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RESUMEN

Produccion de bioestimulantes de crecimiento de especies de uso forestal y
comercial a partir del proceso de biotransformacion de granos gastados de
cerveza artesanal con Lactobacillus rhamnosus.

Elaborado por: 1.Q. Phoebe Sabrina Rodriguez Ortega
Dirigida por: M.C. Maria Elena Garcia Reyes

La industria cervecera genera grandes volimenes de granos gastados de cerveza
(alrededor del 85 %). El objetivo de esta investigacion fue obtener un bioestimulante de
crecimiento vegetal a partir del proceso de biotransformacion anaerobia de granos
gastado de cerveza artesanal (GGCA) con Lactobacillus rhamnosus, aplicado en

especies forestal (encino) y comercial (cebada).

Se implementd el proceso de biotransformacion anaerobia empleando tres
concentraciones de inoculo (5, 10 y 15 % v/v). El proceso fermentativo se realizé en un
reactor batch de 1 L, a 37 °C por un periodo de 72 horas y agitacion constante de 120

rpm.

El proceso de biotransformacion con L. rhamnosus mostro diferencias significativas entre
los tres indculos. El tratamiento del 5 % demostr6 una menor degradacion de
carbohidratos. Por el contrario, el in6culo del 10 % destac6 por su mayor velocidad de
crecimiento y densidad celular final, aunque su tiempo de adaptacion es mayor.
Finalmente, el in6culo el in6culo del 15 % disminuyd dicho tiempo y sus valores de
proteinas y nitrégeno fueron mayores. En las pruebas de aplicacion, el fermento del 15
% destaco en cebada al igualar la altura del testigo y superar la biomasa total. En encino

mejoro el indice de esbeltez. la concentracion de clorofila y el desarrollo radicular.

Los resultados obtenidos demuestran que los fermentos probiéticos obtenidos mediante
biotransformacién de los GGCA con L. rhamnosus son bioestimulantes eficaces que
promueven el crecimiento vegetal, mejoran las propiedades del suelo y representan una
alternativa sostenible de economia circular para la valorizacion de residuos cerveceros,

contribuyendo al sector cervecero artesanal.



ABSTRACT

Production of growth biostimulants for forest and commercial species through
the biotransformation of craft brewery spent grains using Lactobacillus
rhamnosus.

By: 1.Q. Phoebe Sabrina Rodriguez Ortega

Advisor (s): M.C. Maria Elena Garcia Reyes

The brewing industry generates large volumes of spent beer grains (around 85%). The
aim of this research was to obtain a plant growth biostimulant from the anaerobic
biotransformation of craft brewery spent grains (CBSG) with Lactobacillus rhamnosus,

applied to forest (oak) and commercial (barley) species.

The anaerobic biotransformation process was implemented using three inoculum
concentrations (5, 10, and 15 % v/v). The fermentation process was carried outina 1 L

batch reactor at 37 °C for 72 hours with constant stirring at 120 rpm.

The biotransformation process with L. rhamnosus showed significant differences among
the three inoculums. The 5 % treatment demonstrated less carbohydrate degradation.
Conversely, the 10 % inoculum stood out for its faster growth rate and higher final cell
density, although its adaptation time was longer. Finally, the 15 % inoculum reduced the
germination time and its protein and nitrogen values were higher. In application tests, the
15 % ferment stood out in barley, matching the height of the control and exceeding the
total biomass. In oak, it improved the slenderness index, chlorophyll concentration, and

root development.

The results obtained demonstrate that the probiotic ferments obtained through
biotransformation of CBSG with L. rhamnosus are effective biostimulants that promote
plant growth, improve soil properties, and represent a sustainable circular economy

alternative for the valorization of brewing waste, contributing to the craft brewing sector.
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INTRODUCCION

Las actuales necesidades sociales han generado un crecimiento exponencial en las
demandas hacia el sector agroindustrial y como consecuencia se ha generado la
acumulacion de multiples residuos lignocelulésicos, como los granos gastados de
cerveza, de los cuales no existe un método de disposicion adecuado, generando
afectaciones severas en el ambiente. Un método previsto para combatir con la creciente
acumulacion de residuos es la implementacién de sistemas de valoracion de estos
recursos aplicando técnicas de economia circular, la cual, a diferencia de los sistemas
econdémicos tradicionales, brinda multiples oportunidades comerciales y econémicas, al
igual que beneficios ambientales (Ledn, 2022). De acuerdo con SIAP (2023), la
produccion de cerveza en México se posiciond en primer lugar como el sector
agroindustrial con mayor superavit con 343 MDD, destacando que México ocupa el 4°
lugar mundial como productor de cerveza con una produccién alrededor de 125 millones
de hectolitros producidos en el afio 2019 (Vazquez-Alfaro et al., 2022). Se evidencia que
con un nivel tan alto de produccion también viene un gran nivel de residuos como las
aguas residuales, altas emisiones de CO, y residuos solidos. Entre estos ultimos, los
granos gastados de cerveza (GGC) representan el principal desecho producido por la
industria cervecera durante el paso de maceracion y filtracién, los cuales no son

aprovechados generando impactos ambientales (Santacruz-Salas et al., 2023)

El aprovechamiento de los GGC viene gracias a la composicion de estos residuos los
cuales, al ser lignocelulésicos, son ricos en lignina, hemicelulosa y celulosa pudiendo ser
aprovechados por empresas mediante alternativas como el compostaje, la digestion
anaerobia y la fermentacién con microorganismos por mencionar algunos procesos,
permitiendo la obtencién de productos de valor agregados como biofertilizantes,
bioenergias o alimentacion animal. Actualmente, la aplicacion de los GGC esta
principalmente enfocada en alimento de ganado bovino (Leiva, 2021). Sin embargo, para
brindarle mayor valor a este residuo y apoyar a las PYMES locales del sector cervecero,
en el presente trabajo de investigacion se realizé el manejo y disposicion de los granos
gastados de cerveceras artesanales (GGCA) de la region de las altas montafias para

obtener un bioestimulante a partir de la biotransformacion de dicho residuo con



Lactobacillus rhamnosus que cuente con las caracteristicas necesarias para su posterior
aplicacion en especies forestal (encino) y comercial (cebada), logrando beneficios

ambientales, sociales y econémicos.

Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetivo obtener un bioestimulante de
crecimiento vegetal a partir del proceso de biotransformacién anaerobia con L.
rhamnosus a los GGCA aplicados en especies forestales de la zona de las altas
montafias y especies comerciales, de tal manera que durante la metodologia de este
trabajo se hizo la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de los GGCA y de las
biomasas probibticas obtenidas del proceso de biotransformacion anaerobia con L.
rhamnosus y el estudio del efecto de aplicacion de las biomasas como bioestimulante de
crecimiento, contribuyendo asi a las PYMES del sector cervecero artesanal y a los grupos

sociales encargados de la reforestacion en zonas de riesgo ambiental.



OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener un bioestimulante de crecimiento vegetal a partir del proceso de
biotransformacion anaerobia con Lactobacillus rhamnosus a los granos gastados de
cerveza artesanal aplicados en especies forestales de la zona de las altas montafas y

especies comerciales.
Objetivos especificos

1. Caracterizar fisicoquimica y microbiolégicamente los granos gastados de cerveza
artesanal.

2. Implementar el proceso de transformacion anaerobia con L. rhamnosus

3.Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de las biomasas probioticas
obtenidas del proceso de biotransformacion.

4. Estudiar el efecto de aplicacién de las biomasas probidticas como bioestimulantes de

crecimiento en especie forestal y comercial.

Xi
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Sector agroindustrial

FUNDAMENTOS TEORICOS

La agricultura es una actividad destinada al desarrollo de diversos cultivos permitiendo

satisfacer la demanda de la sociedad, mientras que la agroindustria es la encargada de

brindarles un valor agregado a materias primas como verduras, frutas y ganado a traves

de procesos de produccion (Martinez-Prats et al., 2022). Esta relacién entre la agricultura

y la industria ha generado aportaciones econémicas y sociales alrededor del mundo.

Esta industria segun lo mencionado por Martinez-Prats et al., (2022), ha sido relevante

en el desarrollo econémico de los paises desarrollados como México. Para enero de 2023

segun datos recabados por el SIAP, (2023) México tuvo un superavit de 232 MDD. En la

Tabla 1.1 se muestran los productos con mayores aportaciones econémicas al pais.

Tabla 1.1 Sectores agroindustriales de México, enero 2023.

TIPO

PRODUCTO

SUPERAVIT (MDD)

AGROINDUSTRIA
AGROINDUSTRIA
AGROINDUSTRIA
AGROINDUSTRIA

AGROINDUSTRIA

AGROINDUSTRIA

AGROINDUSTRIA

AGROINDUSTRIA

TOTAL

Cerveza de malta
Tequila y mezcal
Productos de panaderia
Azlcar
Articulos de confiteria sin
cacao
Hortalizas cocidas en agua o
vapor
Frutas conservadas
Productos de cereal tostado

inflado

343
292
124
118

68

51

34

29

1, 059 MDD
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1.1.1 Residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales, tanto soélidos como liquidos, generados durante el
consumo directo de productos agricolas y/o a lo largo de su desarrollo, representan un
desafio para la sustentabilidad del sector agricola debido a los grandes volimenes en los
que son generados. Ejemplos comunes de residuos agroindustriales son los que
provienen de granjas de animales, cultivos de frutas y granos, asi como la industria
alimentaria. Gutiérrez-Antonio et al. (2020) mencionan que en 2014 a nivel mundial 3,045
billones de toneladas de residuos agroindustriales se produjeron y, en México, 75.73

millones de toneladas de materia seca pertenecientes a varios cultivos.

A pesar de ser desechos naturales, su mala gestion genera graves afectaciones al medio
ambiente como las emisiones de diéxido de carbono (CO:2) que contribuyen al cambio
climatico, asi como la contaminacion de cuerpos de agua afectando ecosistemas y
comunidades aledafnas (Aguiar et al., 2022). Sin embargo, estos residuos pueden ser
aprovechados para la generaciéon de productos con valor agregado de interés comercial

y/o social (Gutiérrez-Antonio et al.,2020).

La aplicacion de estrategias de valorizacion permite la obtencion de bicombustibles y
energias como la eléctrica y/o calorifica, Figura 1.1, contribuyendo a la mitigacién de
efectos negativos al medio ambiente y favoreciendo al modelo de economia circular. No
obstante, su aprovechamiento requiere de tecnologias eficientes capaces de superar las
limitantes que derivan al trabajar con estos residuos debido a su alto contenido de
humedad y baja densidad, lo que dificulta su tratamiento.
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Figura 1.1 Proceso de aprovechamiento de residuos agroindustriales. (Gutiérrez-Antonio et al.,
2020).

1.1.2 Industria cervecera en México

En México, la industria cervecera es una de las méas relevantes dentro del sector
manufacturero ya que de acuerdo con el INEGI, forma parte de las 19 actividades mas
importantes de un total de 288 actividades econdmicas de las industrias manufactureras
(Martinez, 2020; Censos Econdmicos, 2019).

Guzman et al., (2024) destacan que la produccién nacional se ha diversificado con
nuevas variedades, incluyendo cerveza artesanal y sin alcohol, siendo una fuente
econdémica destacable para el pais. En conjunto con la industria tabaquera, aporta el 3.39
% de PIB nacional, posicionandose como la quinta industria manufacturera mas relevante

del pais como expresa Guzman et al., (2024).
México pertenece a los mayores exportadores de cerveza a nivel mundial

México pertenece a los mayores exportadores de cerveza a nivel mundial con un 27%,
superando a Paises Bajos (14 %), Bélgica (11 %) y Alemania (9 %) Santacruz-Salas et

al., (2023). Asimismo, se posiciona como el cuarto productor mundial por abajo de China,
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Estados Unidos y Brasil en base a datos del informe anual 2021 de “Cerveceros de

México”.

La industria cervecera en el ambito social y agricola representa un beneficio a miles de
familias mexicanas: aproximadamente 5,000 familias dependen del cultivo de cebada y
alrededor de 700,00 empleos directos e indirectos son generados (Cerveceros de México,

2022). Para su elaboracion, se requieren
1.1.3 Proceso de produccién de la cerveza

Para su elaboracion, la cerveza requiere principalmente de agua, malta, ldpulo y
levadura, aunque factores como la temperatura, el tipo de grano, el tipo de levadura,

influyen directamente en la calidad de la cerveza.

El proceso de elaboracion de la cerveza, conforme a Ramilla et al., (2023), incluye
diversas etapas:

e Molienda: Trituracion de la malta permitiendo una mayor eficiencia de las enzimas
en la etapa de la maceracion.

e Maceracion: Mezcla de malta con el agua para la obtencion de mosto; el pH,
temperatura y tiempo son variables que influencian la actividad enzimatica.

e Filtracion: Separacion del mosto para extraer compuestos solubles de los
insolubles. En esta etapa se genera el primer residuo: granos gastados también
conocido como bagazo de cerveza.

e Coccion: Adicion del lapulo al mosto filtrado.

e Whirlpool: Extraccién de soélidos pesados del producto obtenido en la etapa
anterior. Se genera el segundo residuo del proceso: el trub.

e Enfriamiento: Disminucion de la temperatura del mosto lupulado, permitiendo
actuar a las levaduras para llevar a cabo la fermentacion.

e Aireacion: Ajuste del nivel de oxigeno para la adecuada propagacion de
levaduras.

e Fermentacion: Los azucares se fermentan produciendo etanol y COz; posterior se

realiza la maduracion del producto.

14



FUNDAMENTOS TEORICOS

e Clarificacion y Filtracion: Dependiendo de la concentracion de levaduras y

sélidos en suspensién se presentan dos casos:
Para cervezas no filtradas: La clarificacion se realiza mediante centrifuga.
Para cerveza filtrada: Se adiciona la etapa de filtracion a la clarificacion. ”

Carbonatacion: Cuando se cuenta con un porcentaje de dioxido de carbono bajo
se realiza una inyeccién de CO:2 para luego ser almacenada.

e Envasado: El vidrio, aluminio o barriles son los principales materiales utilizados
para el almacenaje del producto final lo que genera diversos residuos tras su

consumao.

Finalmente, la produccion cervecera se divide en industrial y artesanal,
diferencidndose por el volumen de produccion, nimero de etapas e ingredientes
involucrados y la presencia o ausencia de filtracion y pasteurizacién Santacruz-Salas
et al., (2023).

1.1.4 Industria cervecera artesanal en México

Germéan et al. (2020), sefialan que la industria cervecera en México es un sector
relativamente nuevo que ha adquirido fuerza desde 2011, afio en que representaba
apenas un 0.1 % de la produccion nacional. De acuerdo con el estudio “La Cerveza
Artesanal. Una experiencia multisensorial” realizado por Deloitte, las primeras cerveceras
artesanales mexicanas surgieron a mediados de los afios noventa. Para 2017, este sector
registré un crecimiento del 59 %, con ventas de 166, 069 hectolitros e ingresos de 420

millones de dolares, segun Garcia (2020).

