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DISENO DE UN PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO LACTICO UTILIZANDO
BACTERIAS ACIDO LACTICAS AISLADAS DEL PROCESO DE EXTRACCION DE
SACAROSA
Jorge Francisco Castillo Martinez, M.C.

Colegio de postgraduados, 2022
En México la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es uno de los cultivos
agroalimentarios mas notables debido a la importancia econémica que representa (4.5%
del PIB agricola nacional), a partir de la cual se produce sistematicamente sacarosa.
Actualmente se requiere un esquema de modernizacion mediante la diversificacion
productiva, valorizando los coproductos que se generan (bagazo, melaza). El objetivo del
presente trabajo fue disefiar un proceso de produccién de acido lactico utilizando
bacterias acido lacticas aisladas del proceso de extraccion de sacarosa como alternativa
de diversificacion de la agroindustria azucarera. Se evalud el potencial para la produccion
de &cido lactico mediante modelos econométricos. El resultado de los modelos
economeétricos indicé que las cuatro regiones cafieras evaluadas de Veracruz (Cérdoba-
Golfo, Papaloapan-Golfo, Centro y Noreste) tienen potencial productivo de acido lactico
resaltando las regiones Papaloapan-Golfo (2.6 millones de toneladas) y Cérdoba-Golfo
(1.6 millones de toneladas), encontrando como factores que definen la oferta potencial a
los dias de zafra y precio de importacion. Asimismo, se caracterizaron bioguimicamente
11 aislamientos bacterianos y se analizé cualitativamente el producto de su metabolismo
mediante un analisis FT-IR. Los resultados de la caracterizacion demostraron que 4
aislamientos (JF3, ML2, JF2 y ML1) tienen las caracteristicas bioquimicas para ser
consideradas bacterias acido lacticas y asimismo el andlisis FT-IR comprobd que el

producto del metabolismo de los 4 aislamientos es acido lactico. Finalmente se determiné

el efecto de la fuente de carbono (glucosa, sacarosa y melaza) sobre los rendimientos
iii



de &cido lactico. El resultado demostré que utilizando melaza se obtuvieron rendimientos
mas altos de acido lactico JF3 (10.40 g/L), ML2 (6.82 g/L), JF2 (6.39 g/L) y ML1 (4.5 g/L).

Palabras Clave: Agroindustria azucarera, diversificacion productiva, biotecnologia.



DESIGN OF A LACTIC ACID PRODUCTION PROCESS USING ISOLATED LACTIC
ACID BACTERIA FROM THE SUCROSE EXTRACTION PROCESS
Jorge Francisco Castillo Martinez, M.C.
Colegio de postgraduados, 2022

In Mexico, sugar cane (Saccharum officinarum L.) is one of the most notable agri-food
crops due to its economic importance (4.5% of the national agricultural GDP), from which
sucrose is systematically produced. Currently, a modernization scheme is required
through productive diversification, valuing the co-products that are generated (bagasse,
molasses). The objective of this work was to design a lactic acid production process using
lactic acid bacteria isolated from the sucrose extraction process as an alternative for the
diversification of the sugar agroindustry. The potential for lactic acid production was
evaluated using econometric models. The result of the econometric models indicated that
the four evaluated sugarcane regions of Veracruz (Cdérdoba-Gulf, Papaloapan-Gulf,
Center and Northeast) have productive potential for lactic acid, highlighting the
Papaloapan-Gulf (2.6 million tons) and Cérdoba-Gulf regions. (1.6 million tons), finding
as factors that define the potential offer the days of the harvest and the import price.
Likewise, 11 bacterial isolates were biochemically characterized and the product of their
metabolism was qualitatively analyzed by means of FT-IR analysis. The results of the
characterization showed that 4 isolates (JF3, ML2, JF2 and ML1) have the biochemical
characteristics to be considered lactic acid bacteria and the FT-IR analysis confirmed that
the product of metabolism of the 4 isolates is lactic acid. Finally, the effect of the carbon
source (glucose, sucrose and molasses) on the lactic acid yields was determined. The
result showed that using molasses higher yields of lactic acid JF3 (10.40 g/L), ML2 (6.82

g/L), JF2 (6.39 g/L) and ML1 (4.5 g/L) were obtained.
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1. Introduccion

En México la agroindustria de la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es muy
importante para la economia. Actualmente a nivel mundial ocupa el sexto lugar en la
produccion de cafia de azucar a nivel mundial, con un volumen de 51.3 millones de
toneladas de cafia bruta molida en la ultima zafra (2020-2021).

Por otra parte, de acuerdo con la CONADESUCA (2021), Veracruz ocupa el primer lugar
de produccién a nivel nacional ya que en esta entidad se localizan 18 de los 51 ingenios
nacionales para el afilo 2021. Sin embargo, los coproductos y subproductos que se
generan en la agroindustria de la cafia tales como ceniza de calderas, paja y cogollo,
gases de combustion, vinaza, cachaza; melaza y bagazo no son valorizados ya que
actividad industrial se limita a la produccion de sacarosa y etanol, dando oportunidad a
la diversificacion productiva de esta agroindustria (Aguilar-Rivera et al., 2017).

