provocar efectos negativos en el medio
ambiente como incremento de nitratos en aguas subterraneas, y un mayor riesgo de

eutrofizacion (Sanchez et al., 2024).
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4.7 Analisis del mecanismo de transferencia de nutrientes

En la Figura 4.14 se presenta un esquema del mecanismo mediante el cual se explica como
los fermentos conteniendo microorganismos probioticos permiten un mejor desarrollo de las
plantulas de C. chinense y S. officinarum. En las plantulas de chile habanero, los tratamientos
que contenian la cepa B. subtilis QS-713 presentaron un mayor contenido de biomasa seca y
mayor numero de frutos, ademas también el contenido de capsaicina fue ligeramente menor

al del tratamiento con SN.

Partes aéreas

¢ Incremento de hojas y
- ramas
¢ Incremento de biomasa
¢ Incremento de fotosintesis
¢ Planta mas saludable

Fermentos a partir de residuos de la

agroindustria piloncillera Sistema radicular

e Desarrollo de
comunidades microbianas
‘ (biopeliculas)
e Biocontrol
o Solubilizaciéon de Py K
¢ Incremento de absorcién
de nutrientes
o Mejor desarrollo de
Materia organica sistema radicular
o Acidos organicos o Raices mas saludables
o Compuestos
nitrogenados
o Cepas probiéticas
o Compuestos bioactivos

o' Biopelicula

Figura 4.14. Esquema del mecanismo de transferencia de nutrientes en plantulas de chile
habanero y cafia de azUcar.

En las plantulas de cafia de azucar, los tratamientos LA y BS, que contenian las cepas L.
acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713 se observé una mayor altura y nimero de hojas
respecto al tratamiento FC, y lo anterior también se reflejé en un mayor contenido de
biomasa. Este pardmetro es un indicativo de la materia organica presente en las plantas y
que es generada a través del proceso de fotosintesis (Ofial Jr et al., 2024), asi al tener una

planta mas vigorosa y sana, se tiene una mayor generacion de biomasa.
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Los microorganismos como el L. acidophilus LA-3 y el B. subtilis QS-713 tienen la
capacidad de producir diferentes compuestos bioactivos, asi como acidos organicos. Existe
evidencia que la cepa L. acidophilus produce hormonas como las citocinas que estimulan el
desarrollo y crecimiento de plantas como el tomate y el trigo (Hamed et al., 2011; Mohite et
al., 2013; Lamont et al., 2017), en tanto que la cepa B. subtilis también produce citocinas,
ademés de auxinas y expansina que contribuyen al desarrollo de especies vegetales
(Mahapatra et al., 2022). Otro metabolito generado es el AL, el cual sirve como fuente de
carbono para los microorganismos presentes en el suelo, permitiendo la formacion de
biopeliculas en las raices (Chen et al., 2023), también se ha demostrado que el AL inhibe el
crecimiento de microorganismos patdgenos, generando un efecto de biocontrol, ademas este
acido solubiliza el fosforo y el potasio, permitiendo su disponibilidad para la planta (Jaffar
et al., 2023). Lo anterior permite tener raices mas sanas y un mejor desarrollo del sistema
radicular, y por ende una mejor absorcion de los nutrientes y un impacto positivo en el

desarrollo de las partes aéreas (Berg et al., 2020; Pylak et al., 2019).

Otro aspecto importante dentro del mecanismo de transferencia de nutrientes, es el referente
al uso de la CP como sustrato en el proceso fermentativo, este residuo contiene
micronutrientes y nutrientes secundarios como Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y Mn, los cuales son de
gran importancia para el desarrollo de los cultivos de cafia de azucar y chile habanero
(Kingston, 2013; da Silva Magalhdes et al., 2023). Inicialmente, estos micronutrientes son
utilizados por los microorganismos probidticos como parte de su metabolismo durante el
proceso fermentativo (Yeboah et al., 2023), después, los remanentes de estos micronutrientes
se conservan en el fermento y al momento de su aplicacion son aprovechados por las
plantulas para su desarrollo. Algunos estudios han descrito los beneficios de la aplicacion de
la CP en cultivos agricolas, asi Crusciol et al., (2021) concluyeron que la aplicacion de CP
incrementd la concentracion foliar de los nutrientes B, Cu, Zn y Mo en plantas de cafia de
azucar, asi mismo se observo un efecto positivo en el rendimiento de tallos y contenido de

azucar.