La Tabla 1.2 presenta la evaluacion de la oferta nacional de cerveza artesanal entre 2011
y 2018.
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Tabla 1.2 Datos histoéricos de oferta nacional de cerveza artesanal

Oferta Nacional de Cerveza Artesanal

Periodo (Litros)
2011 - 2012 1, 220, 000
2012 - 2013 1, 680, 000
2013 - 2014 2,500, 000
2014 - 2015 3, 250, 000
2015 - 2016 4, 760, 000
2016 - 2017 7,560, 000
2017 - 2018 11, 810, 000

Segun la Asociacion de Cerveza Artesanal (ACERMEX), actualmente Unién Cervecera
Independiente, la produccion de cerveza artesanal fue de 134.7 millones de hectolitros
en 2021, representando un crecimiento del 13.5 % respecto a 2020. German et al., (2020)
indican que, a pesar de que la Ciudad de México alberga el 21 % de las fabricas, la mayor

produccion se ubica en Jalisco (34 %), seguido de Nuevo Ledn (15 %).

Finalmente, el impacto ambiental relacionado con la produccién de cerveza depende
tanto del proceso como el tamafio de la empresa. El gasto de agua y energia, asi como
la generacion de residuos como los granos gastados de cerveza (GGC), representa

desafios ambientales significativos.

1.2 Granos gastados de cerveza (GGC)

El bagazo de cerveza, también conocido como granos gastados de cerveza (GGC), es el
principal residuo de la industria cervecera, generado tras la maceracion vy filtracién del
grano de malata. Representa alrededor del 85 % de los residuos totales y se producen

cerca de 20 kg por cada 100 L de cerveza (Santacruz-Sales et al., 2023),

Su composicion incluye lipidos, minerales, vitaminas, aminoacidos y compuestos
fendlicos, compuestos que lo hacen atractivo para su valorizacion. Sin embargo, su alto
contenido de humedad (80 % - 90 %), incrementa su impacto ambiental, generando entre
30 % y 60 % de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y de sélidos suspendidos
totales (SST) segun Santacruz-Salas et al., (2023).
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Tradicionalmente, este residuo, como se muestra en la Figura 1.2, y el trub, son
destinados a la alimentacidon animal, sin embargo, su rapida descomposicion debido a la
actividad microbiana dificulta su manejo y transporte, por lo que se recomienda su secado
previo. Multiples alternativas se han investigado para el aprovechamiento de este residuo
para la produccion de biocombustibles (Cater et al., 2015; Paniji¢ko et al., 2017) al igual
que el biochar en la agricultura, mostrando mejorasen la fertilidad del suelo y el

crecimiento vegetal como lo mencionan Manolikaki y Diamadopoulos (2020).

Figura 1.2 Granos gastados de cerveza

1.2.1 Composicion de los granos gastados de cerveza

Los GGC se caracterizan por su alto contenido de proteinas y fibra. Segun Demilta y
Tagliaferro (2024), contienen 15 — 26 % de proteinas y alrededor del 70 % de fibra,
constituida por celulosa, hemicelulosa y lignina. En la Tabla 1.3 se resume su

composicién (Raimilla et al., 2023; Demilta y Tagliaferro, 2024).
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Tabla 1.3 Composicién de los GGC en base seca.

Componente Porcentaje (%)
Proteina 15-26
Fibra 70
Celulosa 15.5-26
Hemicelulosa 28-35
Lignina 28
Lipidos 3.9-18
Cenizas 25-45
Polifenoles 1.7
Almidoén 1.48
Carbohidratos 34

Ademas, contiene minerales como calcio, fésforo y selenio, asi como vitaminas (biotina,
colina, niacina, acido félico y tiamina) y multiples aminoacidos, entre ellos leucina, glicina

y tirosina (Raimilla et al.,2023).

1.3 Aprovechamiento y biotransformacién de residuos agroindustriales

Los residuos lignoceluldsicos son ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina, componentes
cuya estructura compleja dificulta su degradacion natural, es por ello que, al ser
sometidos a tratamientos biolégicos como fermentacion, compostaje, biodegradacion o
digestiébn anaerobia, se pueden obtener biomasas de utilidad para la generacion de
energia, fertilizantes y otros productos de interés, fomentando una economia circular.

La inoculacién de agentes microbianos con la caracteristica de desnaturalizar estructuras
complejas como la celulosa mejoran su biodegradabilidad y reduce los impactos

ambientales relacionados, como la contaminacion del agua, aire y suelo (Crespo, 2022).

Conocer la estructura y composicion de las biomasas lignocelulésicas es clave para el
desarrollo de procesos alternativos para el aprovechamiento y valorizacion de

subproductos generados en actividades agroindustriales (Viteri, 2022). En la Tabla 1.4 se
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presentan los procesos de biotransformacion para la valorizacion de residuos

agroindustriales y los productos de valor agregado obtenidos.

Tabla 1.4 Biotransformacién de residuos agroindustriales en productos de interés econémico y

social.
. . Pr
Categoria Producto Residuo . oceso de .,
biotransformacion
Residuos
Biogas lignocelulésicos y Digestion anaerobia
estiércol
. Céscara de platano Hidrdlisis enzimatica y
Bioetanol .,
maduro fermentacion
i Ati . . Hidrolisis enzimati
B}oenergethos y Biobutanol Paja de arroz d C; SIS € _,at cay
biocombustibles ermentacion
L Residuos . L
Biodiesel . . Produccion enzimatica
lignoceluldsicos
Mostos residuales,
bagazo, cachaza, Biodegradacion aerobia y
cenizas, cascaras, el uso de una mezcla
Compostaje bagazo de frutas, tallos polienzimatica
y hojas
Remocién de .
: - Residuos de fruta y S .
Compostaje y uso en hidrocarburos en el viruta Técnica de compostaje
recuperacion de suelo .
medios abidticos Presencia de grupos
i Adsorbente para o activos, cantidades de
contaminados P Bagazo de cafia de

lignina, celulosa,
hemicelulosa y punto de
carga cero

remocién de farmacos ., .
: azucar y olote de maiz
en aguas residuales
Tallos de cafia fresco,
fruta fresca, granos
frescos de maiz,
Bioplasticos cascarilla de arroz y
residuos de papa

Otros productos de

interés Uso como celulosa

Dentro de las distintas estrategias de biotransformacion de residuos agroindustriales, la
digestion anaerobia destaca por ser de las tecnologias mas empleadas para la
valorizacion de materia organica en productos de alto valor. Este proceso se ha

posicionado como una alternativa dentro del modelo de economia circular.

1.3.1 Digestion anaerobia

La digestion anaerobia (DA) es un proceso biolégico donde microorganismos se

encargan de degradar materia organica en ausencia de oxigeno para la obtencion de
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productos de valor como el biogas y biofertilizantes. Este fenbmeno se aprecia de manera
natural en el sistema digestivo de los rumiantes (Cremonez et al., 2021). La aplicacion de
esta tecnologia a residuos organicos aparte de brindar productos de valor agregado es

que reduce olores y patdgenos.

El proceso de DA consta de cuatro etapas principales (Figura 1.3).

Compuestos organicos complejos
Proteinas Hidratos de carbono Lipidos
HIDROLISIS l Bacterias hidroliticas
Compuestos organicos solubles
Aminokcid o Alcohol Acidos grasos de
minoacidos zucares coholes cadena larga (AGCL)
Bacterias fermentativas
ACIDOGENESIS
AGVs
(propidnico,butirico,valérico...)
ACETOGENESIS Bacterias acetogénicas
Acetato Bacterias homoacetogénicas Hz
NH,-N Co,
Bacterias metanogénicas 4 Bacterias metanogénicas
METANOGENESS acetoclasticas o, hidrogenotréficas

Figura 1.3 Esquema del proceso de DA. (Fernandez et al., 2016)

e Hidralisis: Los compuestos complejos se descomponen en moléculas mas
sencillas y solubles por accion de cepas bacterianas (Mamani et al., 2021).

e Acidogénesis: Obtencion de acidos organicos a partir del sustrato hidrolizado
mediante un proceso de fermentacion de bacterias acidogénicas, en esta etapa se
genera acido acético (CHz-COOH), hidrégeno (H2) y didxido de carbono (COy).

e Acetogénesis: Los acidos grasos obtenidos en la etapa previa se reducen a acido

acético.

20



FUNDAMENTOS TEORICOS

e Metanogénesis: En la etapa final el CO2, el H2y el &cido acético se transforman
en metano (CHa).

A pesar de ser una tecnologia prometedora para la degradacidon de residuos
lignoceluldsicos, su aplicacion puede generan compuestos no deseados como el acido
sulfhidrico, acido altamente corrosivo y nocivo al medio ambiente. Debido a ello, se busca
complementar con alternativas mas amigables con el ambiente en ciertos tipos de

materiales.

1.4 Fermentaciones probiéticas y bacterias acido lacticas

La fermentacion probidtica es un proceso a través del cual cepas microbianas,
principalmente bacterias acido lacticas (BAL), consumen sustratos alimentarios ricos en
azucares, citrato y aminodacidos para producir biomasa y metabolitos de interés industrial
y biotecnoldgico como menciona Latif et al., (2023). Entre estos metabolitos destaca el
acido lactico (AL), lo que convierte a las BAL en agentes clave para la fermentacion de
alimentos y en la salud humana (F.W.W, 2020). Las BAL, mayoritariamente probioticas,
son microorganismos Gram-positivas no esporulados reconocidos como seguros (GRAS)
lo que las permiten ser empleadas en alimentos dirigidos al consumo humano
(Fernandez, 2022).

En funcion de la ruta metabdlica empleada, los lactobacilos pueden clasificarse en dos
principales grupos:

¢ Homofermentativo: Principalmente se produce acido lactico (90 %) a través de la
fermentacion de la glucosa mediante la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
como menciona Fernandez (2022).

e Heterofermentativo: A través de la via de fosfogluconato a parte de producir AL
también se generan compuestos como acido acético, dioxido de carbono, etanol,
mediante la via fosfogluconato donde aproximadamente el 50 % de la glucosa se
transforma en AL.

El término probidtico proviene del griego “pro” y “bios”, que se refiere “a favor de la vida”.

Estos microrganismos vivos y no patégenos brindan multiples beneficios al consumidos
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al ser administrada en cantidades adecuadas (Cervantes-Elizarraras et al., 2022; Pandey
et al., 2022), Los Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc pertenecen a

esta categoria como destaca Silveyra et al. (2022).

Lactobacillus rhamnosus, bacteria acido lactica ubicada principalmente en el tracto
intestinal humano (Suissa et al., 2023) gracias a sus multiples beneficios a la salud ha
generado que esta cepa probidtica gane popularidad dentro de la poblacion como
suplemento nutricional en alimentos funcionales brindando beneficios a la salud intestinal
(Tong et al., 2021) (Wonglapsuwan et al., 2024). (Wu et al., 2020) en su trabajo de
investigacion ha demostrado su eficiencia para el tratamiento de infecciones resistentes

a diversos medicamentos como E.coli y Straphylococcus aureus.

1.5 Bioestimulantes

Los bioestimulantes, como lo describen Lépez-Padron et al. (2021) son sustancias o
microorganismos organicos o inorganicos encargados de estimular en las plantas su
eficiencia nutricional, mayor tolerancia al estrés abiéticos y mejorar la calidad del cultivo
sin importar su contenido de nutrientes. Esto es gracias a las sustancias bioactivas que
los conforman promoviendo la absorcion y la eficiencia de asimilacién de nutrientes
(Franzoni et al., 2022).

1.6 Importancia, distribucion y estado de conservacién de los bosques a

nivel mundial y México

Los bosques cubren 31% de la superficie terrestre, equivalente a 39 millones de km?, y
son esenciales por su aporte social y ambiental, proporcionando recursos maderables,
minerales y funcionales ecolégicas dentro de las cuales destaca la captacion de carbono,
retencién de suelos y la recarga hidrica como destaca Barrios-Calderén (2022). En 2020,
la distribucion global de bosque fue: 45 % tropicales, 27 % boreales, 16 % templados y

11 % subtropicales (FAO, 2020). Esta distribucion se muestra en la Figura 1.4.
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Figura 1.4 Distribucion mundial de area de bosque en el afio 2020 segun la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura.

Sin embargo, el aumento poblacional y la explotacion excesiva ha ocasionado
deforestacion y degradacion de los ecosistemas, reduciendo recurso y afectando la
biodiversidad y el clima. La deforestacion, frecuentemente resultado de practicas ilegales,
provoca pérdida de biodiversidad, escasez de agua y alteraciones climaticas segun
Valdez y Cisneros (2020). Se estima que pueden absorber hasta 24 % de las emisiones
nacionales de GEI, contribuyendo a los compromisos del Acuerdo de Paris, que
contemplan una reduccién del 22 % de emisiones para 2030 (Programa Nacional Forestal
2020-2024, 2020).

1.6.1 Bosque templado

Los bosques templados, también conocidos como bosques de: coniferas y mixtos de pino
y encino (SEMARNAT, 2018), se caracterizan por conformarse de géneros como Pinus,
Abies, Pseudotsuga, Cupressus, Juniperus y Quercus (Silva et al., 2021). Estos
ecosistemas estan asociados a zonas montafiosas debido a factores climéticos y de
altitud (Graciano-Avila et al., 2020) y abarcan 46 millones de hectareas, equivalentes al
24 % del territorio nacional (Manzanilla et al., 2020; Barrios-Calderon, 2022). De esta
superficie, aproximadamente 323,305 km? proveen recursos maderables y no
maderables, ademas de albergar alta biodiversidad segun lo reportado por Flores et al.,
(2021).
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Se distribuye principalmente en la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Sierra
Madre del Sur y la Faja Volcanica Transversal, regiones que contienen mas de la mitad
de las especies de pinos y encinos del pais y 3% de los taxas de Quercus del mundo
(Manzanilla et al., 2020). No obstante, alrededor del 45 % de estas &reas presentan
degradacion por actividades como tala ilegal, agricultura, incendios y enfermedades
(Flores et al., 2021).

1.7 Deforestaciony degradacion en México

La deforestacion genera gran pérdida de biodiversidad e incremento en emisiones de GEI
(Flores et al., 2021). Entre 2001 y 2022, el Sistema Nacional de Monitoreo Forestal
reporté una pérdida promedio anual de 208,746 hectareas de cobertura forestal. México
presenta una de las mayores tasas de deforestacion en Latinoamérica, con una pérdida
anual de 1.9 % (Hernandez-Pérez et al., 2022). La Figura 1.5 presenta las principales

causas que generaron la perdida de ecosistemas forestales.

2.54% B 2.30% B 0.06%

H 21.26%

B 73.84%

M Tierras forestales a pastizales M Tierras forestales a tierras agricolas
Tierras forestales a otros usos H Tierras forestales a asentamientos humanos

H Tierras forestales a humedales
Figura 1.5 Principales causas de pérdida de ecosistemas forestales en el periodo 2001-2022.
Para compensar esta problematica, el pais a partir de la Procuraduria Federal de
Proteccion al Ambiente (PROFEPA) han implementado acciones como certificacion

forestal, reforestacion y creacion de areas naturales protegidas (ANP) administradas por
la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), con 232 ANP
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registradas (Comisioén Nacional de Areas Naturales Protegidas , 2024), mostradas en la
Figura 1.6, asi como programas de pago por servicios ambientales (PSA), orientados al
incentivo econdmico para conservar ecosistemas y funciones como secuestro de

carbono, regulacion hidrica y proteccion de habitats (Von et al., 2021).
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Figura 1.6 Areas Naturales Protegidas Federales de México, enero 2024.