La innovacion productiva adoptada en la agroindustria azucarera por paises como
Australia (concepto de biorrefineria) (Bell, 2017), Brasil (Albarelli et al., 2018) y Tailandia
(Silalertruksa et al., 2017) ha permitido dotar de valor agregado a los coproductos y
subproductos generados, esta estrategia mejora las condiciones de comercializacion,
calidad y variedad de los productos, incrementando su valor en cada etapa de su
produccion y es importante ya que implica la generacién de empleos e inversiones
forjando procesos sustentables (Llanes-Gil-Lopez et al., 2017).

Los productos con valor agregado que se pueden producir son biocombustibles tales
como biohidrégeno, etanol, fibras de carbono, celulosa, alimento animal, papel,
detergentes, aceites lubricantes, pinturas electricidad, acido lactico y bioplasticos, entre

otros (Aguilar-Rivera, 2017a).



El &cido lactico es una opcion poco explorada, como coproducto, que tiene una amplia
gama de aplicaciones en la industria alimenticia, cosmética, quimica y como molécula
precursora a partir del cual se pueden producir biopolimeros biodegradables como el
acido polilactico (Llanes-Gil-Lopez et al., 2017).

La produccion de biopolimeros a partir de acido lactico da una alternativa a la
contaminacion por plasticos derivados del petroleo ya que de acuerdo con la SEMARNAT
(2018) anualmente se producen aproximadamente 300 millones de toneladas de
residuos plasticos y en el contexto mexicano de acuerdo con Greenpeace (2019), en
México se producen mas de siete millones de toneladas de plastico de los cuales el 48%
es utilizado para elaboracion de envases que en su mayoria son desechados y Veracruz
es el cuarto estado que mas residuos sélidos urbanos genera en México (SEMARNAT,
2020).

Esta problematica acentia la necesidad de ofertar productos amigables generados a
partir de la diversificacion productiva. A pesar de que ya hay una legislacion al respecto
donde la Legislatura del Estado de Veracruz (2018), incorpora reformas en la Ley de
Prevencion y Gestion Integral de Residuos Soélidos Urbanos y de Manejo Especial para
el Estado de Veracruz para reducir el uso de bolsas de plastico y productos homélogos,
de acuerdo con Narciso-Ortiz et al., (2020) existen evidencias de contaminacion por
plasticos en el agua proveniente de arrecifes, rios y playas de Veracruz.

Debido a lo anterior, la produccion de acido lactico, a partir de la melaza y el bagazo
producidos en la agroindustria azucarera, puede ser una alternativa de diversificacion
conveniente en México, debido a esto, el presente estudio plantea como objetivo disefar

un proceso de produccién de acido lactico utilizando bacterias acido lacticas aisladas del



proceso de extraccion de sacarosa como alternativa de diversificacion de la agroindustria

azucarera.

1.1 Estrategias para la diversificacion productiva sustentable en la agroindustria
azucarera a través de coproductos

De acuerdo con la SEMARNAT, (2021) la productividad sustentable se define como el
uso eficiente de recursos, maximizando el valor de los materiales en cada una de las
etapas del proceso de produccion, reduciendo los impactos ambientales. El analisis de
estrategias de diversificacion productiva sustentables en la agroindustria azucarera en
los principales paises productores (Brasil, India y Tailandia) y la comercializacion de
coproductos de la cafia de azucar, como el acido lactico, es un punto de partida
importante para evaluar la factibilidad técnico-econémica de implementar una estrategia
de diversificacion sustentable en el contexto de México y en particular en Veracruz.

En Brasil, la innovacién tecnolégica en la agroindustria azucarera mediante la aplicaciéon
del modelo de biorrefineria ha sido clave del crecimiento y la competitividad, poniendo
un fuerte enfoque en la diversificacién de bioproductos investigando la produccion de
biocombustible a partir de microalgas (Albarelli et al., 2018).

De acuerdo con Gongalves et al., (2021), la industria de la cafia de azucar en Brasil ha
sido fuertemente impulsada por programas gubernamentales como el caso del programa
RenovaBio el cual busca para el 2030 reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero.

Es indispensable la aplicacion de la diversificacién productiva a través de la innovacion

de tecnologias que permitan aprovechar de manera eficiente los subproductos como lo



es la melaza, en Brasil se produce biohidrogeno a partir de melaza de cafia de azlcar
(Fuess et al., 2020).

De acuerdo con Deogharia (2020) la agricultura es la actividad mas importante de la
economia india ya que genera empleo a aproximadamente un 60 por ciento de la
economia de ese pais, y para poder crecer es necesario diversificar.

En la agroindustria azucarera de la India los ingenios azucareros se ubican entre los mas
importantes del mundo por su ahorro en bagazo, el cual es una materia prima potencial
para el etanol celulosicola adoptando la diversificacion productiva (Raj y Krishnan, 2020).
En Tailandia, la agroindustria de la cafia de azlUcar es reconocida como un sector
importante. En el 2014, la exportacion de azucar y de coproductos de la agroindustria
azucarera aporto a la economia de ese pais alrededor de US $ 2,462 millones. Ademas,
desempefia un papel importante como proveedor de bioenergia debido a que la cafia de
azlcar tiene una alta proporcion de biomasa sélida y de azlcares facilmente
fermentables que se pueden utilizar como biocombustibles y para la produccion de
coproductos como el acido lactico para producir bioplasticos (Silalertruksa et al., 2017).