4.8 Enfoque de economia circular para la agroindustria piloncillera

En la produccion de piloncillo, el principal problema con los residuos como las CP y el ALM
es el alto contenido de azucares, principalmente en la CP, cuyo contenido es de alrededor de
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180 ¢/L, y que al disponerse de forma inadecuada se presentan graves problemas de
contaminacion ambiental (Herndndez-Martinez et al., 2024; Mendieta et al., 2020b); asi
mismo, estos azUcares representan una pérdida econdmica para los productores de piloncillo,
ya que son azUcares que no se aprovechan para la fabricacion del edulcorante. La mayor parte
de los productores no se interesan por tratar los residuos porque les representa un costo extra
en su proceso productivo, y en otros casos no cuentan con el acceso a informacion sobre

estrategias para su aprovechamiento (Aguilar-Rivera & Olvera-Vargas, 2021).

Con la implementacién del proceso de fermentacion anaerobia con microorganismos
probidticos, se estaria planteando una estrategia de economia circular (EC) al valorizar la CP
y el ALM generados durante la produccién de piloncillo, ya que se les estaria dando un nuevo
uso al producir fermentos ricos en metabolitos, nutrientes y microorganismos probioticos que
al ser aplicados en cultivos como el chile habanero y la cafia de azucar bioestimulan su

crecimiento, sin presentarse efectos fitotoxicos (Fig. 4.15).

Etapas de la economia circular:

1. Produccion de piloncillo y
generacion de residuos.
2. Tratamiento de residuos.
3. Valorizacion de residuos.
4

& . Aprovechamiento de
(Trapiche) residuos.

Materia organica /
» ‘.L‘__

Planta de produccion

Acidos organicos

C
ikogarados Economia -
o Cepas probiéticas CerUIar
o Compuestos bioactivos CcP ALM
Aplicacion de /
A
||

fermentos

Fermentacion
anaerobia probidtica

Figura 4.15. Enfoque de la Economia Circular aplicado a la agroindustria piloncillera.
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Al utilizar los fermentos como bioestimulantes, se reduce la aplicacion de fertilizantes
quimicos, disminuyendo los costos asociados a su aplicacion y minimizando el impacto
negativo en la salud del suelo. El enfoque planteado permitiria incrementar la sostenibilidad
ambiental de la agroindustria piloncillera, ya que se reduce la contaminacion que se podria
generar por desechar la CP y el ALM sin tratamiento, y los microorganismos probidticos

contenidos en los fermentos mejorarian las propiedades del suelo.
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Conclusiones

La caracterizacion fisicoquimica de los residuos de la agroindustria piloncillera, CP y ALM,
mostré que estos presentan nutrientes y sobre todo un alto contenido de carbohidratos, en
especial la CP, lo cual los hace viables como sustratos para llevar a cabo la fermentacion
anaerobia con microorganismos probioticos. Asi mismo, la CP presenté un alto contenido de
ST (>20%), lo cual limita su uso directo en el proceso fermentativo, por lo que fue necesario
realizar una dilucion utilizando el ALM como diluyente. A partir de estas diluciones se
prepararon soluciones con diferente concentracion de CP (50, 100 y 150 g CP/L) y en las

cuales el contenido de ST se ajusto en el rango de 3 a 6%.

En la fermentacion de las soluciones de CP con ambos microorganismos, durante las
primeras horas se presentd una reduccion del pH, indicando la produccion de &cidos
orgénicos. La mayor acidificacion del medio se presentd con el L. acidophilus LA-3,
mostrando una mejor adaptacion a las soluciones al presentarse un mayor consumo de
sustrato en menor tiempo (48 h) comparado con la cepa B. subtilis QS-713 (72 h). En cuanto
a la produccion de biomasa y contenido proteico, el comportamiento fue similar,
presentandose el mayor contenido de biomasa y proteinas en la solucién de 150 g CP/L
(23.19%). Sin embargo, en las fermentaciones con B. subtilis QS-713 se presento una mayor
produccidn de &cido lactico, 17.10 g AL/L para la solucién de 150 g CP/L. Estas diferencias
se atribuyen a la velocidad de fermentacion con cada cepa, con L. acidophilus LA-3 la

fermentacion fue mas réapida, en tanto que con B. subtilis QS-713 fue mas lenta.

Se obtuvieron los pardmetros cinéticos de densidad celular de ambos microorganismos,
utilizando el modelo de Gompertz de 4 parametros. Se observd que la cepa B. subtilis QS-
713 presentd un tiempo de acondicionamiento menor (1.058 h), sin embargo, la tasa de
crecimiento fue mayor para la cepa L. acidophilus LA-3 (0.678 h). Ambos valores
confirman que ambas cepas se adaptaron de forma adecuada al medio, pero conforme avanzo
el proceso la cepa B. subtilis QS-713 no encontr6 condiciones adecuadas para su desarrollo

y por ende su tasa de crecimiento resulté afectada.