Sin embargo, algunos programas agricolas como Procampo y Alianza para el Campo han
promovido el cambio de uso de suelo, favoreciendo la deforestacién (Schmook y Vance,
2009).

1.7.1 Deforestacién en Veracruz

Veracruz es el tercer estado del pais con mayor diversidad, como se muestra en la Tabla
1.5, y uno de los nueve con mayores endemismos, gracias a la transicion entre las
regiones biogeogréficas neértica y neotropical (FGM, 2022; Hernandez-Pérez et al.,
2022). No obstante, sufre pérdida de cobertura forestal y fragmentacion, especialmente
en bosques mesodfilos de montafia debido a actividades agricolas y ganaderas

(Hernandez-Pérez et al., 2022).
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Tabla 1.5 Cobertura del tipo de vegetacion para Veracruz.

Ecosistemas

Tipo de vegetacion (ha)

Pastizales
Vegetacion secundaria
Bosques tropicales perennifolios
Bosques mesdfilos de montafias
Popal-tular
Bosque de pino
Manglares
Bosque de pino-encino
Bosque de encino
Bosques tropicales caducifolios
Dunas costeras
Matorrales xerofilos
Bosque tropical subcaducifolio

Bosque de galeria

Bosque de abeto y oyamel (Abies)

Bosque de tascate (Juniperus)
Palmar
Total

Superficie estatal

3 254 999
798 519
251 505
136 428
126 299
52 826
43 021
26 253
20 100
22 843

18 167
9391
1432
128
1507
110
2975

4 766 503

7182 040

La degradacion de la cobertura vegetal ha incrementado por el cambio de suelo,
afectando tanto bosques de pino como de encino. Esta problematica, genera
fragmentacion, pérdida de biodiversidad e incremento en gases de efecto invernadero, lo
que resalta la necesidad de estipular estrategias de conservacion para mantener el
equilibrio ecoldgico y apoyar al bienestar comunitario en base a lo mencionado por

Hernandez-Pérez et al., (2022).

26



FUNDAMENTOS TEORICOS

Ademas, Veracruz presenta una alta tasa de incendios forestales. En 2023, se registraron
alrededor de 269 incendios forestales, afectando 2,305.35 hectareas, de las cuales
1,296.70 ha correspondieron a estrato arbustivo, 190.53 ha a estrato herbaceo y 40.63
ha a arbolado adulto segun cifras de la CONAFOR (2023). Los municipios con mayor
namero de incendios reportados fueron: Perote (75), Soteapan (20), Maltrata y
Mecayapan (19) y Ayahualulco (14), mientras que los mayores dafios de superficie se
presentaron en Ixhuacédn de los Reyes (373.69 ha), Mecayapan (367.14 ha) y La Perla
(172.14 ha) (CONAFOR, 2023).

Respecto al tipo de vegetacion afectada, 118 incendios ocurrieron en bosques de pino,
72 en bosques mixtos de pino-encino, 9 en selvas baja caducifolia y 19 en otros tipos de
vegetacion (CONAFOR, 2023).

1.8 Especies de interés forestal: Quercus

El género Quercus (roble) (Figura 1.7), perteneciente a la familia Fagaceae, incluye
alrededor de 500 especies convirtiéndolo en una planta lefiosa con mayor distribucion e
importancia a nivel mundial, especificamente en el hemisferio norte (Valencia-A, 2004)
(Escandon et al., 2021).

27



FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 1.7 Quercus laurina

Estas especies, pueden presentarse como arbusto o arboles, se distribuyen en bosques
templados del hemisferio norte y zonas tropicales de acuerdo a Taib et al., (2020). En
América, su distribucion abarca desde Canadd hasta Colombia, incluyendo Cuba
(Valencia-A, 2004), mientras que en México su distribucion va desde el norte hasta el sur

del pais en altitudes entre 1200 y 2800 m s. n. m (Gutiérrez et al., 2021).

Este género cuenta con una alta frecuencia de hibridacion natural, cuando dos especies
coexistentes florecen a la par, fenomenos influenciados por factores ambientales locales

y la estructura espacial de las comunidades como menciona Vaca-Sanchez et al. (2021).

La especie Quercus cuenta con una gran importancia ecoldgica gracias a su contribucion
a la conservacion del agua y suelo, siendo la madera, la corteza y las bellotas sus partes
mas aprovechadas (Flores y Gonzalez, 2021; Morales, 2021). Su relevancia de igual
forma destaca en la parte cultural y medicinal ya que en el trabajo de investigacion de
Taib et al., (2020), destacan el uso de esta especie por pueblos indigenas para el
tratamiento de problemas gastrointestinales y heridas.

México es un centro clave de diversificacion de encinos, con 170 especies, de las cuales
100 son endémicas, convirtiéndolo en el pais con mayor variedad de Quercus (Flores et

al., 2021; Vaca-Sanchez et al., 2021; Valencia-A, 2004). La principal distribucién de esta
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especie es en los estados de Oaxaca, Nuevo Ledn, Jalisco, Chihuahua y Veracruz
(Proteccion al Ambiente, 2020). Sin embargo, los bosques de encino enfrentan amenazas
provocadas por incendios forestales, plagas, sequias y actividades antropogénicas como
destaca Alfaro-Reyna et al. (2022), situacion que se refleja también en Europa, Oriente
Medio y América del Norte (Escandodn et al., 2021). Ademas, Girdn et al., (2023) resaltan
la relevancia ecolégica de estos bosques gracias a la presencia de liquenes,

microorganismos simbidticos esenciales para la salud de los ecosistemas montafiosos.

Los liqguenes (Figura 1.8), pertenecientes al reino Fungi, representan aproximadamente
una quinta parte de las 1.5 millones de especies estimadas de hongos (Nimis et al., 2002)
y consisten en asociaciones mutualistas entre hongos, algas y cianobacterias que sirven
como unidad biologica (Poulsen, 202; Hawksworth et al., 2005). Estos organismos
benefician a la biomasa total de los bosques, al reciclaje de minerales y a la fijacién de
nitrogeno (Sanchez-Girén et al., 2023), ademas sirven como alimento, camuflaje y
material de anidacion, asi como desempenfar un papel crucial en la retencién de agua y

regulacion del nivel freatico (Chavarria-Valverde et al., 2024).

Los liqguenes también son reconocidos como bioindicadores sumamente empleados en

ecosistemas terrestres, cuya presencia depende de factores como la estructura del
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bosque, la edad, la cobertura del dosel (estrato superior de los bosques formado por
ramas y hojas cuya relevancia contribuye al ciclo del agua, impedimento de la erosion de
suelos e inundaciones, entre numerosos beneficios), la diversidad arbérea y el manejo
forestal (Sanchez-Giron et al., 2023). Su importancia incluye que son capaces de medir
la contaminacion atmosférica, cambios climaticos y la estabilidad del suelo; sin embargo,
debido a que las técnicas de medicion suelen ser costosas, los liquenes han emergido
como una alternativa frecuente para la medicion de contaminacion en areas extensas
(Hawksworth et al., 2005).

1.8.1 Quercus laurina

Quercus laurina también conocido como Quercus zempoaltepecana o Quercus ocoteifolia
se distribuye desde Honduras, El Salvador, Guatemala y México. Dentro del territorio
mexicano, como se muestra en la Figura 1.9, se distribuye en Nuevo Le6n, Tamaulipas,
Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Veracruz, Michoacan, Ciudad de México,
Morelos, Puebla, Tlaxcala, Guerrero, Oaxaca y Chiapas. Habita principalmente en
bosques de niebla, encino, pino-encino y pino-encino-abeto en altitudes de 1600 a 3000
msnm hasta 3650 msnm (Salazar, 2024).

Los Quercus se clasifican en dos secciones principales: Quercus (robles blancos) y
Lobatae (robles rojos). Quercus laurina es un roble mexicano perteneciente a los Lobatae
y presenta alturas entre 10 y 30 m en bosques mixtos de pino-encino (Vaca-Sanchez et
al., 2021), pudiendo alcanzar alturas de 35 m en ejemplares adultos (Salazar,2024).
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MEXICO

n Sfvao
EL SALVADOR

Figura 1.9 Distribucién de Quercus laurina en México.

Debido a sus rectos troncos, el uso de esta especie esta destinada principalmente para
la obtencion de postes, tablas, lefia y carbén. Segun Jerome (2018), en la REDIist de la
UICN, Quercus laurina no se considera una especie en peligro gracias a su amplia
distribucion; sin embargo, actividades antropogénicas como tala, incendios y pastoreo
representan una amenaza que comprometen la estabilidad de las poblaciones de robles.

1.9 Especies de interés comercial: Cebada (Hordeum vulgare L.)

La cebada (Hordeum vulgare L.) es una especie resiliente y tolerante a diversas
condiciones ambientales, lo que permite su amplia distribucion global. (Abebaw ,2021).

La composicién y principales componentes del grano, expresados en porcentaje de
materia seca, se presentan en las Tabla 1.6 y 1.7, mientras que su composicion quimica

general se ilustra en la Figura 1.10.
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Tabla 1.6 Composicién quimica del grano de cebada

Componente

% de materia
seca

Carbohidratos
Almidon
Sacarosa
Otros azlcares
Polisacaridos solubles en
agua
Polisacaridos solubles en
alcali
Celulosa
B-glucano
Lipidos
Proteinas
Albuminas y globulinas
Prolaminas (hordeinas)
Glutelinas (hordeinas)
Acidos nucleicos
Minerales
Otros

78 - 83

63 - 65
1-2
1
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Tabla 1.7 Composiciéon y nutrientes del grano de cebada.

Fraccion % del grano (por peso) Nutrientes clave
Celulosa, lignina, silica,
Cascarilla 9-14 compuestos fendlicos
Pericarpio 55-6.5 Celulosay lipidos
Lipidos, proteinas, B-
Capa de 11-13 glucano, arabinxilano,
aleurona minerales y vitaminas
Lipidos, proteinas de
almacenamiento, celulosa,
Embridn 25-4.0 azlcares, minerales y
vitaminas
Almidon, proteinas, B-
Endosperma 65 - 68 glucano y arabinoxilano
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Figura 1.10 Composicién quimica del grano de cebada (Abebaw, 2021).

En México, la cebada es un insumo esencial para la industria cervecera, donde
aproximadamente el 80 % de la produccion nacional es destinada a la elaboracion de
malta. De acuerdo con los Censos Economicos (2019), la produccion de malta para la
cerveza mostré incrementos en la mayoria de los afios entre 2013 y 2019, con una tasa
de crecimiento promedio anual de 3.2 %. Durante 2020, la superficie sembrada en el pais
fue de 317,256.08 hectareas (Garcia et al., 2022). A nivel mundial, México ocupa el lugar
27 en produccion de cebada, con 1,008,642 toneladas y una superficie sembrada de
352,113 hectareas (Nufiez, 2020). Ademas, desde 2016 la produccion nacional de
mantuvo por arriba de las 900 mil toneladas (Censos Econdmicos, 2019), como se

muestra en la Figura 1.11.
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Figura 1.11 Produccién de cebada de 2013-2019 en miles de toneladas (Censos Economicos,

2019).

El cultivo de cebada simboliza una importante derrama econdmica para los estados

productores (Rivera, 2022). En 2019, el 99.6 % de la produccion nacional se concentré

los estados presentados en la Figura 1.12 (Censos Econémicos, 2019).

Resto § 0.4
Baja California [ 1.1
Jalisco | 1.5
Michoacan I 2.2
Querétaro [ 2.3
Zacatecas [ 2-4
Durango [ 2.6
México . 74
Puebla N 8.6
Tlaxcala e 145
Hidalgo GG 208
Guanajuato [ 36.2

Figura 1.12 Produccién de cebada por estado, 2019 (Censos Econémicos, 2019).
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1.10 Estado del arte
1.10.1 Antecedentes

A continuacion, se presentan trabajos de investigacion enfocados en la biotransformacion

de GGC para obtener productos de valor agregado.

Caballero et al. (2020), disefiaron un bioproceso para transformar el suero lacteo en
productos de alto valor agregado con propositos ambientales y agronémicos. El proceso
implica fermentacién con L. rhamnosus, seguida de separacion de acido lactico, péptidos,
aminoacidos y biomasa. Estos productos acttan como bioestimulantes y
biocontroladores del suelo, promoviendo el crecimiento de plantas y protegiéndolas de
organismos patégenos. El Lactobacillus rhamnosus también muestra actividad

biocontroladora contra microorganismos fitopatdgenos.

Marcus y Fox (2021), valoraron el potencial del GGC como sustrato para la
biotransformacion empleando hongos filamentosos (Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma y Rhyzopus) con la finalidad de obtener alimento de ganado de alto valor
nutricional y bioetanol permitiendo un aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos

en productos de valor agregando aplicando un modelo de economia circular.

Eliopoulos et al. (2022), evaluaron el proceso de fermentacion en estado sélido (FES) de
los granos gastados de cerveza empleando el hongo Pleurotus ostreatus con la finalidad
de transformar estos residuos en un alimento destinado a la alimentacién animal con un
valor nutricional elevado y disminuir el impacto ambiental por parte de las industrias
cerveceras. Tras el proceso de fermentacion, se logré un incremento en la calidad
nutricional de los GGC gracias a su incremento proteico (alrededor del 49.49 % de

proteinas) convirtiéndolo en un insumo benéfico a la alimentacion animal.

Bianco et al. (2024), evaluaron sustratos hechos a base de GGC buscando una
alternativa a los biofertilizantes de origen mineral para su uso como biofertilizante en el
trasplante de lechuga, Lactuca sativa L. Para esto, se realiz6 la comparacion de cuatro
sustratos: biocarbén, vermicompost, compst y compost mezclados con un consorcio

microbiano, todos estos combinados al 2 y 4 % con turba. Los sustratos se compararon
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contra dos tratamientos control: turba al 100% y turba con fertilizante quimico. El
desarrollo de raices de la lechuga muestra que estos biofertilizantes son utiles para el

crecimiento de hortalizas de hoja en viveros.

Granget et al. (2024), produjeron acido L-lactico mediante la hidrolisis enzimética de GGC
con Lactobacillus rhamnosus, con la finalidad de ser utilizado como fuente de carbono,
proteinas y minerales. Parametros como concentracion de glucosa, alimentacion de
glucosa a la fuente de proteina y concentracion de indculo se consideraron para obtener
una mejor produccion de acido L-lactico evitando asi la produccion en exceso de biomasa
bacteriana para finalmente comparar el acido L-lactico obtenido de la hidrdlisis de los

GGC con el acido L-lactico comercial.

Outeirino et al. (2024), obtuvieron compuestos bioactivos, como el acido lactico, a través
de una hidrolisis enzimatica de los GGC para posteriormente ser sometido a una
fermentacidon probidtica empleando Lactobacillus pentosus y Lactobacillus plantarum.
Tras la fermentacion se obtuvieron altos rendimientos de acido lactico y biosurfactantes
microbianos demostrando que los GGC son un recurso relevante para el desarrollo de

biorrefinerias empleando residuos lignocelulésicos como materia prima.