Tailandia estudia nuevas formas de aprovechamiento de biorrefineria como por ejemplo
el sistema de generacién de azlcar-electricidad-acido polilactico lo cual mejora la
sostenibilidad ambiental al aportar alternativas para la problematica de la contaminacién
por plasticos (Silalertruksa y Gheewala, 2020).

Por su parte Australia enfoca su industria de los biocombustibles a partir del
aprovechamiento de lignocelulésicos derivados del bagazo lo cual demuestra la

relevancia de la diversificacion productiva (Bell, 2017).



De acuerdo con Aguilar-Rivera (2017a), el mercado azucarero en México no solo se limita
a la produccion de sacarosa, sino también existen coproductos y subproductos derivados
de la fibra y del jugo de cafia como: vinaza, cachaza y alcohol; a partir de los cuales se
puede producir: alimento animal, papel, combustible, detergentes, aceites lubricantes y
pinturas.

En estudios realizados por Gutiérrez-Villanueva et al.,, (2020) propone el
aprovechamiento de la lignina que se genera en la hidrdlisis del bagazo para elaborar
fibras de carbono, vainillina y derivados del fenol. Por su parte Tuquerres-Curipallo et al.,
(2020) disefi6 un proceso para la obtencion de acido citrico como coproducto derivado
del bagazo de cafa y Zhang et al., (2020) en estudios recientes plantean el uso de agua
de mar en el pretratamiento del bagazo de cafia de azucar para la produccién de
xilooligosacaridos, los cuales son demandados en la industria alimentaria y farmacéutica.
En México, a pesar de que los coproductos derivados de la cafia de azlcar representan
una importante area de oportunidad para el desarrollo de la agroindustria azucarera, se
le ha dado poca importancia a su produccién y comercializacién. Ademas, existe un
mercado no explorado de los productos energéticos como: etanol, biodiesel y gas
sintético. Por este motivo, en México hay una urgente necesidad de diversificar la
produccion en la agroindustria azucarera a través de la generacion de coproductos
derivados de los procesos industriales para la produccién de azucar, a partir de la
utilizacion de subproductos (Aguilar-Rivera, 2017b).

De acuerdo con Avila-Foucat (2017) el sector primario a nivel nacional presenta
problemas en la produccion debido a sus altos costos de producciéon y poca

competitividad debido a que no hay diversificacion de mercados. En estudios recientes



de Villegas-Vilchis et al., (2020) se concluye que para que la agroindustria cafera
mexicana sea competitiva es necesaria la diversificacion productiva ofertando al mercado
productos derivados de cafia de azlcar a precios competitivos.

Para lograr la diversificacién sustentable en la agroindustria de la cafia de azucar en
México es indispensable realizar investigacion cientifica que contribuya a generar nuevos
conocimientos sobre la utilizacion éptima de los residuos agroindustriales derivados de
la produccion de azlcar de cafia, reduciendo asi la contaminacién ambiental, ya que de
acuerdo con Sahu, (2018) la agroindustria azucarera genera una gran cantidad de aguas
residuales en todas las etapas de la produccion de azucar con una cantidad inaceptable
de sustancias organicas e inorganicas, incluidos los contaminantes gaseosos y soélidos
debido a la mala gestion y estandarizacion industrial, asimismo Cardoso et al., (2018)
concluy6 que la quema de paja tiene un impacto ambiental alto debido a las emisiones
de gases de efecto invernadero no controlados en la quema de campo, una alternativa
para la problemética ambiental es el aprovechamiento de los residuos agroindustriales
mediante la produccion de coproductos como el &cido lactico, el cual es indispensable
para sintetizar acido polilactico como se muestra en la Figura 1 (Tejeda-Tovar et al.,

2018).
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Figura 1 Obtencion biotecnolégica de acido lactico y sintesis quimica de acido
polilactico a partir de los subproductos bagazo y melaza.

Fuente: Elaboracién propia
La investigacion cientifica biotecnoldgica demuestra que es posible producir acido lactico
a partir de subproductos de cafia de azucar; para el caso del subproducto bagazo, Alves
et al., (2019) reporté un rendimiento de 0.87 kg producto/kg sustrato. Adicionalmente,
Anaya-Reza y Lopez-Arenas (2018) reportaron un rendimiento de &cido lactico de 0.97
kg producto/kg sustrato.
1.2 Acido lactico
En los udltimos afos el acido lactico ha generado interés debido a sus amplias
aplicaciones en la industria alimentaria, asi como en la industria quimica sirviendo como
molécula precursora para sintetizar polimeros biodegradables como el &cido polilactico.
El &cido lactico forma parte de la familia de los acidos organicos y fue descubierto por

primera vez por Karl Wilhem Scheele en 1780 (Guauque y Gomez, 2019).



El acido lactico puede ser producido por sintesis quimica o por via biotecnolégica por
medio de fermentacion, actualmente la mayor parte del &cido lactico producido en el
mundo se obtiene por via fermentativa (Es et al., 2018).

De acuerdo con Ahmad et al., (2020) cuando es producido por sintesis quimica se genera
una mezcla de acido lactico en sus dos isdmeros D y L, lo cual a nivel industrial genera
costos adicionales debido al proceso de separacion, en cambio cuando se produce por
via fermentativa se produce en su forma D 6 L segun el tipo de microorganismo que se
utilice en la fermentacion, (Figura 2).