La caracterizacion fisicoquimica de los fermentos muestra que estos presentan un contenido

aceptable de nutrientes como nitrogeno y carbono (carbohidratos residuales), y la presencia

97



de las especies probioticas L. acidophilus LA-3 y B. subtilis QS-713, lo cual les confiere
caracteristicas para ser aprovechados como bioestimulantes de crecimiento vegetal. Sin
embargo, previo a su aplicacion se recomienda realizar pruebas de toxicidad, ya que la

respuesta de cada cultivo es diferente.

Se realizo la aplicacion de los fermentos en plantulas de C. chinense, y se evaluo su efecto
en la germinacion de semillas y desarrollo de las plantulas. De acuerdo a las pruebas de
germinacién de semillas, se observé que cuando los fermentos se aplican en concentraciones
mayores al 10%, se presentan efectos fitotoxicos limitando el posterior desarrollo de la
planta. Las plantulas de los tratamientos en los que se aplicaron los fermentos al 10%
presentaron los valores mas altos en las diferentes variables agrondmicas evaluadas: altura,
didmetro de tallo, nimero de hojas por planta, numero de frutos por planta, biomasa fresca y
seca. En cuanto al contenido de capsaicina, este fue mayor en las plantas bajo el tratamiento
que involucrd la aplicacion de una solucién nutritiva (32.89 ug/mL), sin embargo, los frutos
de las plantas con aplicacién de fermentos presentaron un contenido ligeramente menor
(26.84 — 30.00 pg/mL).

Los fermentos también se aplicaron en plantulas de cafia de azlcar y se evalu6 su efecto
bioestimulante. Las plantulas del tratamiento BS germinaron al 100% en un menor tiempo,
asi mismo, en los tratamientos LA y BS las plantulas presentaron una mayor altura y un
mayor namero de hojas respecto al tratamiento FC, asi como un mayor contenido de biomasa,
mayor nimero de brotes y un mejor desarrollo radicular, lo cual indica que los fermentos
producen un efecto bioestimulante que promueve el desarrollo de las plantulas de cafia de
azlcar. En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, no se observan efectos
significativos de los tratamientos estudiados, sin embargo, en el tratamiento FC hubo un
incremento de la EC, asi como una disminucion del pH, indicando un proceso de salinizacion

y acidificacion debido a la aplicacion de una mayor cantidad de fertilizante comercial.

En base a estos resultados, es posible concluir que la fermentacion anaerobia es una
alternativa viable para el tratamiento de los residuos de la agroindustria piloncillera, ya que
permite su tratamiento, lo cual disminuye su impacto al medio ambiente, su valorizacion
mediante la produccion de metabolitos de interés como &cido lactico y biomasa proteica, y

su aprovechamiento mediante la aplicacion de los fermentos en cultivos de interés para la
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agroindustria piloncillera sin generar efectos fitotoxicos en las plantas y en el suelo. Asi
mismo, el proceso fermentativo con microorganismos probiodticos se plantea como una
estrategia de economia circular permitiendo promover la sostenibilidad econémica y
ambiental de la agroindustria piloncillera la cual requiere de estrategias innovadoras para su
desarrollo econdmico y tecnolégico.
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Recomendaciones

Utilizar un residuo rico en nitrogeno y que sea facil de obtener en la region, por ejemplo,
suero de leche y pollinaza, para llevar a cabo una cofermentacion con los residuos de la
agroindustria piloncillera, ya que como se observo en los resultados la produccion de acido
lactico se encontrd0 por debajo de los valores reportados en otros estudios debido

principalmente al bajo contenido de nitrégeno en la CP y el ALM.

Incrementar la concentracion de la solucion de CP en valores mayores a 150 g CP/L con el
fin de evaluar el comportamiento de las cepas probidticas estudiadas y los parametros de
operacion del proceso fermentativo. También resultaria viable evaluar el desempefio de otras
cepas probioticas como: Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. También se recomienda operar el proceso de fermentacion en
modo semicontinuo para evaluar el efecto de la carga orgéanica y el tiempo de residencia

hidraulico en la densidad celular, la produccion de &cido lactico y biomasa proteica.

Realizar la optimizacion de las condiciones de operacion del proceso de manera que se
maximice la produccién de los metabolitos de interés. Asi mismo, se recomienda realizar la
aplicacion de los fermentos en otras especies agricolas de interés para la agroindustria
piloncillera para promover la rotacion del cultivo de cafia de azlcar y diversificar sus

ingresos. Realizar el escalamiento de la aplicacion de los fermentos a nivel de campo.

Con el fin de fundamentar la viabilidad del proceso de fermentacion, resultaria de utilidad la
elaboracion de un andlisis tecno-econémico del mismo, que permita tener una vision mas
amplia del beneficio econémico y ambiental para la agroindustria piloncillera. También
resultaria adecuado difundir los resultados del presente estudio con los productores de
piloncillo, o bien con representantes de la agroindustria para intercambiar ideas y permitir la

implementacion del proceso en los centros de produccion.
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