Kalak (2025), evalu6 el potencial del bagazo de cerveza como bioadsorbente destinado
a la remocion de metales y contaminantes organicos tras presentar una alta densidad de
poros y gran area superficial al ser sometido a una microscopia electronica de barrido.
Gracias a esto tiene la capacidad de adsorber diversos cationes (tierras raras, Cr3*, Pb?*
y Cu?* por mencionar solo algunas) convirtiéndolo en una alternativa mas amigable, pero

con la misma efectividad que la de un adsorbente.

Saldarriaga-Hernandez et al. (2025), demostraron el potencial de los GGC para la
obtencion de subproductos de interés a través de la degradacion de este empleado el
hongo Ganoderma lucidum. Tras este proceso se obtienen multiples productos como lo
son el etanol, vinaza bioactiva, presentando un efecto estimulante en la germinacion de
semillas de jitomate, y biomasas fangicas evidenciando que los GGC contribuyen a la

economia circular.
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1.10.2 Avances

A continuacion, se presenta el avance mas reciente con respecto al tema de investigacion

favoreciendo a una mayor comprension de los procesos involucrados.

Estrada-Garcia et al. (2024) evaluaron el proceso de biotransformacion anaerébica de
los CBSG empleando dos cepas de bacterias del acido lactico (BAL), Lactobacillus casei
y Bacillus subtilis, asi como sus efectos sobre las propiedades reologicas al final del
proceso. Los resultados obtenidos demostraron que la biotransformacion con BAL puede
ser una estrategia Optima para la valorizacion de residuos lignocelulésicos gracias a la
accion de los probioticos, ya que estas bacterias tienen la habilidad de degradar
compuestos complejos para la obtencién de biomasas, de alto valor nutricional con
cualidades energéticas y econdémicas, las cuales cuentan con un potencial nutricional por

el aumento en su contenido de proteinas y disminucién de contenido de carbohidratos.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

En la Figura 2.1 se muestra la metodologia utilizada dividida en 5 etapas para el

cumplimiento de los objetivos especificos estipulados en el trabajo de investigacion.

Etapal
Recoleccidn y acondicionamiento de la
muestra P \
|_ [ Inoculacidn ¥ propagacin del Lactobacillus |
) { rhamnosus )
N\ 4
Etapa2
(._ —_————— Caracterizacion fisicoquimicay ~ ==p====
PARAMETROS CINETICOS el
microbioldgica |
l + Modelo de Gompertz | ¢ :
+ Modelo loglstico
——rr -/ l |
| | P —
l Etapa3 } FISICOQUIMICOS |
A -» Transformacion anaerobia de los GGCA | | » Protefnas
P ? [ » Carbohicratos |
i' con L. rhamnosus. [ Mem——— -1 + Nitrégeno totd
| | + Sdidos Totales
| l | | « o voities I
___I______.\ | \ pH
DISENO EXPERIMENTAL | Etapa4 } ——
» Unifectorial (concentracion L. rhamnosus) Caracterizacidn fisicoquimica e
BBV I0% vy 1% | . . ] Y .
\ 3 repiicas microbioldgica de la biomasa probidtica
e —— p————— e
1 | MICROBIOLOGICAS \
\ + Hongos |
e e e e e e e e == + Levaduras
’ L Etapa 5 _1 + Bacterias aerobias |
| EFECTODETASAAGROMOMICA === Aplicacion de biomasas probidticas en |+ Bacteris acido dcticas )
. ) ———— ——— ——
\ especies forestales y comerciales
———— 1 —————
/ S
| v
.i————-'-————ﬂ\ ———————— Y
{ | A
| Especie forestal | | Especie comercial |
ll Encino [ l Cebada |
| —— J} T ——— J;

Figura 2.1 Metodologia general de la investigacion
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2.2 Recoleccion y acondicionamiento de los gastados de cerveza artesanal

Los GGCA se obtuvieron de una cervecera artesanal de la ciudad, ubicada en la region
de Orizaba, Veracruz recolectadas en bolsas de plastico. Previo a la caracterizacion, se
pretrato el residuo mediante un secado en la estufa durante 24 h a 105 + 2 °C para
disminuir la cantidad de humedad para ser triturados y tamizados con una malla 50
logrando la reduccién de la muestra para finalmente hacer diluciones con los GGCA 1:4

y se almacend a 4°C en el refrigerador hasta su uso.

Figura 2.2 Granos gastados de cerveza artesanal secos.

2.3 Obtencidon y propagaciéon de Lactobacillus rhamnosus
2.3.1 Inoculacién de Lactobacillus rhamnosus

El lactobacilo se obtuvo del producto comercial Lyofast LA 3 (SACCO System), el
Lactobacillus rhamnosus esta liofilizado y se obtuvo de la empresa Raff, industria
proveedora de materia prima y especializada en brindar servicios de la industria
alimentaria, enfocada principalmente en la industria de la leche y sus derivados. El

empaque adquirido que contiene alrededor de 10 dosis, con niumero de lote C360569A.
2.3.2 Preparacion del medio de cultivo

El cultivo de Lactobacillus rhamnosus se realizo en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe).

Para esto se disolvieron 5.5 g de caldo en 100 mL de agua destilada a agitacion constante
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hasta disolver. La propagacion del lactobacilo se realizé pesando 0.5 g del Lactobacillus
rhamnosus liofilizado inoculandolo en 10 mL de caldo (tubo madre). Una vez inoculado
el L. rhamnosus en el tubo madre se emplearon 5 tubos con 10 mL de caldo MRS
repitiendo la técnica antes descrita para finalmente ser incubados por 24 horas a 40° C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion los tubos con el lactobacilo se almacenan

en el refrigerador a una temperatura de 4° C.
2.4 Caracterizaciéon fisicoquimica y microbiolégica de los GGCA

Para la determinacion de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de la muestra de
los GGCA, con la finalidad de conocer las propiedades y composicion de este residuo,

cada experimentacion se realizo por triplicado.

2.4.1 Caracterizacion fisicoquimica

En la Tabla 2.1 se muestran los parametros fisicoquimicos junto con el método realizado
a la dilucion de los GGCA.

Tabla 2.1 Determinaciones fisicoquimicas

Determinacién

o o Método Unidad
fisicoquimica
pH Potenciométrico
Solidos Totales 2540 G, Standard Methods % mg
Sélidos Volétiles 2540 G, Standard Methods % mg
Nitrégeno Total 4500-NTK C, SM mg/kg ST
Carbohidratos Antrona-sulfurico g/L
Proteinas Método Kjeldahl %

e pH: Para la determinacion de pH, se realiz6 la medicion directa de la muestra con

ayuda del potenciometro de la marca “Science med” (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Potencidmetro “Science med”.

Solidos totales: Para determinar los solidos totales (ST) de la dilucién de GGCA
se empled el método descrito en el método estandar 2540 G para el andlisis del
agua y aguas residuales (Standard Methods For the Examination of Water and
Wastewater, 2017). Para esta técnica se emplearon la balanza analitica marca
“OHAUS PIONEER” (Figura 2.4), estufa de secado con temperatura de operacién

de 105 °C + 2 ° C, crisoles de porcelana y desecador.

Figura 2.4 Balanza analitica “OHAUS PIONEER”.
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La Ecuaciéon 2.1 presenta el calculo realizado para la determinacién del porcentaje de

solidos totales de la muestra.

M.— M
%ST = % + 100 (2.1)

Donde:

M;: Peso del crisol con la muestra después de la evaporacién, en gramos (g)
M;: Peso del crisol vacio a peso constante, en gramos (g)

V: Volumen de la muestra, en mL

e Sdlidos totales volétiles: Se emplea la metodologia descrita en el método
estandar 2540 G (Standard Methods For the Examination of Water and
Wastewater, 2017) para el analisis del agua y aguas residuales. Los equipos
empleados son los mismos que se utilizaron para los STy se incluyé el uso de una

mufla eléctrica con una temperatura de operacion de 550 °C + 50 ° C.

La Ecuacion 2.2 presenta la formula utilizada para la determinacion del contenido de

sélidos totales volatiles (STV) contenidos en la muestra.

M; — M, (2.2)

%STV = * 100

Donde:
M;: Peso del crisol con la muestra después de la evaporacién, en gramos (g)
M,: Peso del crisol con la muestra después de la calcinacion, en gramos (g)

V: Volumen de la muestra, en mL
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e Humedad: Para la determinacion del porcentaje de humedad se
realizé mediante diferencia de pesos. El secado de la muestra se
realizo en la estufa en un rango de 110 a 120° C por una hora. La

ecuacion 2.3 se utilizé para determinar el porcentaje de humedad.

(Pesoinicial - Pesofinal) " (2-3)

%H = 100

Pesopicial

Donde:
Peso;yiciqr: PESO de la muestra, en gramos (g)

Pesorinq. Peso del crisol con la muestra despueés del secado, en

gramos (g)

e Nitrogeno total: Para la determinacion de nitrogeno total se empleé el método
Kjendal basado en la combustion himeda de la muestra para ser calentada ante
la presencia de catalizadores. Los equipos empleados para la metodologia
constaron de un microdigestor como se muestra en la Figura 2.5, microdestilador,

matraces balén de 100 mL de capacidad y balanza analitica.

Figura 2.5 Microdigestor Kjeldahl.

44



MATERIALES Y METODOS

Los catalizadores empleados en la metodologia fueron sulfato de cobre (CuS0,), sulfato
de potasio (KSO,) y selenio en polvo. Los reactivos que se utilizaron en la determinacién
de nitrégeno fueron acido sulfdrico (H,S0O,) concentrado y al 0.02 N, acido bérico

(BH303), hidroxido de sodio (NaOH), rojo de metilo y azul de metileno.

La Ecuacion 2.4 representa el calculo realizado para determinar el porcentaje de

nitrogeno de la muestra.

ooy < SFNr00Ld (2.4)
M
Donde:
G: Mililitros de la solucién gastados en la titulacion
N: Normalidad de la solucién usada en la titulacion
0.014: Mili equivalente de nitrogeno
M: Peso de la muestra en gramos o volumen en mililitros

e Proteinas: La determinacién de proteinas se hace en base a los resultados
obtenidos del porcentaje de nitrégeno total, para ello, los porcentajes de nitrégeno
obtenidos se multiplican por el valor de 6.25 que es el factor presente en la Tabla

2.2 que corresponde al factor de la cebada.
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Tabla 2.2 Factores de conversién de proteina usados para convertir nitrdgeno a proteina de
diferentes ingredientes alimenticios.

Material Factor (F)
Harina de trigo entera 5.83
Harinas (no enteras) 8.7
Macarrones 5.7
Salvado 6.31
Arroz 5.95
Cebada, avena, centeno 5.83
Maiz 6.25
Soya 571
Nueces, cacahuate 5.41
Almendra 5.18
Otras nueces 6.3
Leche y productos lacteos 6.38
Gelatina 5.55
Otros alimentos 6.25

e Carbohidratos: Para esta determinacion, se utiliz6 el método de la antrona-
sulfarico. El equipo requerido para esta técnica consto de un espectrofotometro de
la marca “Thermo Scientific Genesys 20”, placa de calentamiento y termémetro. El
reactivo empleado para la determinacion de carbohidratos consta de una solucion

de antrona-sulfarico (Antrona - H,SO, ).

La lectura de las absorbancias de la de la soluciéon de antrona con las muestras se
hizo mediante el espectrofotometro a 620 nm para posteriormente realizar la grafica
de absorbancia y concentracion para determinar la regresion lineal, Ecuacion 2.5, y

evaluar el valor de R?.
y=mx+b (2.5)

Empleando la ecuacion lineal se determind la concentracion de carbohidratos
presentes en las muestras de GGCA a traves de las lecturas de absorbancia. Una vez

obtenidas las concentraciones de carbohidratos, se multiplicé por el factor de dilucion.

La ecuacion lineal para determinar las concentraciones de carbohidratos se obtuvo a
partir de la curva de calibracion, para ello se realiz6 uno solucion de glucosa (1 g/L) y

se realizaron las diluciones descritas en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3 Determinacion de curva de calibracion mediante técnica de diluciones.

Concentracion Dilucibn de 1 g/L  Aforar con agua
deseada tomar destilada a:
0.1g/L 2.5 mL 25 mL
0.2 g/L 5mL 25 mL
0.3 g/L 7.5 mL 25 mL
0.4 g/L 10 mL 25 mL
0.5¢g/L 12.5mL 25 mL

De cada dilucion se tomaron 2 mL y se colocaron en tubos de ensaye para adicionar 8
mL de antrona para realizar la misma técnica empleada en la determinacion de
carbohidratos, calentar a 94° C por 12 minutos y dejar enfriar por 20 minutos, y finalmente

leer la absorbancia de cada tubo.
2.4.2 Caracterizacién microbioldgica

En la Tabla 2.4 se muestran los parametros microbiolégicos junto con el método

empleado.

Tabla 2.4 Determinaciones microbiol6gicas

Determinacién

. L Método Unidad
microbioldgica

Conteo de colonias en

Hongos o UFC/mL
petrifilm

Levaduras Conteo de g:_olomas en UEC/mL
petrifilm

Bacterias acido lacticas Conteo de g:_olomas en UFC/mL
petrifilm

Bacterias aerobias Conteo de g:_olomas en UFC/mL
petrifilm

e Mohos y levaduras: En el recuento de mohos y levaduras se realizé6 mediante el
uso de “La Placa 3M™ Petriflm™ para el Recuento Rapido de Mohos y
Levaduras”, almacenadas a temperatura de refrigeracion entre - 20° C a 8° C. Con
ayuda de una incubadora con una temperatura de operacion de entre 25° C a 28°
C se incubaron las placas por un periodo de 48 + 2 horas en base a las

instrucciones descritas en el empaque.
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La presencia de colonias pequefias con bordes definidos de color rosado a verde azulado
representa la presencia de levaduras, mientras que las colonias mas grandes de bordes

borrosos de color verde azulado demuestran la presencia de mohos.

e Bacterias acido lacticas: La determinacion de bacterias acido lacticas en los
GGCA se realizé6 mediante “La Placa para recuento de Bacterias Acido Lacticas
3M® Petrifilm®”, se caracterizan por tener compuestos que eliminan el oxigeno
permitiendo un ambiente anaerodbico para la formacion de bacterias acido lacticas
homofermentativas y/o heterofermentativas. Su incubacién se realiz6 en un
periodo de 24 + 3 horas entre un rango de 28 — 37° C. La presencia de BAL se
demuestra ante la presencia de colonias rojas con presencia de burbujas, gas
atrapado, para las BAL heterofermentativas y para el caso de las BAL
homofermentativas lo Unico que lo diferencia es la ausencia de burbujas en la

petrifilm.

e Bacterias aerobias: La determinacion de bacterias aerobias se hizo con ayuda
de “La Placa™ para el Recuento de Aerobios AC” de la marca 3M. Su incubacion
fue a una temperatura de 28 — 37° por un periodo de 24 + 3 horas. La presencia
de bacterias aerobias se ve identificada ante la presencia de colonias tintadas de

rosa.

2.4.3 Degradacion de celulosa

Aparte de las caracterizaciones previamente mencionadas, se realizo la identificacién de
grupos funcionales presentes en el residuo para evaluar el contenido de compuestos
lignocelulésicos antes y después del proceso fermentativo. Para ellos, se hizo uso de
espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con un espectrometro
Perkin Elmer Spectrum Two.