Como se muestra en la Figura 2, para la sintesis quimica el acetaldehido reacciona con
cianuro de hidrogeno en una reaccion catalitica para producir lactonitrilo el cual
posteriormente es hidrolizado con acido sulfurico para dar lugar a la mezcla isomérica de
acido lactico D y L. En la ruta biotecnoldgica utilizando recursos renovables, éstos son
pre-tratados por hidrdlisis acida o bien enzimatica para obtener azlucares fermentables
los cuales por medio de una fermentacion microbiana producen &cido lactico épticamente
puro ya sea D 60 L segun sea el tipo de microorganismo utilizado en la fermentacion

(Ahmad et al., 2020).



Produccién de acido

lactico
Recursos Fermentaciéon
petroquimicos microbiana
Aoealdaindn Recursos renovables
CH3CHO
Se agrega ﬂ Catdibaia H Pre-tratamiento (Hidrélisis
HCN acida 6 enzimatica)
Lactonitrilo ?;';::'gﬁ?:
Hidrolisis iL ﬁFermentaclén microbiana
con H,S0,
COOH COOH Caldo fermentado
HO-CH +  H-c-OH
| itecuperaclén y purificacién

CH3 CH3
Acido lactico L(+)  Acido lactico D(-)  Acido lactico L(+) 6 Acido lactico D(-)

Figura 2 Sintesis quimica y biotecnoldgica del acido lactico.

Fuente: Reproduccion de Ahmad et al., (2020).
El acido lactico también llamado acido 2-hidroxipropanoico en su forma liquida y en
estado puro es incoloro con una densidad especifica de 1.2 y una constante de
disociacion Ka de 1.38x10lo cual lo convierte en un acido débil, su punto de ebullicién
es de 122°C y el de fusion de 17°C (Ameen y Caruso, 2017).
1.2.1 Microorganismos productores de acido lactico
Los microorganismos productores de acido lactico, también llamados bacterias acido
lacticas entre sus principales caracteristicas se tiene que son Gram positivas, no cuentan

con la capacidad de producir esporas, ni las enzimas catalasa y oxidasa. Son muy



adaptables y se pueden desarrollar en ambientes con pH desde 3.2 a 9.6 y temperaturas
desde 5°C hasta 45 °C (Alves de Oliveira et al., 2018).

De acuerdo con Castillo-Martinez et al., (2013) las bacterias acido lacticas se dividen en
dos principales grupos: homofermentativo en el cual los microorganismos utilizan la ruta
metabdlica de la glucdlisis o Embden-Meyerhof y su principal producto de fermentacion
es el acido lactico; heterofermentativo en el cual los microorganismos producen
coproductos adicionales al acido lactico como el COz, etanol y/o acido acético.

Los principales géneros de baterias acido lacticas contemplan

los siguientes

microorganismos: Lactococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus,

Leuconostoc, Pediococcus,  Streptococcus, Oenococcus, Paralactobacillus,

Tetragenococcus, Vagococcus, and Weissella los cuales producen &cido lactico
utilizando como fuente de carbono las hexosas (Ameen y Caruso, 2017).

En la actualidad existe una amplia gama de fuentes de carbono (Cuadro 1) que los

microorganismos pueden utilizar para la produccion de &cido lactico.

Cuadro 1 Bacterias productoras de acido lactico.

Bacteria Método Fuentede  cConcentracion Tiempo Referencia
Carbono (g/L) (h)
Lactobacillus Lote Rastrojo de Cubas-Cano et al.. 2018
pentosus alimentado maiz 74.8 B
Lactobacillus Biopulpa
delbrueckii Lote pretratada 16.1 4 Alvarado-Morales et al., 2021
Pediococcus Lote Desechos
acidilactici alimentado alimentarios 32.1 2 Zhang etal., 2021
Fermentacion Pulpa de
Lactobacillus ciclicay dé?iles 192 Ahmad et al., 2021
discontinua 216
Bacillus coagulans Lote Xilosa 22 --- Abdel-Rahman et al., 2021a
Residuos de
peray suero
de queso 2
Lactobacillus casei Lote ricotta 38.8 Costa et al., 2021
Lactobacillus Suero
plantarum CRA52 Lote permeado 17.69 Sharma et al., 2021
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Melaza de

Enterococcus Lote repetido cafia de 30 Abdel-Rahman et al., 2021b
hirae ds10 (16 ciclos) azucar 61.76

Desechos de .
L. delbrueckii Lote yuca 17.75 ~- Galietal, 2021
Lactococcus Almidén de
lactis subsp. Lactis Lote camote 37.06 72 Cheng etal., 2021
Lactobacillus Fermentacion ~Residuos de 72 Sadafetal., 2021
paracasei estado solido  Panaderia 28
Lactobacillus Biomasa
rhamnosus Lote lignocelulésica 61.74 44 Pontes etal., 2021
Lactiplantibacillus Subproductos .
plantarum Lote de pifia 14.64 16 Ngouenam et al., 2021

Como se puede observar en el Cuadro 1 los estudios mas recientes sobre la produccion
de acido lactico se basan en el aprovechamiento de residuos agroalimentarios mediante

la valorizacion productiva sustentable.

1.2.2 Ruta metabdlica del acido lactico

Las principales rutas metabdlicas para la produccion de acido lactico son la via Embden-
Meyerhof-Parnas para los microorganismos homofermentativos y la via de las pentosas
fosfato para los microorganismos heterofermentativos (Ameen y Caruso, 2017).

Para la via Embden-Meyerhof-Parnas o también llamada glucdlisis la glucosa se
convierte en acido piravico el cual posteriormente es reducido a acido lactico, por otro
lado en la via de las pentosas fosfato la glucosa se descompone formando gliceraldehido
3-fosfato, acetilfosfato y CO. El gliceraldehido 3-fosfato toma la ruta de la glucdlisis
formando acido lactico y el acetilfosfato se convierte en 4cido acético y/o etanol tal como

se muestra en la Figura 3 (Castillo-Martinez et al., 2013).
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a) b)

Glucosa Glucosa
CO,

Fructosa-1-6-bis-P Acetilfosfato Gliceraldehido 3-fosfato

l(Aldolasa) C°A7 ADP l(GlucélisiS)

2 Triosa-3-P Pi < i

TS X T ATP Piruvato _ napu
il- Acido acético K

2 NADH 2 ATP AcellrGoA NAD*

NADH

2 Piruvato Lactato
2 NADH ‘1 NAD* _
2 NAD* Acetaldehido
2 Lactato NADH
NAD*
Etanol

Figura 3 Rutas metabdlicas del acido lactico (Lactato). a)Via Homofermentativa, b) Via
Heterofermentativa.

Fuente: Modificado de Castillo-Martinez et al., 2013 y Glazle, 2015.
1.3 Aplicaciones del 4cido lactico

En la actualidad el acido lactico es utilizado en diferentes industrias debido a sus
diferentes aplicaciones, como por ejemplo en la industria de la peleteria se utiliza para
curtir cuero y diversas pieles; en la industria cosmética como humectante y en la industria
guimica como materia prima para producir polimeros biodegradables como el acido
polilactico (Peng et al., 2020).

El 4cido lactico es ampliamente utilizado en la industria alimentaria principalmente en el
procesamiento y conservacién de carnicos, elaboracién de quesos y yogurt y en la
preservacion de alimentos fermentados (Raj et al., 2021).

A pesar que el acido lactico como molécula precursora del acido polilactico es una opcion
para la problematica de la contaminacion por plasticos derivados del petrdleo en la
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actualidad es una tecnologia que necesita investigacion y desarrollo para ser
econOmicamente competitiva en comparacion con los plasticos derivados del petréleo,
por este motivo en la actualidad se exploran diferentes aplicaciones que sean
competitivas y amigables al ambiente como por ejemplo en la industria quimica
utilizandolo como neutralizador, limpiador, regulador de pH y disolvente; en la industria
farmacéutica en soluciones para dialisis e intravasculares (Ahmad et al., 2020).

Ademas que los productos de plastico derivado del petréleo ya se estan cuestionando y
reduciendo su uso en el ambito juridico, por ejemplo: el articulo 107, fraccion X, de la Ley
Ambiental del Estado de San Luis Potosi prohibe el uso de envases de un solo uso como

el unicel (Ley Ambiental del Estado de San Luis Potosi, 2019).

2. Justificacion

En la actualidad la agroindustria azucarera mexicana se encuentra en una situacion de
bajos rendimientos agricolas ademas que utiliza un esquema tradicional de produccion
donde principalmente se produce sacarosa y etanol motivo por el cual la diversificacion
productiva es necesaria para impulsar el desarrollo econémico de esta agroindustria
(Sanchez, 2020).

En este mismo esquema tradicional los residuos son poco valorizados por lo cual se abre
una ventana de oportunidad a la sustentabilidad agregando valor a los subproductos que
la agroindustria azucarera genera tales como paja, cogollo, vinazas, cachaza; melazay
bagazo y a partir de ellos producir coproductos amigables al ambiente tales como el acido
lactico, innovando en el sector azucarero mexicano a partir de la diversificacion

productiva (Aguilar-Rivera et al., 2017).
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Lo innovador del proyecto de investigacion es utilizar microorganismos autoctonos del
proceso de extraccion de sacarosa los cuales se encuentran adaptados a las condiciones
del proceso y utilizarlos para la produccion de &cido lactico utilizando como fuente de
carbono subproductos de la misma agroindustria azucarera para valorizarlos mediante

un esquema de diversificacion productiva sustentable.

3. Hipotesis
El uso de bacterias acido lacticas aisladas del proceso de extraccion de sacarosa
permitira el disefio de un proceso para la produccién de acido lactico a partir de productos
y/o subproductos y/o coproductos como alternativa de diversificacion de la agroindustria
azucarera.
4. Objetivos
4.1 General
Disefiar un proceso de produccion de acido lactico utilizando bacterias acido lacticas
aisladas del proceso de extraccién de sacarosa a partir de productos y/o subproductos
y/o coproductos de la agroindustria azucarera como alternativa de diversificacién de la
agroindustria azucarera.
4.2Especificos
e Analizar el potencial de produccién de &cido lactico como alternativa de
diversificacion al agregar valor a productos y/o subproductos y/o coproductos de
la agroindustria azucarera mediante modelos econometricos.
e Seleccionar aislamientos de bacterias con capacidad de produccion de acido

lactico.
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e Determinar el efecto de la fuente de carbono sobre los rendimientos de acido

lactico.

5. Materiales y métodos
A continuacion se presenta la estrategia experimental general para el disefio de un

proceso de produccion de &cido lactico utilizando bacterias acido lacticas aisladas del

proceso de extraccion de sacarosa (Figura 4).