2.5 Evaluacién de parametros cinéticos
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Para la determinacion de los parametros cinéticos de cada una de las fermentaciones se
utilizaron dos modelos matematicos: el modelo de Gompertz y el modelo logistico.

2.6 Proceso de fermentacién anaerobio
2.6.1 Condiciones de operacion del reactor

Para el proceso de fermentacion probiotica de los GGCA se emplearon tres diferentes
indculos de Lactobacillus rhamnosus previamente acondicionados a agitacion constante
de 120 rpm por 24 horas a 37° C. Una vez acondicionado el probi6tico, se realizo el
proceso cinético de fermentacion empleando 3 matraces y dos réplicas como se muestra
en la Figura 2.6, Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen util de 190 mL. Posteriormente
se adiciond el inéculo del L. rhamnosus a diferentes concentraciones (5 %, 10 %y 15 %
v/v). Durante el proceso fermentativo se monitorearon las condiciones de operacion de
temperatura, pH y agitacion, cuidando que el proceso de mantuviera a una temperatura
de 37 °C, en un rango de 6.0 a 6.5 y a una agitacion constante de 120 rpm

respectivamente.

Figura 2.6 Reactores con 5 %, 10 % y 15 % por duplicado.

2.7 Obtencién de bioestimulante probidtico

Para la obtencion de los bioestimulantes se realizo la fermentacion probiotica en un
reactor batch que se compone de un cilindro de vidrio de marca Nanshin con un volumen
de operacion de 1 L, placa de agitacion y bomba de recirculacion de agua de
calentamiento de capacidad de 1.2 L/min como se muestra en la Figura 2.7. El proceso
de biotransformacion se realizé bajo las condiciones de operacidon mencionadas por Saha
et al., 2022 consistiendo en un proceso fermentativo a 37 °C por un periodo de 72 horas

y agitacion constante de 120 rpm. Se operé al 5 %, 10 % y 15 % v/v de in6culo el cual
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consistié en una mezcla de 45 mL, 40 mL y 35 mL de GGCAy 5 mL, 10 mLy 15 mL de
L. rhamnosus respectivamente (matraces semillas). Los matraces semillas fueron

afadidos al reactor que contenia 940 mL de GGCA diluidos.

Figura 2.7 Reactor batch para la obtencion de bioestimulantes

2.7.2 Muestreo y almacenamiento de las muestras

Para evaluar el funcionamiento del reactor se analiz6 el pH y carbohidratos de la mezcla
antes y después del proceso fermentativo para determinar la degradacion de
carbohidratos y produccion de acido lactico al paso de los dias. A las 24 horas de iniciada
la fermentacion, los muestreos se realizaron cada 2 horas y para las 48 y 72 horas los
muestreos se tomaron cada 4 horas, este procedimiento se realiz6 para cada una de las
cinéticas ejecutadas con los diferentes porcentajes de inéculo de L. rhamnosus. El
muestreo se realizé a través de jeringas y mangueras plasticas, almacenandolas en
envases plasticos con tapa de 1 oz de capacidad para ser refrigerados a 4° C hasta su

uso.
2.7.3 Obtencién y preservacion del fermento

Tras las cinéticas realizadas el producto obtenido, bioestimulante, se almacend en

frascos d&mbar de 1 L de capacidad, representado en la Figura 2.8, y se almacenaron en
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el refrigerador a una temperatura de 4° C hasta su uso posterior. A los tres fermentos
obtenidos se les realizaron las mismas determinaciones fisicoquimica y microbiolégicas

que a la dilucion inicial de GGCA antes de la fermentacion probidtica.

Figura 2.8 Bioestimulantes de 5 %, 10 % y 15 %.

2.8 Obtencidn de biomasa

La recoleccion de biomasa se hizo al centrifugar 9 mL de fermento por 10 minutos a
10,000 rpm a través de una centrifuga HERMLE-Lubnet modelo 2323 y posteriormente
someterlo a secado por 4 h a 95 °C.

2.9 Caracterizacién fisicoquimica y microbioldgica del fermento probidtico

Las determinaciones fisicoquimicas y microbiolégicas realizadas a los fermentos fueron

las mismas que se le realizaron a la dilucion de los GGCA descritos previamente.
2.10 Determinacion de acido lactico

Para la determinaciéon de acidez se utilizé la técnica descrita en la NOM-420-S-1982
“Productos alimenticios para uso humano-Determinacion de acidez en leche fluida”. La
técnica descrita en la norma se basa en la titulacion alcalimétrica con hidroxido de sodio

(NaOH) 0.1 N, utilizando fenolftaleina como indicador (Figura 2.9).
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Figura 2.9 Equipo empleado para la determinacion de acido lactico

La Ecuacion 2.5 obtenida de la norma previamente mencionada demuestra el calculo

realizado para determinar la cantidad de acido lactico contenido en las muestras.

Acidez = L2220 (2.5)
M
Donde:
V: Volumen de solucion de hidréxido de sodio 0.1 N gastados en la titulacion
N: Normalidad de la solucion de titulacién 0.1
M: Volumen de la muestra en cm?
2.11 Conteo celular

La técnica empleada para el conteo celular fue mediante el conteo de Unidades

Formadoras de Colonias (UFC). Esta técnica consiste en la siembra de las muestras
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tomadas de la cinética para posteriormente realizar diluciones en serie base 10 y
propagarlas en un medio de cultivo soélido (Agar MRS) y realizar el conteo de colonias

formadas después de la incubacion.

2.11.1 Preparacion de diluciones

Se realizo una serie de 8 diluciones de cada uno de los muestreos, realizados cada 4
horas durante 3 dias para cada uno de los fermentos (5 %, 10 % y 15 %), ya que la
octava dilucion permitio realizar adecuadamente el conteo de las colonias formadas por

placa.
2.11.2 Siembra

Se tomo alrededor de 1 mL de la dilucion y se esparce de manera uniforme sobre la

placa de agar MRS.
2.11.3 Incubacién

La incubacién se hizo mediante la técnica de placa invertida a una temperatura de 37°C

por 24 horas.
2.11.4 Conteo y célculo de UFC

Tras la incubacion se realizé el conteo de las colonias formadas en las placas y para el

célculo de UFC se multiplican las colonias contabilizadas por el factor de dilucién.

2.12 Disefio experimental para el proceso de fermentacion

Para el proceso fermentativo se utilizd el disefio experimental Unifactorial (ANOVA),
empleando tres concentraciones diferentes de Lactobacillus rhamnosus: 5 %, 10 % y 15
% vlv, tomando como variables de respuesta la degradacion de carbohidratos, pH y

crecimiento celular.
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2.13 Obtencion de especies de interés
2.13.1 Obtencion de especie forestal: Quercus

La especie forestal empleada para la experimentacion fue el Quercus laurina obtenido
del municipio de Marino Escobedo, Veracruz, México. El area de donde se extrajeron los
especimenes pertenece a un terreno municipal ubicado a un costado de la Carretera
Loma Grande a 18°55'11.7" Ny 97°08'02.4" O (Figura 2.10).

Figura 2.10 Lugar de extraccion de la especie forestal Q. laurina

Alrededor de 40 plantulas de 10 cm de altura aproximadamente se extrajeron del terreno
junto con 5 costales de tierra de la zona. Una parte del suelo muestreado se llevo a
analizar a FYPA, laboratorio de diagnéstico para suelos, plantas, aguas, compostas,
sustratos y soluciones, ubicado en la carretera federal Fortin-Cérdoba en el municipio de
Fortin, Veracruz, México. La finalidad del andlisis del suelo es determinar las
caracteristicas del suelo antes y después de aplicar los bioestimulantes para que una vez
finalizado el experimento volver a analizar el suelo y determinar los cambios que la

composicion fisicoquimica del suelo sufrio.
2.13.2 Obtencion de especie comercial: Cebada

La semilla de cebada fue obtenida a partir de la cervecera artesanal de la region.
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2.14 Prueba de germinacién y dosis recomendada en especie comercial

Las pruebas de germinacion y dosis recomendada aplicadas a la cebada se realizaron
en base a la técnica descrita en el documento “Ecological Effects Test Guidelines OPPTS
850.4200 Seed Germination/ Root Elongation Toxicity Test Public Draft” emitido por la
EPA. Para ello, a partir de las biomasas probidticas obtenidas se realizaron cuatro
diluciones a diferentes concentraciones de fermento, como se muestra en la Tabla 2.5,

diluidos con agua.

Tabla 2.5 Diluciones empleadas en prueba de germinacion y dosis recomendada.

Dilucién Bioestimulante (%) Agua (%)
1 10 90
2 50 50
3 70 30
4 100 0

Para la prueba de dosis adecuada se sometieron 15 semillas de cebada a las
concentraciones descritas anteriormente y a un control. La experimentacion finalizé
cuando al menos 65 % de las semillas del control, las que fueron regadas Unicamente
con agua, germinaron y desarrollaron raices de al menos 20 mm de largo.

Una vez realizada la prueba de dosis se determina la dilucién en la que hubo una mayor
tasa de germinacion para que se trabajen los tres indculos (5 %, 10 % y 15 %) a dicha

dilucion.
2.15 Disefio experimental para las especies vegetales

El disefio experimental para ambas especies vegetales consta de un disefio unifactorial
al azar. Para el experimento de los encinos se llevo por un periodo de 120 dias
empleando 10 plantulas y una réplica de cada tratamiento mientras que para la cebada

se emplearon 30 semillas por tratamiento y una réplica por el lapso de un mes.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinaciones fisicoquimicas de los GGCA

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica realizada
a los GGCA pretratados y se compararon con los resultados presentados en el trabajo

de investigacion de Estrada-Garcia (2024) al mismo residuo.

Tabla 3.1 Resultados fisicoquimicos de los GGCA base seca.

Estrada-Garcia.,

Parametros GGCA 2024

ST (%) 3.04 + 1.66 4.06 + 0.07

STV (%) 2.97 £0.04 3.91 +£0.01
Carbohidratos (g L) 14.89 + 0.34 1476 + 1.24
Proteinas (%) 19.60 + 1.44 11.29 £ 0.23
Nitrégeno total (%) 3.14 + 0.23 1.80 + 0.05
pH 5.0 £ 0.02 49 +£0.01

Humedad 9.56 +0.33 -

El contenido de proteinas presentado por Estrada-Garcia (2024) con un valor de 11.29
%, es significativamente mucho menor a los obtenidos en la experimentacion con 19.60
%, esto se debe a multiples factores que influyen en el contenido de proteinas presentes
en los GGCA. Estos factores son los pretratamientos, tratamientos quimicos y fisicos a
los que se ve sometido el bagazo de cerveza afectando la calidad del contenido proteico
como mencionan Naibaho et al. (2022). Naibaho y Korzenjowska (2021), mencionan que
la variacion genética de los cultivos utilizados, la especificidad de la produccion de
cervezay los tratamientos y pretratamientos empleados durante la produccion de cerveza

afectan directamente en las propiedades de los GGC.
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3.2 Determinaciones microbiolégicas de los GGCA

Los resultados de las pruebas microbiologicas de la dilucion de los GGCA se muestran
la Tabla 3.2 contando con 3.93 log!® UFC/mL de bacterias aerobias debido a la hidrolisis
a la que fueron sometidos los GGCA posterior al pretratamiento. Este resultado se
comparo con otros autores, el resultado obtenido esta por debajo del rango reportado por
Wang et al. (2020) y Dai et al. (2022). Las determinaciones de bacterias acido lacticas,
hongos y levaduras no se reportaron debido a la ausencia de estos durante la

caracterizacion microbiologica.

Tabla 3.2 Resultados microbiolégicos de los GGCA

Parametros GGCA Wang etal., Dai et al., 2022
2020
Bacterias aerobias 3.93 6.61 4.62

3.3 Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus

La Figura 3.1 muestra las cinéticas de crecimiento y comportamiento del pH del L.
rhamnosus correspondiente al 5 % de indculo. Se aprecia que en la fase inicial que va de
las 0 a 12 horas, la concentracion de carbohidratos es muy alta y el crecimiento
microbiano es limitado ya que se encuentran en la etapa de adaptacion. Conforme el
paso del tiempo, se aprecia un descenso de pH lento posterior a las 12 horas, mientras
que la degradacion de los carbohidratos es progresiva y el crecimiento celular es
paulatino, sin embargo, a pesar de que el crecimiento celular es muy bajo, con un valor
aproximado de 8.5 log'® UFC/mL, L. rhamnosus tiene la capacidad de adaptarse y crecer

gracias a los azlcares disponibles en los GGCA.
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Figura 3.1 a) Comportamiento del pH de fermentacién con L. rhamnosus al 5%. b) Cinética de
crecimiento y degradacion de carbohidratos de L. rhamnosus al 5%.

Se observé que el consumo de carbohidratos aumentd notablemente con el paso del
tiempo, a pesar de que el crecimiento celular es més lento lo que podria deberse a una
fase lag prolongada (A = 19.29 h) demostrando que la adaptacion del L. rhamnosus a los
GGCA fue lenta y que la velocidad de consumo igual fue lenta con un valor de Ks =
0.0886. Sin embargo, el marcado decremento de los carbohidratos apunta que la
produccion de acido lactico se llevé a cabo, aunque lentamente. Este comportamiento
coincide con lo reportado por Puligundla y Mok (2021), quienes sefialan que, al trabajar
con indculos bajos, la fermentacién ocurre, aunque la eficiencia del proceso disminuye
en términos de tiempo. En base a lo antes mencionado, el in6culo del 5 % mostré una
adaptacion lenta, reflejado en el crecimiento celular lento, una acidificacion y degradacion
de sustrato parcial. Mdultiples estudios han demostrado que al trabajar con inoculaciones
bajas la produccién temprana de acido lactico se ve limitada y la velocidad de

aprovechamiento de sustrato disminuye.
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En la Figura 3.2 se muestran las cinéticas del indculo del 10 %. Se aprecia que antes de
que el proceso llegara a las 20 horas hubo un descenso de pH mucho mas rapido que en
el del 5 % estabilizandose cerca de un pH de 3.4 - 3.5. Dentro de las primeras 24 horas
del proceso fermentativo tuvo una marcada degradacién de carbohidratos lo que esta
estrechamente relacionado con el rapido ascenso de la densidad celular alcanzando un

valor aproximado de 8.65 log'® UFC/mL siendo el mas alto de los tres inéculos.
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Figura 3.2 a) Comportamiento del pH de fermentacion con L. rhamnosus al 10%. b) Cinética de

crecimiento y degradacion de carbohidratos de L. rhamnosus al 10%.