/ Analizar el potencial de \ /Selecclonar aislamientos con\ / Determinar el efecto de la \

produccion de acido lactico capacidad de produccién fuente de carbono
« Gram
« Cartalasa n Q’
= 5 « Oxidasa
Reaion de estudio « Prueba de Hugh-Leitson
Fuente de carbono
a’ Caracterizacion bioquimica
« pH

« Blomasa
Cuantificacion « Azlcares reductores
« Acidos organicos
« Acido lactico

Inventario de productos,
subproductos y coproductos

L ==
-

U |
1‘4'" ’ Produccion de &cido lactico - - - ]
3 B e aceaie [ W
Analisis teorico de oferta ¢ i {3
SiAP v | / i
v H TR} 14 :
A SIAVI . ] ' o . ' l!
CONADESUCA ' | LEIEK . {
Seleccién de variables R¥—TO N T SR S S
Determinacion cualitativa Andlisis de cinéticas
de prodiccion

Modelos econométricos Seleccion de aislamientos Selecmg;rﬁzr::eme de

B o N oA e A

Figura 4 Estrategia experimental de produccion de acido lactico utilizando bacterias
aisladas del proceso de extraccion de sacarosa.

Fuente: Elaboracion propia.
5.1.1 Region de estudio
El trabajo se realizdé considerando cuatro regiones cafieras del estado de Veracruz que
agrupa 18 ingenios azucareros; region Cordoba-Golfo: Central El Potrero, Central La

Providencia, Central Motzorongo, Central Progreso, Central San Miguelito, Constancia,
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San José de Abajo y San Nicolas ubicada entre los paralelos 17° 48°/19° 8 N y los
meridianos 96° 1°/97° 2’ O; regidén Papaloapan-Golfo: CIASA, Modelo, La Gloria,
Mahuixtlan, San Cristébal, San Pedro y Tres Valles ubicada entre los paralelos 17°
42°'/19° 46’ N y los meridianos 94° 52°/96° 57’ O; regién Centro: El Carmen ubicada entre
los paralelos 18° 8/19° 29’ N y los Meridianos 96° 43’/99° 24’ O y Region Noreste: El
Higo y Panuco ubicada entre los paralelos 21° 31'/23° 8’ N y los meridianos 97° 59°/99°

31’ O (Figura 5).

N - —
D Ingenio Longitud Latitud
o 1 | Central El Potrero -96.79 18.89 Ingenios azucareros por
d 2 |Central La Providencla | -96.77 18.76 region cafera del estado de
s 3 | Central Motzorongo -96.72 18.64 - Veracruz

4 Central Progreso -96.71 18.95

5 | Central San Miguelito -96.91 18.86

6 G -96.68 18.26

7 | SanJosé de Abajo -96.77 18.77

8 San Nicolas -96.89 18.78

9 CIASA -95.18 18.16

10 El Modelo -96.37 19.37

11 La Glorla -96.40 1942 |

12 Mahulxtian -96.91 19.40

13 San Cristobal -95.74 18.37

14 San Pedro -95.52 18.61

15 Tres Valles -96.16 18.87

16 El Carmen -97.02 18.87

17 El Higo -98.45 21.77

Panuco Leyenda

© Noroeste
@ Centro
@ Papaloapan Golfo
® Cordoba Golfo

Figura 5 Ingenios azucareros por region cafiera en el estado de Veracruz.

Fuente: Elaboracion propia.

5.1.2 Inventario de productos, subproductos, coproductos y seleccion de
suproductos y/o coproductos a estudiar

Se construyé una base de datos de la produccion, subproductos y coproductos

generados en los ingenios azucareros objeto de estudio, en el periodo que comprenden
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los ciclos del 2010-2011 al 2019-2020, utilizando informacién oficial de acuerdo con la
CONADESUCA (2021) y se seleccion6 para estudiar aquellos con potencial para ser

utilizados como materia prima y valorizados actualmente de acuerdo con la literatura.

5.1.3 Analisis tedrico de la oferta potencial de acido lactico.
Se elaboré una grafica de tendencia histérica de los ciclos 2010-2011 al 2019-2020
utilizando los subproductos y/o coproductos seleccionados y para el mismo periodo se
calcularon los voliumenes tedricos de acido l4ctico si los subproductos y/o coproductos

fueran utilizados para producirlo.

5.1.4 Seleccion de variables

Se seleccionaron para analizar las variables socioecondmicas y productivas de contexto
(grado promedio de escolaridad de la poblacién donde se localizan los ingenios objeto
de estudio, precio real de cafa, superficie cosechada y rendimiento de cafia) de los
municipios donde se encuentran ubicados los ingenios azucareros utilizando informacién
oficial del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2020), y del Servicio de
Informacidn Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2020). El grado promedio de escolaridad
es una variable socieconémica de interés que se relaciona con la produccién ya que de
acuerdo con Licea (2019) existe una relacion directa entre educacion y salario, las
poblaciones rurales al tener un mayor grado de escolaridad optan por desarrollar
actividades no agropecuarias y migran hacia otros estados con la finalidad de aumentar
el ingreso familiar, lo cual repercute en la produccién de actividades agropecuarias.

Por su parte se seleccionaron variables productivas (dias de zafra, nimero de productos,
coproductos y subproductos y tendencia temporal para la agroindustria azucarera de la

region de estudio de acuerdo con la CONADESUCA, (2021).
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Asimismo, fue recopilada informacion sobre los volimenes de exportacidon e importacion
de &cido lactico en México a través del sistema de informacion arancelaria via internet
(SIAVI, 2020), utilizadas para generar variables macroeconémicas tales como precio y
volumen de las importaciones.
5.1.5 Construccion y seleccion de modelos econométricos

Utilizando el software estadistico Stata® ver 12.0. se construyeron modelos de regresion
lineal simple (MRL), efectos mixtos (MEM), logistico al 10 percentil (ML10), logistico al
25 percentil (ML25) y logistico al 50 percentil (ML50), los cuales fueron utilizados para
estudiar los factores que determinan la oferta potencial de acido lactico mediante un
analisis de panel de datos. Finalmente se utilizo el criterio de informacion Akaike (AIC) el
cual refleja la conformidad del modelo con los datos observados y el criterio de
informacién Bayesiano (BIC) en el cual el modelo probable es el que se ajusta a los datos
observados para seleccionar el modelo adecuado; estos criterios son ampliamente
utilizados en la comparacion y seleccion Optima de modelos escogiendo como modelo
ajustado, es decir en equilibrio la bondad de ajuste y parsimonia, el de valores minimos

de AIC y BIC (Cavanaugh y Neath, 2019).

5.2.1 Caracterizacién bioquimica de aislamientos bacterianos y preseleccion de
aislamientos bacterianos

Se utilizaron 11 aislamientos bacterianos pertenecientes al laboratorio de Biotecnologia
Microbiana Aplicada del Colegio de Postgraduados, Campus Coérdoba (BIOMA) las
cuales fueron aisladas de diferentes etapas del proceso de extraccion de sacarosa. Los
aislamientos fueron conservadas en glicerol (Hycel®) al 30% v/v (refrigeracion 4 °C) y

50% v/v en congelacién (-20°C) (Liu et al., 2003; Chauhan et al., 2007).
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Para la caracterizacion bioquimica, los aislamientos conservados en glicerol fueron
reactivadas sembrandolas en placas de agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), Difco™
compuesto por: 10 g/L de peptona proteosa No.3, 10 g/L de extracto de carne, 5 g/L de
extracto de levadura, 20 g/L de dextrosa, 1 g/L de polisorbato 80, 2 g/L de citrato de
amonio, 5 g/L de acetato de sodio, 0.1 g/L de sulfato de magnesio, 0.05 g/L de sulfato de
manganeso, 2 g/L de fosfato dibasico de potasio y 15 g/L de agar, e incubadas a 37 °C
durante 48 horas (Landa-Salgado et al., 2019).

Los aislamientos fueron caracterizados por tincion de Gram (Islam et al., 2020).
Posteriormente se realizé la prueba de catalasa que consistid en poner una gota de
peréxido de hidrogeno al 3.5% (Alcomex®) en un portaobjetos y con un asa bacteriolégica
realizar un frotis bacteriano sobre la gota de perdxido de hidrogeno (Rahmawati et al.,
2021). Asi mismo se realizé una prueba de oxidasa poniendo una azada de cultivo
bacteriano en tiras reactivas (Bactident ®) (Barragan et al., 2020).

Por otra parte, se realizé una prueba de Hugh-Leifson para determinar si una bacteria
tiene las enzimas necesarias para oxidar la glucosa y / 0 sacarosa o bien para la
fermentar la glucosa y /o sacarosa. Esta prueba se realiz6 utilizando dos tubos de ensayo
en donde se afiadié 8 mL de medio de Hugh-Leifson estéril (Anexo C), se inocularon por
picadura con biomasa bacteriana,a uno de los tubos se le afiadié 1 mL de parafina liquida
estéril para simular un ambiente anaerdébio (tubo cerrado) y el segundo tubo se inocul6
permaneciendo abierto (tubo abierto) (Chauhan y Jindal, 2020).

Los aislamientos Gram positivos, catalasa negativa, oxidasa negativa y prueba de Hugh-
Leifson anaerobio facultativo y/o anaerobio estricto fueron preseleccionadas para

determinar su capacidad de produccion de acido lactico.
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5.2.2 Produccion de 4cido lactico
Para la produccion de acido lactico se utilizaron frascos de geometria uniforme de 100
mL de capacidad como unidad experimental, afiadiendo 70 mL de medio de cultivo que
contenia (5 g/L) peptona (Hycel®), (0.5 g/L) extracto de levadura (BD Bioxon®), (4 g/L)
CaCO3 (Productos quimicos monterrey®) y (20 g/L) glucosa como fuente de carbono
(Meyer®) (Rojas et al., 2016).
La produccion del in6culo se realiz6 sembrando estria cruzada en caja petri los
aislamientos en agar MRS, y se incubaron a 37°C por 24 h. La biomasa fue cosechada
y el sistema se ajustd a una concentracion celular de 1x10® UFC (Castilla-Marroquin et
al., 2020). Se inocul6 el sistema de frascos de geometria uniforme y se incub6 a 37 °C
con una agitacion de 150 r.p.m en un agitador orbital IKATM KS260 por 14 h.
Cada hora se realiz6 un conteo en camara de Neubauer (Hausser scientific®) de la
biomasa obtenida del sistema de produccién y se ajusté al modelo de Gompertz
(Ecuacion 1) (Lizardi-Jiménez et al., 2019). Este modelo se justifica ya que su funcién
principal es estudiar la respuesta microbiana respecto al tiempo (crecimiento,
supervivencia o inactivacion de colonias) o la produccion de metabolitos y describir la
cinética de crecimiento en un proceso particular con la menor cantidad de parametros
posibles, ademas de que no toma en cuenta el consumo del sustrato (Montesdeoca-
Tacoronte, 2021). El presente proyecto busco6 analizar si hay una relacion directa entre
la tasa especifica de crecimiento maximo y la produccion de metabolitos, en este caso,
acido lactico.
El comportamiento bacteriano esté influenciado por las condiciones ambientales, la