Trabajos de investigacion han sefialado que el tamafio del inéculo juega un papel
fundamental para la acidificacion, degradacion de azucares y biomasa en fermentaciones
probiéticas demostrado con inoculaciones medias (Zhang et al, 2022; Yuan et al, 2023;
Han et al, 2024; Sun et al, 2024). Es por ello, que la fermentacion con el 10 % presento
el mejor desempefio de entre los tres indculos ya que obtuvo la mayor degradacién de
carbohidratos con un Ks= 0.5667 h'1, una umax= 0.2084 h! siendo la mas elevada de las
tres fermentaciones demostrando una eficiencia metabolica una vez pasada la etapa de
adaptaciéon y un crecimiento celular mayor a pesar que la fase de adaptacion fue mayor
(A =20.64 h) que la del 5 % y la generacion de acido lactico fue la menor (40.50 g/L) de

las tres experimentaciones.
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Para la fermentacion del 15 % de in6culo, hubo una notoria acidificacion en menos de 20
horas de iniciado el experimento (véase Figura 3.3) alcanzando valores de pH por debajo
de 4. A pesar de haber tenido el tiempo de adaptacion mas bajo, A = 17.32 h, y una
acidificacion mas pronta su valor de pmax resultd ser el mas bajo con un valor de 0.0241
h. Esto se justifica con trabajos de investigacién que mencionan que, al emplear
concentraciones celulares elevadas aparte de provocar una temprana acumulacion de
acido lactico, como menciona Brownlie et al., (2022) la produccion de acidos por parte de
los lactobacilos llega a actuar como inhibidores sobre poblaciones microbianas inhibiendo
su crecimiento, también genera una competencia entre los microorganismos por el
limitado sustrato.
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Figura 3.3 a) Comportamiento del pH de la fermentacién con L. rhamnosus al 15 %. b) Cinética
de crecimiento y degradacién de carbohidratos de L. rhamnosus al 15%.

A pesar de que su degradacién de carbohidratos fue alta, el crecimiento celular al
transcurrir las 72 horas fue el menor que el del 10 %, 8.27 log*® UFC/mL, demostrando

gue el indculo del 15 % genera condiciones de saturacién celular.
3.3.1 Parametros cinéticos

La Tabla 3.3 presenta los parametros cinéticos determinados durante los procesos de

biotransformacion de los tres indculos empleando el modelo matematico de Gompertz.
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Se selecciono el modelo de Gompertz por encima del logistico ya que demostro un
mejor ajuste a los datos experimentales como se aprecia en los valores de R? para los
tres experimentos.

Tabla 3.3 Pardmetros cinéticos del proceso de biotransformacién

In6culo (%)  Ks (hd)  umax (h?) A(h) U";‘:((:L/%QL) R2
5 0.0886 0.0326 19.29 8.5 0.99
10 0.5667 0.2084 20.64 8.65 0.97
15 0.0656 0.0241 17.32 8.27 0.92

3.4 ldentificacion de grupos funcionales

A los fermentos probidticos obtenidos se les analizé los grupos funcionales a través de
espectros FT-IR realizados a las biomasas (base seca) obtenidas al inicio del proceso
fermentativo (0 horas) y al final (72 horas). Los principales grupos funcionales
identificados de interés fueron celulosa ubicado en un rango de 3,300-3,500 cm™ (O-H),
hemicelulosa en 1,740-1720 cm™ (C=0) vy lignina en 1,605-1,595 y 1,515-1,505 cm™
(C=C). Rangos extraidos del trabajo de investigacion de Zhuang et al., (2020). En la

Figura 3.4 se muestran los espectros FT-IR correspondientes a los tres indculos.
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Figura 3.4 Espectro FT-IR biomasas inicial y final: a) 5, b) 10y ¢) 15 % de inAculo.

Se aprecia que en los tres indculos hay un aumento en la sefial FT-IR correspondiente a
celulosa tras 72 horas del proceso fermentativo. Sin embargo, esto no es atribuido a que
se haya producido nueva celulosa, sino que el incremento en la sefial de celulosa es
ocasionado por factores como un enriguecimiento de celulosa a partir de la degradacion
de compuestos solubles y lignina (Tryjarski et al.,2022). En el in6culo del 10 % la
hemicelulosa de la biomasa final es nula a comparacion de la hemicelulosa inicial lo que
puede ser provocado por factores como el incremento en el pico de celulosa del espectro.
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Otro factor que influye en el incremento en los picos de los espectros es el aumento en
el indice de cristalinidad. Esto se debe a que, durante la fermentacion, componentes
amorfos como la hemicelulosa, lignina y compuestos solubles son eliminados permitiendo
gue la absorbancia aumente, lo que refleja un incremento en la sefal de la celulosa del
FT-IR como mencionan Chang et al. (2021) y Baraka et al. (2024) provocado por la
desnaturalizacion de estructuras mas complejas generando un mayor indice de

cristalinidad.

3.5 Determinacion fisicoquimica de fermentos probidticos

Para fines de este trabajo se requiri6 de un fermento probiético con alto contenido en
nitrégeno ya que al ser un macronutriente primario beneficia a las plantas para su
desarrollo morfologico (raices, tallos y hojas) al igual que en la formacion de proteinas,
azucares, grasas Yy vitaminas (Ibarra, 2023) y en procesos quimicos como la fotosintesis
y la sintesis de clorofila. La Tabla 3.4 presenta las determinaciones fisicoquimicas
realizadas a las tres biomasas obtenidos tras la fermentacién probiética con Lactobacillus

rhamnosus.

Tabla 3.4 Caracterizacion fisicoguimica de los fermentos probiéticos

Bioestimulante Bioestimulante Bioestimulante

Parametros (inoculo 5 %) (inoculo 10 %) (in6culo 15 %)
ST (%) 211 + 0.65 173 + 0.13 2.45 + 0.07
STV (%) 1.80 +0.11 1.43 + 0.23 2.05 + 0.08
Nitrégeno total (g.L) 0.71 + 0.02 0.39 + 0.07 1.38 + 0.01
Carbohidratos (g.L™?) 0.09+ 0.48 0.47 £0.51 0.083 £ 0.49
Proteinas (g.L™?) 4.46 +£0.12 2.42 +0.09 8.65 + 0.17
pH 3.86 + 0.38 4.08 +0.10 3.99 + 0.09
Fosforo (g.L) 0.041 + 0.15 0066 +0.02  0.045 + 0.42
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3.6 Determinacidén microbiologica de los fermentos probidticos

La Tabla 3.5 sintetiza los resultados obtenidos de las pruebas microbioldgicas a las que
fue sometida cada fermentacion probiética. Los fermentos alcanzaron valores entre 9.85
y 10.30 log*® UFC/g de BAL que llegan a superar lo reportado por Verni et al., (2020),
quienes obtuvieron de 9.36 a 9.67 log® UFC/g utilizando como microorganismo
fermentante L. plantarum, y a Cacae et al., (2022) reportando valores aproximados a 8.32
logl® UFC/g. Para el caso de las levaduras, especificamente las de los tratamientos del
5y 10 % difieren con lo reportado por Verni et al. ya que los resultados que obtuvieron
fueron mucho menores a la de los inéculos mencionados previamente (9.29 y 9.21 log?°
UFC/g respectivamente) con valores cercanos a 4.76 log*® UFC/g. Esto sugiere a que se
llevd a cabo una fermentacién més eficiente a la de los otros trabajos beneficiada por la
disposicion de carbohidratos al igual que por la concentracién de lactobacilo demostrando
que las condiciones empleadas durante la fermentacion favorecieron a un mayor

desarrollo de comunidades microbiolédgicas.

Tabla 3.5 Caracterizacion microbiol6gica de los fermentos probi6ticos

Inéeulo (%) Bac}c,erigs acido Bacter.ias Levaduras
acticas aerobias

5 9.85 + 0.07 - 9.29 +0.02

10 10.15+0.05 8.33+0.16 9.21 +0.08

15 10.30 £ 0.05 - 7.62 +0.28

Se aprecia que en los tres inéculos hay una mayor concentracion de BAL, concentrando
los mayores valores en los indculos del 10 y 15 % con 10.15 y 10.30 log'® UFC/mL
respectivamente, lo cual es benéfico ya que estudios como el de Murindangabo et al.,
(2023) mencionan que las BAL han adquirido relevancia en productos como
biofertilizantes y bioestimulantes gracias a las multiples ventajas que brindan a las plantas
y a los suelos ya que mejoran la fertilidad del suelo, solubilizan nutrientes, producen
metabolitos beneficiosos y controlan microorganismos fitopatdégenos, hongos y bacterias
que afectan el desarrollo de las plantas (Caballero et al., 2020). La presencia de levaduras
en los fermentos de 5y 10 % (9.29 y 9.21 log'® UFC/mL respectivamente) coinciden con
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lo que reportan multiples trabajos de investigacion como las levaduras promotoras del
crecimiento vegetal mejor conocidas como PGPY por sus siglas en inglés, que al igual
que las BAL brindan beneficios tantos en los suelos, mejorando la fertilidad y solubilidad
de nutrientes como fosfatos, como en las plantas permitiendo que tengan una mayor

tolerancia a estrés abiotico y a fitopatdgenos como destacan Nimsi et al., (2023).

El indculo del 10 % demuestra ser la concentracion adecuada para la coexistencia de
diversos microrganismos a diferencia de los otros dos inéculos. La presencia de bacterias
aerobias ha sido documentada como benéficas principalmente en la fijacién de nitrégeno

potencializando el desarrollo de las plantas (Singh y Shyu, 2024).
3.7 Determinacion de &cido lactico

Lactobacillus rhamnosus como varios estudios resaltan ha demostrado ser un gran
productor de &cido lactico. En la Tabla 3.6 se muestran los resultados de la determinacién
de &cido lactico realizada a los tres fermentos. El fermento con el indculo del 5 % presento
la mayor generacién de acido lactico ya que como menciona Lech (2021) la eficiencia
celular es fundamental en cuanto a la produccion de AL, por lo tanto, la concentracion de
acido lactico en los fermentos de 10 % y 15 % debido a una menor concentracion celular

presenta menor generacion de este.

Tabla 3.6 Generacion de acido lactico de los fermentos probidticos

Generacion de

In6culo (%) acido lactico (g /L)

5 54
10 40.50
15 46.80

Granget et al., (2024) mencionan que, en multiples estudios, L. rhamnosus ha obtenido
producciones maximas de AL como en el caso de Pejin et al., (2015a) que obtuvieron
16.09 £ 0.07 g/L empleando GCC hidrolizados con &cido férmico y suplementados con
0.05 % de extracto de levadura. Radosavljevi'c et al., (2021) a través de la encapsulacion

de la mezcla de GGC hidrolizados enzimaticamente presentd una producciéon de 48.5 g/L
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de AL. La alta produccion de acido lactico obtenida en este estudio, hasta 54 g/L con el
inoculo del 5 % de lactobacilo, se puede deber a la disposicion de carbohidratos solubles
y oligosacaridos presentes en los GGCA. Multiples trabajos han destacado que a través
de Unicamente extracciones acuosas los GGC son un buen sustrato para realizar
fermentaciones ya que gran parte de los azucares simples y oligosacaridos quedan
parcialmente liberados durante la maceracion y lavado del bagazo como resaltan Bernal-
Ruiz et al. (2021); Nunes et al. (2024). Otro factor que influye en la generacion de &cido
lactico es la capacidad metabdlica del L. rhamnosus ya que como se explica en el trabajo
de Masia et al., (2021) este aprovecha los carbohidratos de cadena corta y metabolitos
derivados de la hidrdlisis térmica permitiendo altos rendimientos de acido lactico a partir

de matrices vegetales minimamente procesadas.
3.8 Cuantificacion de biomasa

El rendimiento de la biomasa se observa en la Tabla 3.7, en el cual se registraron las

biomasas iniciales y finales de cada una de las fermentaciones probidticas.

Tabla 3.7 Generacion de biomasa de los fermentos probiéticos

In6culo (%) Biomasa inicial (g/L) Biomasa final (g/L)

5 17.28 21.68
10 13.88 15.31
15 22.19 36.94

La mayor cantidad de biomasa presente en los fermentos fue en el del 15 % a diferencia
de los otros dos inéculos de operacion, esto se puede deber a que al haber una mayor
concentracion de BAL no degradaron en su totalidad los GGCA utilizados como sustrato
a diferencia del fermento del 15 % que al contar con una mayor presencia de

microrganismos la degradacion del residuo lignoceluldsico fue mucho mayor.

En la Tabla 3.6 se aprecian los rendimientos finales de las biomasas probiéticas de cada

tratamiento. Existen diferencias notorias en cuanto a los tres indculos utilizados, ya que
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el in6culo del 15 % obtuvo el mayor rendimiento de biomasa final (36.94 g/L
incrementando 14.75 g/L), seguido del indculo del 5% (21.68 g/L incrementando 4.40 g/L)
y por ultimo el inéculo del 10 % (15.31 g/L incrementando 1.43 g/L). Este comportamiento
sugiere que al contar con una mayor concentracion inicial de células estas llevan a cabo
una mejor degradacion de los GGCA generando una mayor acumulacién de biomasa
total. Ren et al., (2022) respaldan lo antes mencionado ya que destacan que, al utilizar
sustratos lignocelulésicos en produccién microbiana al haber mayor carga celular o
estrategias, como los pretratamientos, permiten que la recuperacion de azlcares y la

biomasa aumenten.

Comparando los rendimientos de cada fermento (biomasa neta entre carbohidratos
consumidos) obtenemos que para el inéculo del 5 % hay un rendimiento de 0.29 g
biomasa/g carbohidrato, 10 % con 0.099 g/g y el 15 % con 0.99 g/g. Estos rendimientos
demuestran que el inoculo del 15 % tuvo una eficiencia mayor a las otras dos
concentraciones y el de menor eficiencia fue el del 10 %. Otros autores han reportado
biomasas finales de 15 a 20 g/L tras realizar fermentaciones con cepas probidticas en
condiciones optimizadas, por lo que los resultados de biomasa total de los tres inéculos

son superiores a lo reportado en la literatura.

La Figura 3.5 concentra las biomasas iniciales y finales de cada tratamiento, se observa
gue en el in6culo del 15 % hubo una generacion de biomasa mayor a comparacion de los
otros dos indculos, esto esta estrechamente relacionado con el contenido de nitrégeno y
proteinas ya que este tratamiento presentd un mayor incremento en el contenido de
nitrdgeno total y proteina, para el caso del nitrdgeno paso de 0.28 a 1.38 g/L; obteniendo

el mayor de proteinas tras finalizar el proceso fermentativo de 8.68 g/L (véase Figura 3.6).
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Figura 3.6 Nitrégeno y proteinas total de biomasa final e inicial.

3.9 Prueba de dosis adecuada para la cebada

Para determinar la concentracion ideal de fermento probiético para montar el experimento

de cebada (Hordeum vulgare) se realizdé una prueba de dosis adecuada. Para ello, se
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empled la metodologia de “Ecological Effects Test Guidelines OPPTS 850.4200 Seed
Germination/ Root Elongation Toxicity Test” emitida por la EPA donde propone el uso de
multiples diluciones para evaluar su efecto sobre el desarrollo de las semillas. La Tabla
3.8 muestra las diluciones, compuestas por una fraccion de fermento y otra de agua,

ocupadas.

Tabla 3.8 Diluciones aplicadas en granos de cebada

Concentracién de fermento

Dilucién probidtico (%)
. 10
, 50
3 70
4 100

Por cada dilucién, considerando un testigo que consisti6 en Unicamente agua, se
montaron 15 semillas, el riego de las semillas se realiz6 semanalmente. En la Tabla 3.9
se muestran las semillas germinadas con las diferentes diluciones en un periodo de 15
dias, en base al tiempo de germinacion de la especie Hordeum vulgare.

Se aprecia que la dilucién tres presenté mejores resultados de semillas germinadas ya
gue comparandolo contra el testigo el in6culo del 5y 15 % tuvo valores similares y/o
mayores que este. Sin embargo, el fermento del 10 % fue el que menor tasa de

germinacion presento de los tres fermentos en esta dilucion.
Otros factores que influyeron en la eleccion de la dilucion 6ptima fueron el porcentaje de

germinacion y la velocidad de crecimiento diaria de las semillas. Las Tablas 3.10y 3.11

muestran los resultados de los factores mencionados con anterioridad respectivamente.
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Tabla 3.9 Germinacion de la cebada con diferentes tratamientos

Tiempo Bioestimulante Bioestimulante Bioestimulante
Dilucion Testigo
(Dia) 5% 10 % 15 %
1 0/15 0/15 0/15
2 0/15 0/15 0/15 0/15
Dia 0
3 0/15 0/15 0/15
4 0/15 0/15 0/15
1 5/15 9/15 7115
2 5/15 7/15 12/15
Dia 7
3 12/15 6/15 7115 7/15
4 5/15 7/15 9/15
1 5/15 10/15 8/15
2 6/15 7/15 12/15
Dia 15
3 12/15 6/15 8/15 8/15
4 5/15 9/15 10/15
Tabla 3.10 Porcentaje de germinaciéon
'”‘ZOC/O‘;'O Control Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién 4
33.3 40 80 33.3
S 53.3
10 ' 66.7 46.7 40 60
15 53.3 80 53.3 67
Tabla 3.11 Velocidad de crecimiento por dia (mm)
'”‘(’OC/OL)“O Control Dilucién 1  Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién 4
3.21 4.38 3.67 2.59
° 8.93
10 ' 2.93 3.37 2.78 251
15 4.07 5.39 3.70 2.89
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En cuanto a la velocidad de crecimiento diario se aprecia que las cuatro diluciones no
lograron una velocidad mayor o igual que la del control (8.93 mm/dia), sin embargo, las
diluciones 3 y 4 presentan mayor homogeneidad entre las velocidades de cada in6culo a
diferencia de las diluciones 1y 2 que a pesar de brindar mayores velocidades tienen una
mayor dispersion entre cada in6culo. Comparando la dilucion tres de la cuatro, se puede
apreciar que la dilucion cuatro tiene una mayor homogeneidad, pese a esto, la dilucion
tres fue seleccionadas para la experimentacion porque esta a parte de presentar un nivel
adecuado de homogeneidad también fue la que mostré el porcentaje promedio de

germinacién mas alto

3.10 Analisis de suelo forestal

En las Tablas 3.12 y 3.13 se muestra el analisis fisico realizado al suelo empleado para
la especie forestal. El analisis se realizé en el laboratorio de andlisis de suelos FYPA

ubicado en la ciudad de Orizaba, Veracruz.

Tabla 3.12 Propiedades fisicas del suelo

Textura
Arena (%) 73.48
Limo (%) 21.64
Arcilla (%) 4.88
Clase textural Franco arenoso
Reaccioén del suelo
pH 4.94
Conductividad eléctrica
(Sdm?) 0.051
Humedad (%) 32.91
Capacidad de retencion 4332

de agua (%)
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Tabla 3.13 Diagnostico de suelos

Categoria de

Parametro Resultado Unidad iy
evaluacion
M. organica 12.84 % ALTO
Nitrégeno Total 0.135 % MEDIO
P asimilable 3.24 mg/kg MUY BAJO
Ca ++ 1039.60 mg/kg BAJO
Mg ++ (mg/kg) 151.52 mg/kg MOD. BAJO
Na + (mg/kg) 13.57 mg/kg MUY BAJO
K + (mg/kg) 99.06 mg/kg BAJO
CIC (cmol.kg-1) 10.24 cmol.kg™ BAJO
Fe 16.89 mg/kg MOD. ALTO
Cu 0.86 mg/kg MEDIO
Zn 5.80 mg/kg ALTO
Mn 14.23 mg/kg MOD. ALTO
B 0.20 mg/kg MUY BAJO

En base a los datos presentados en las tablas anteriores, el suelo analizado es clasificado
como un suelo fuertemente acido ya que el pH es menor a 5 en base a la NOM-021-
RECNAT-2000, estos suelos se caracterizan por contar con una baja disponibilidad de
calcio, magnesio, potasio, sodio y molibdeno, la acidez del suelo es generada por el
aumento en los iones de hidrogeno y aluminio limitando el crecimiento de las plantas

debido a su toxicidad.

3.11 Germinacion de cebada empleando fermentos probiéticos

Tras haber seleccionado la dilucién de fermento probi6tico que mostré mejores resultados
en el desarrollo de la semilla de cebada, dilucién 3 del fermento del 10 y 15 %, se monté
la experimentacién para evaluar el efecto que tienen los fermentos probidticos en la etapa
de germinacion de la semilla. Para ello, se emplearon 4 tratamientos, conformados por
los fermentos probidticos con diferentes concentraciones de L. rhamnosus y un
bioestimulante comercial de la marca “BIOZYME®TF”, y un testigo (agua). El periodo que

durd la experimentacion fue de 30 dias a condiciones de invernadero donde las semillas
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se expusieron a una incidencia solar indirecta. Se empled un total de 300 semillas

utilizando 60 semillas por tratamiento (Figura 3.7).

Figura 3.7 Experimento de germinacion de cebada.

Los riegos con los tratamientos se efectuaron semanalmente o en el caso de que la tierra
estuviera seca. Los parametros evaluados para esta parte experimental fueron el

crecimiento del tallo y raiz, el nUmero total de semillas germinadas y el rendimiento de

biomasa de la planta (véase la Figura 3.8).

a) b)

Figura 3.8 Medicion de parametros a) semillas germinadas, b) medicion de raices y tallos y

c¢) determinacién de biomasa.
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La Tabla 3.14 presenta el crecimiento promedio de las raices, la altura del tallo y la
biomasa total de cada tratamiento. Para esto, se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA

unifactorial. De igual forma se presenta el total de semillas germinadas por tratamiento.

Tabla 3.14 Longitud, altura y biomasa total promedio por tratamiento.

) , Altura del Biomasa total Semillas
Tratamiento Raiz (mm) :
tallo (mm) (9) germinadas

Testigo 128.90 74.43 0.0556 42

5% 64.97 45.53 0.0372 27

10% 44.23 41.53 0.0397 32

15 % 73.90 73.11 0.0580 35

Bioestimulante 37.83 30.07 0.0164 27

comercial

Los resultados en la tabla anterior demuestran que la concentracion del fermento fue
dependiente en cuanto al crecimiento de la cebada, demostrando un efecto de inhibicion
en el desarrollo de raices en los tratamientos del 5y 10 % (Figura 3.9a), mientras que en
el tratamiento del 15 % se observa un mayor rendimiento de biomasa total y mejores
resultados en cuanto a la altura del tallo (Figura 3.9b). El bajo rendimiento del tratamiento
del 5y 10 % en el desarrollo radicular (64.97 y 44.23 mm respectivamente) en
comparacion con el testigo (128.90 mm), véase Figura 3.9c, puede estar relacionado con
la alta acidez que presentaron estos fermentos y a sus altas concentraciones de acido
lactico (40 y 54 g/L), ya que Hei et al., (2024) ha reportado acidos organicos exégenos
(compuestos &cidos que no son producidos por la planta) en altas concentraciones
genera afectaciones en el desarrollo de la planta principalmente en el crecimiento de
raices y la reduccion de absorcion nutricional generando estrés fisiolégico a las raices
jovenes (Li et al., 2022).
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Figura 3.9 a) biomasa por tratamiento (g), b) Altura de tallo por tratamiento (mm)

c¢) Longitud de raiz por tratamiento (mm)

Por otro parte, el tratamiento del 15 % present6 el mejor desempefio en la biomasa total
(0.058 g) y en la altura del tallo (73.11 mm), valores que superan y aproximan al testigo
respectivamente, lo que sugiere que esta concentracion de L. rhamnosus brinda
beneficios al desarrollo de las plantas gracias a los microrganismos presentes y a la
disponibilidad de nutrientes obteniendo los valores mayores de nitrégeno total (1.38 g/L)
y proteinas (8.65 g/L). Esto coincide con lo reportado en multiples investigaciones donde
demuestran que el uso de bioestimulantes microbianos aumentan el crecimiento vegetal
mediante la liberacién de compuestos promotores, como fitohormonas, mayor disposicion
de nutrientes y una mejor eficiencia en la absorcion de nitrégenos (Herrmann et al. 2022;
Ranma et al., 2022).
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Finalmente, con respecto al bioestimulante comercial su bajo rendimiento a comparacion
de los fermentos apunta que la actividad microbiolégica y la disponibilidad de nutrientes
que presento el fermento del 15 % fue mas eficiente. Este resultado se respalda del
trabajo de Herrman et al., (2022) quien destaca que el efecto de los bioestimulantes
dependen de su composicion, concentracion, condiciones ambientales y principalmente
la compatibilidad con el cultivo. Los resultados presentados indican que el fermento
probiético del 15 % brindo mejores beneficios en el desarrollo de la cebada a comparacion
de las concentraciones menores que limitaron el desarrollo de la planta principalmente

adjudicado a acidez y bajas concentraciones de nutrientes.

3.12 Crecimiento de encino empleando fermentos probidticos

La experimentacion del encino se llevo a cabo por un periodo de 120 dias evaluando de
igual forma el efecto de los cinco tratamientos empleados en el experimento de la cebada
en el desarrollo del encino Quercus laurina. Para esta experimentacion, los encinos
fueron regados con los fermentos probidticos concentrados. Cada tratamiento consté de
20 plantulas en la etapa de desarrollo vegetativo (Figura 3.10). Los parametros evaluados
a lo largo del experimento fueron nimero de hojas, altura de la planta, grosor del tallo,
concentracion de clorofila, biomasa de la planta y area foliar.

Figura 3.10 Experimento de crecimiento de encino.
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La Figura 3.11 presenta la concentracion de clorofila mensual correspondiente a cada

tratamiento la cual se medio con un fluorimetro de clorofila “Opti-Science”.

Tratamiento
10 %
15 %

- 5%
Comercial
Testigo
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Figura 3.11 Concentracion de clorofila (nm) mensual entre tratamientos

Los tratamientos del 10 y 15 % presentan el mayor incremento de clorofila posterior a las
fechas de aplicacion (lineas rojas). Esto sugiere que la actividad microbiana por parte de
los fermentos probidticos a esas concentraciones permiti6 una mejor disposiciéon de
nutrientes, como nitrégeno, hierro y magnesio, encargados de la sintesis de clorofila,
respuesta respaldada por los trabajos de Raman et al., (2022) y Jaffar et al., (2023)
quienes indican que ante la presencia de BAL y levaduras hay una mayor movilizacion
de nutrientes brindando una mayor estimulacién a procesos fisioldgicos de la plantas las
cuales se encargan de su crecimiento. El tratamiento del 10 % fue el que presenté mayor
estabilidad de clorofila tras haber sido aplicado, lo que apunta a que la dosificacién de
microorganismos no solo beneficio el contenido de clorofila sino otros factores como la
fotosintesis y parametros de estrés segun lo descrito por Lv et al., (2024). El tratamiento
del 15 % de igual forma demostré picos relevantes de clorofila, sin embargo, este
comportamiento no fue siempre continuo, lo cual llega a verse afectado por variaciones
en el ambiente, frecuencia de aplicacion y en el microbioma del suelo (Lv et al., 2024).
Por otra parte, el bioestimulante comercial obtuvo valores casi superiores al testigo, pero

no mejores a los del 10 y 15 %, lo que esta estrechamente ligado con lo reportado por
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RESULTADOS Y DISCUSION

Batista-Sanchez et al., (2024) ya que menciona que la eficiencia de estos productos
dependera de la formulacién, compatibilidad con el suelo y condiciones ambientales.
Como se esperaba del testigo, este obtuvo las concentraciones mas bajas de todos los
tratamientos y se aprecia una pronunciada caida de clorofila por parte de todos los
tratamientos entre octubre y noviembre, esta disminucion esta relacionada por la baja de
incidencia solar, factor fundamental en la actividad fotosintética tal como lo menciona
Suzuki et al., (2023), demostrando de esta forma que sin importar la composicion de los
fermentos probidticos, que demostraron favorecer a la acumulacién de clorofila
principalmente la concentracion media (10 %), las condiciones ambientales, incidencia

solar, son factores determinantes para mantener la pigmentacion de las hojas.

Tras finalizada la experimentacion, se sacrificaron 10 plantulas de cada tratamiento
(Figura 3.12) para evaluar el desarrollo de raiz y la biomasa de la planta.

Testigo Fermento S Formento 157 Fevmento 109,

Biaelundmk Comerio\

— = S—
—

Figura 3.12 Experimento de crecimiento de encino.

La Tabla 3.15 presenta la altura (A, cm), crecimiento promedio de la planta, longitud de
raiz (LR, cm) y la longitud del tallo (LT, cm) de cada tratamiento al finalizar el experimento;
estas medidas se obtuvieron con el uso de regla, el didmetro del cuello de la raiz (DCR,

mm), se realizé con un vernier digital (LEIDSANY con precision = 0.2 mm).
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Tabla 3.15 Variables de medicién por tratamiento.

Tratamiento A (cm) Cre(z(l:rrr:]l)ento LR (cm) LT (cm) (?ncrr%
Testigo 17.33 1.97 24 19.5 2.7
5% 14.70 1.44 12.4 21.45 2.24
10% 15.88 1.58 22.15 14.7 2.24
15 % 15.53 1.75 18.9 17.5 2.45
Bioestimulante 5 o5 1.45 19.1 225 233
comercial

A partir de las variables previamente mencionadas se determinaron los indices de calidad

de planta: indice de esbeltez (IE) y relacién altura/ longitud de raiz (A/LR) como se

muestra en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16 Resultados de evaluacion por tratamiento.

Tratamiento IE A/LR

Testigo 6.42 0.72

5% 6.56 1.19

10% 7.09 0.72

15 % 6.34 0.82

Bloestlmul_ante 6.85 0.83
comercial

La Figura 3.12 presenta los intervalos para determinar la calidad de planta en especies

forestales, la cual se extrajo del trabajo de investigacién de Aquino-Lopez et al., (2023).

Calidad y rango

Caracteristica  indice Férmula
*Alta  ™Media ***Baja
Altura (A) 1525 10-14.9 <10
Didmetro (D) >4 2539 <25
[ _ Altura (em)
Morfolégica Indice de esbeltez (IE) " Didmetro al cuello de la rafz (mm) <6 6-8 >8
Relacion altura/longitud de raiz (ALLR) RA/LR = Al @ 2125 25
P A . P _ Peso seco ereo (g)

Relacién biomasa aérea/biomasa raiz (R BA/BR) RBA/BR = Peso seco radical (5] 152 2125 >2.5
indice de Calidad de Dickson (ICD) Altura (om) 505 04905 <02

= Didmetro al cuello de la rafz (mm)

Figura 3.13 Intervalos para determinar la calidad de plantas en especies forestales.
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En la Tabla 3.17 se presenta la comparacion de los resultados de las variables de
medicion de cada tratamiento contra los intervalos de calidad descritos en la imagen
anterior. Se realiz6 un analisis ANOVA unifactorial para evaluar si existieron pruebas
significativas en la altura, diametro de tallo y el indice de esbeltez.

Tabla 3.17 Calidad de planta por tratamiento

Tratamiento AIt_ura Diér_netro I_E A/_LR
(calidad) (calidad) (calidad) (calidad)

Testigo Alta Media Media Alta

5% Media Baja Media Alta

10% Alta Baja Media Alta

15 % Alta Baja Media Alta

Bioestimulante Alta Baja Media Alta

comercial

Se aprecia que el testigo fue el tratamiento que alcanz6 una mayor altura de todos los
tratamientos (17.33 cm), sin embargo, el encino al ser una especie lefiosa la altura no es
un factor directo que influencie en la calidad de la planta, ya que se requieren de plantulas
gue no tengan una elongacion excesiva generando problemas como etiolacién lo que
disminuye la supervivencia de la planta en campo, esto se demostré mediante el ANOVA
analizado ya que no se vio influenciada de manera significativa segun el nimero de
tratamientos (p= 0.562). Por el contrario, el diametro de tallo juega un papel fundamental
en la supervivencia de las plantas ya que esta relacionado con el soporte estructural, el
testigo seguido del tratamiento del 15 % presentd mayores diametros (2.7 y 2.45 cm
respectivamente), sugiriendo un efecto por parte de los tratamientos en el desarrollo del
encino. El desarrollo radicular es fundamental ya que permite a las plantas una mayor
exploracion de nutrientes y agua, cuando el suelo tiene una alta disponibilidad de
nutrientes el crecimiento radicula tiende a disminuir, teniendo en cuenta este criterio, se
buscaron valores intermedios en la elongacion de raices, es por ello que, los tratamientos
del bioestimulante comercial (19.1 cm) y los fermentos al 10 y 15 % (22.15 y 18.9 cm
respectivamente) presentaron un mejor desempefo.

La relacion entre la altura y el didmetro del tallo se denomina indice de esbeltez, para

este parametro se busco valores pequefios ya que entre mayor sea este valor menor es
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la estabilidad de la planta, de esta forma comparando el valor de 6.42 del testigo contra
los demas tratamientos, el fermento del 15 % produjo plantulas mas compactas a
diferencia de los otros tratamientos que produjeron plantas mas esbeltas especificamente
el tratamiento del 10 %. Esta respuesta se respalda mediante el andlisis de ANOVA
realizado ya que existio diferencia significativa entre los tratamientos (p= 0.040). Para la
relacion altura/ longitud raiz se aprecia que todos los tratamientos presentaron una
calidad alta (< 2), sin embargo, se buscaron valores menores a 1, sin alejarse demasiado
de dicho valor, ya que brinda un mejor balance en el desarrollo de la planta. Bajo este
criterio, el tratamiento del 5 % esta mas cercano al limite superior aceptable de los
Quercus, entre 0.7 y 1.2, aumentando el riesgo de dafios hidricos por su baja estabilidad,
mientras que el testigo y el tratamiento del 10 % (0.72) se aproximan al limite inferior lo
que limita el crecimiento de la planta, teniendo eso en cuenta, el bioestimulante comercial
(0.83) y el tratamiento del 15 % (0.82) demostraron un mejor balance en el crecimiento

de la planta.

Se realiz6 la evaluacion del pH del suelo de cada tratamiento para apreciar si hubo alguna

modificacion en el valor inicial de 4.94 (Figura 3.13).

Figura 3.13 Evaluacién de pH por tratamiento.

En la Tabla 3.18 se presentan los pH correspondientes a cada tratamiento. Se aprecia
gue los tratamientos sometidos a las fermentaciones probidticas y el bioestimulante
comercial presentaron alteraciones en su pH pasando de un suelo fuertemente acido aun

suelo neutro.
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Tabla 3.18 Evaluaciéon de pH por tratamiento.

In6culo (%) pH

Testigo 4.99

5% 6.67

10 % 6.73

15 % 6.83

Bloestlmul_ante 6.92
comercial

A pesar de que los fermentos probi6ticos presentan un pH igual o menor a 4 cuenta con
una alta concentracion de acido lactico (40.5-54 g/L) lo que generé que el suelo
fuertemente acido llegara a valores cercanos a la neutralidad. Este comportamiento se
relaciona con la composicién quimica con la que cuentan las fermentaciones. El in6culo
del 15 % particularmente presentd las mayores concentraciones de proteinas (8.65 g/L)
y nitrégeno total (1.38 g/L), permitiendo una mayor aportacion de materia organica
nitrogenada al suelo. Trabajos como el de Yi et al. (2022) mencionan que la aplicacion
de compuestos proteicos y nitrogenados permite la liberacion de cationes (NH4*)
provocando un aumento de las bases del suelo provocando un incremento en el pH de
los suelos. Otros factores como el aumento de la materia organica y de la capacidad de
intercambio catiénico favorecen al rapido consumo de acidos organicos presentes en

fermentaciones probiéticas (Raman et al., 2022).
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Aparte de la modificacion que presenté el pH del suelo también se aprecio la presencia
de macrofauna (lombrices) y hongos (micorrizas), véase la Figura 3.15, en los suelos a

los que se aplicaron los fermentos probioticos.

Figura 3.15 Presencia de macrofauna y hongos.

Los fermentos probidticos, al ser ricos en materia organica, proteinas y nitrogeno, actian
como una alta fuente de alimento para especies detritivoras presentes en el suelo como
lo son las lombrices. La presencia de esta especie beneficia a la degradacién de materia
organica permitiendo una mayor actividad microbiana creando un ambiente apto para su
proliferacion y existencia. Estudios como el de Vyas et al., (2022) demuestra que el uso
de productos derivados de residuos o enmiendas organicas aumentan la incidencia de
lombrices a diferencia de los tratamientos que no las usan. Estudios han demostrado una
estrecha relacion entre las BAL y las lombrices que ya al adicionar BAL permiten una
mayor degradacion de materia organica mejorando la calidad del suelo para las
lombrices. Es por ello, que los tratamientos probidticos a pesar de sus diferentes
concentraciones al contar con la presencia del BAL y levaduras generaron un
microhabitat 6ptimo para el desarrollo de megafauna. Ante la presencia de lombrices
permiti6 una mayor diversidad microbiana en el suelo permitiendo asi la presencia de
hongos micorricicos como micorrizas. Estudios como el de Thapa y Mowrer (2022)
destacan que la presencia de micorrizas se da en medios ricos en carbono y que no

cuenten con una alta concentracion de fosforo como lo es el caso de los fermentos
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probioticos que cuentan con valores de fosforo muy bajos. En contraste, el testigo y
bioestimulante comercial apunta a no haber generado la misma cantidad de materia
organica ni actividad microbiana necesaria para atraer a estos organismos.
A parte de la presencia de macrofauna en el suelo de las plantulas regadas con
fermentos probioticos, se aprecia que las hojas de estos mismos tratamientos

presentaron mejores caracteristicas fisiolégicas como se aprecia en la Figura 3.16.

Figura 3.16 Fisiologia de las hojas por tratamiento a) 5 %, b) 10 %, c) 15 % y d) testigo y

bioestimulante comercial.

Los tratamientos sometidos a los fermentos probiéticos presentaron una mayor
resistencia a plagas en comparaciéon con las plantas tratadas con agua y bioestimulante
comercial (Figura 3.16d), las cuales presentaron mayores afectaciones por insectos.
Trabajos como el de Chandrasekaran et al., (2022) mencionan que microorganismos
como bacterias y hongos durante su metabolismo, son capaces de producir compuestos
organicos volatiles microbianos (mMVOC) los cuales son de suma importancia en la
agricultura sostenible permitiendo el crecimiento de la planta y principalmente la
proteccion ante plagas poseyendo la eficiencia necesaria para sustituir fertilizantes y

pesticidas.
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Los GGCA demostraron ser un sustrato viable para realizar fermentaciones probidticas
empleando Lactobacillus rhamnosus, gracias a su contenido de carbohidratos (14.89 g/L)
y proteinas (19.60 %), asi como a sus condiciones fisicoquimicas, especificamente un
pH de 5 y su contenido de humedad favoreciendo la proliferacion y crecimiento de
bacterias acido lacticas. Sin embargo, los resultados microbiolégicos muestran una
concentracion relativamente baja de bacterias aerobias (3.93 log10 UFC/mL) después de
su pretratamiento, cuyo valor es inferior al reportado por otros autores. Ademas, la
ausencia de bacterias acido lacticas, hongos y levaduras en la caracterizacion inicial
indica que el sustrato es viable para la fermentacién probidtica, aunque la optimizacion
de las condiciones de inoculacion podria potenciar ain mas su desempefio en trabajos

futuros.

El proceso de biotransformacién anaerobia se implementé utilizando tres inéculos
distintos de L. rhamnosus al 5, 10 y 15 % v/v. Durante la evaluacion de los indculos, el
del 10% presentdé una mayor velocidad maxima de crecimiento y la mayor densidad
celular final, sugiriendo una fermentacion mas eficiente. No obstante, este tratamiento
presenté un mayor tiempo de adaptacion microbiana (20.54 h) en comparaciéon con el
in6culo del 15 %, presentando un tiempo de adaptacién de 17.32 h. Con respecto a su
contenido nutricional, el tratamiento del 15 % presentd valores mas altos en proteinas y
nitrégeno (8.65 g/L y 1.38 g/L, respectivamente) representando una fuente nutricional
viable para las plantas. Por el contrario, el tratamiento del 5 % presenté la menor
degradacion de carbohidratos, indicando un proceso fermentativo menos activo, pero de
menor costo de produccién. El in6culo del 10 % se perfila como el tratamiento mas
adecuado si se busca maximizar la eficiencia cinética microbiana y densidad celular, a
pesar de requerir un mayor consumo de sustrato y un proceso mas controlado para evitar
condiciones de aerobiosis. Por otra parte, el inéculo del 15 % destacd por su alta
produccion de proteinas y BAL, aunque su densidad celular es minima. De igual forma,
el indculo del 10 % se identifica como la concentracion mas eficiente para la produccion

de fermentos probidticos viables a su aplicacion como bioestimulante, mientras que los
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tratamientos del 15 y 5 % pueden ser empleadas como alternativas en base a los

requerimientos nutricionales y econémicos deseados.

Con respecto a la evaluacion fisicoquimica y microbiol6gica de los fermentos probiéticos
obtenidos confirmd que el proceso de biotransformacién con Lactobacillus rhamnosus
modificé significativamente la composicion de los GGCA. Fisicoquimicamente, el in6culo
del 15 % destaco por presentar los valores mas altos de proteinas (8.65 g/L) y nitrdgeno
total (1.38 g/L), constituyendo la fuente nutricional mas enriquecida para la aplicacion
vegetal. El andlisis FT-IR evidencié una sefial de celulosa mas notable a las 72 horas de
fermentacién en los tres tratamientos, atribuido a la degradacion de componentes
amorfos como la hemicelulosa y la lignina, sugiriendo un aumento en el indice de
cristalinidad de la biomasa. Microbiolégicamente, los tres fermentos alcanzaron
concentraciones de bacterias acido lacticas entre 9.85 y 10.30 log,;, UFC/mL, superando
lo reportado en literatura comparable, o que respalda la viabilidad de los fermentos
obtenidos como bioestimulantes. En cuanto a la cuantificacion de biomasa, el indculo del
15 % presento el mayor rendimiento final (36.94 g/L) y la mayor eficiencia de conversion
(0.99 g biomasa/g carbohidrato), superando los valores reportados por otros autores para

fermentaciones con cepas probidticas en condiciones optimizadas.

El uso de biomasas probidticas en semillas de cebada presenté multiples efectos, durante
el periodo de experimentaciéon (1 mes), a pesar de que la germinacién de los tratamientos
con fermentos probiéticos fue menor al testigo, el inéculo del 15 % igualé la altura del
testigo e incluso superd la biomasa total del resto de los tratamientos, sugiriendo un
mayor efecto de este tratamiento después de la etapa de adaptacion de las plantulas; por
el lado contrario, los fermentos del 5y 10 % tuvieron un menor desempefio en todas las
variables evaluadas y el bioestimulante comercial tuvo el menor rendimiento de los cinco
tratamientos, resaltando el potencial que tienen las biomasas probidticas como
bioestimulantes para el desarrollo de la cebada especificamente en etapas posteriores a
la germinacién. Por su parte, la aplicacibn de biomasas probibticas en especies
forestales, como el encino, evidencié mejoras en la altura, el diametro del cuello de raiz
y concentracion de clorofila, en comparacion con el testigo y el bioestimulante comercial.

de estas mejoras el indculo del 15 % brindé un mayor indice de esbeltez denotando un
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mejor equilibrio entre el crecimiento de raiz y tallo, mientras que el fermento del 10 %
mostro un desarrollo radicular mayor al igual que una mejor respuesta fotosintética como
lo es la concentracion de clorofila y finalmente el in6culo del 5 %, a pesar de presentar el
menor desempefio en comparacion con los otros indculos, brindé mejores resultados que
el testigo. Con respecto al suelo, al regar los tratamientos con los fermentos concentrados
permitieron un incremento en el pH inicial (4.94) a valores aproximados a la neutralidad
(6.67 — 6.83) ofreciendo una mayor disposicion de nutrientes y actividad microbiana lo
cual esta estrechamente relacionado con la presencia de micorrizas y macrofauna en
estos tratamientos que sefialan una mejora en salud y funcionalidad biologica de los
suelos, lo cual no se presenta en el bioestimulante comercial, ni en el testigo. Por lo tanto,
las biomasas probioticas concentradas demostraron ser una alternativa amigable con el
medio ambiente que permite un mejor desarrollo de los encinos al igual que la

restauracion y enriquecimiento de la composiciéon de los suelos.
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RECOMENDACIONES

Someter los GGCA a un pretratamiento acido o enzimatico para aumentar la velocidad
en la que se lleva a cabo la digestion anaerobia, aunque se debe tener en cuenta que

este tipo de pretratamientos incrementan los costos del proceso.

Para futuros trabajos, se recomienda ampliar la caracterizacion fisicoquimica de los
fermentos, para incluir la determinacién de aminoacidos libres y acidos organicos
distintos al lactico, con el fin de identificar los metabolitos responsables del efecto

bioestimulante.

Se recomienda ajustar el pH de los fermentos previo a su aplicacion para realizar un
andlisis del como afecta al indice de germinacion y al desarroll6 radicular de la semilla.
Otro aspecto a considerar seria el método de aplicacién (foliar o localizado) para evaluar
si este factor maximiza el efecto de germinacién de la plantula sin afectar su posterior

desarrollo.

Se propone evaluar los diferentes posibles periodos de aplicacion, buscando que estan
sean realizadas cuando los poros de las plantas estén mas abiertos permitiendo un mejor
aprovechamiento del bioestimulante por parte de la planta. Y realizar una caracterizacion
final de los suelos tras la aplicacion de las biomasas, para determinar las posibles
modificaciones generadas en su composicion y la interaccién de los fermentos con otros

microorganismos presentes en los suelos.
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