composicion del medio de cultivo y el estado fisioldgico de la célula. Por lo tanto, existe
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la necesidad de ajustar el modelo a fin que puedan dar cuenta de los posibles
comportamientos microbianos en cada sustrato (Stavropoulou y Bezirtzoglou 2019).
y =ae """ (Ecuacion 1)
Donde y es la densidad celular en el tiempo ty a, b, ¢ son términos matematicos que
representan parametros biolégicos asociados como pmax (h't) que se define como la
tasa especifica de crecimiento maximo, A (h) como el tiempo de adaptacion o fase lag y

ti (h) como el tiempo de inflexién.

pmax= acle (Ecuacion 2)
A=(b-1) /c (Ecuacion 3)
ti= b/c (Ecuacion 4)

En los ultimos afos la microbiologia predictiva se utiliza ampliamente para predecir
cambios microbianos producidos en alimentos. Ademas de Gompertz existen otros
modelos matematicos sigmoidales tales como el logistico, Weibull, Richards, Standard,
Schnute y Brody entre otros, los cuales no toman en cuenta el consumo de sustrato. De
acuerdo con Chambi-Rodriguez y Torres-Jiménez (2021); Castro et al., (2008) Gompertz
es la ecuacion primaria mas ampliamente utilizada para describir el crecimiento

microbiano motivo por el cual se utiliz para ajustar el crecimiento.

5.2.3 Determinacion cualitativa de &cido lactico por FT-IR y seleccion de
aislamientos bacterianos

Se realizé un andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
de los sobrenadantes recuperados por centrifugacion (15000 r.p.m por 15 min en una
centrifuga marca SAVANT™ SC210A) de los aislamientos pre-seleccionados para lo

cual se utiliz6 un espectrofotémetro infrarrojo Bruker™ Vertex 70 (con una resolucién de
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3 cm-1) utilizandolo en modo de muestreo de reflexion total atenuada (ATR), en este se
utiliza un cristal de diamante con un solo reflejo. Se utilizé la region media del espectro
infrarrojo de 4000-400 cm-1. Los resultados fueron comparados con el espectro
resultante del estandar comercial de acido lactico (Meyer®), 85% v/v. Finalmente para el
andlisis de espectros se utilizé el programa Origin™ 6.1 (OriginLab Corporation, EE.UU.)
y se seleccionaron los aislamientos con capacidad de producir &cido lactico(Castilla-

Marroquin et al., 2020).

5.3.1 Preparacién de inéculo
Se sembraron cada uno de los aislamientos seleccionados por estria cruzada en caja
petri con agar MRSy se incubaron a 37 °C por 24 h en un horno (felisa®), posteriormente
la biomasa se cosechd y se ajusto el indculo a una concentracion celular de 1x108 UFC

(Castilla-Marroquin et al., 2020).

5.3.2 Cultivo en medio liquido
Se utilizé como medio de cultivo 70 mL de solucion que contenia (5 g/L) peptona (Hycel®),
(0.5 g/L) extracto de levadura (BD Bioxon®), (4 g/L) CaCOs (Productos quimicos
Monterrey®) y como fuente de carbono se comparé (20g/L) glucosa (Meyer®), sacarosa
(Fermont®) y melaza obtenida de un ingenio perteneciente a la region Cérdoba-Golfo
(Rojas et al., 2016). Se inocularon los 70 mL de medio liquido que contenia el sistema
de frasco de geometria uniforme de capacidad 100 mL y se incubd a 37 °C con una
agitacion de 150 r.p.m en un agitador orbital IKATM KS260 por 48 h, con toma de muestra
cada 4 h para cuantificar biomasa, pH, concentracion de acidos organicos, concentracion

de acido lactico y concentracion de azucares reductores.
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5.3.3 Cuantificacion de biomasa por conteo en camara
Cada 4 h durante 48 h se realiz6 la cuantificacion de biomasa utilizando el método de

conteo en camara de Neubauer (Hausser scientific®) (Butler, 1999).

5.3.4 Determinacion de pH
Para determinar el pH del medio liquido de cultivo se utilizd un pH-metro (Hanna
instruments®), introduciendo el electrodo del equipo en el medio de cultivo esperando
hasta obtener una lectura constante, esta operacion se realiz6 cada 4 h durante 48 h

(Céardenas et al., 2018).

5.3.5 Determinacion de acidos organicos
Para la determinacién de acidos organicos en muestreos cada 4 h durante 48 h se utilizo
el método de acidez total aplicado por Cardenas et al., (2018), por medio de una bureta
de 25 mL de capacidad llena de NaOH al 0.01 N se adicion6 gota a gota a un matraz
Erlenmeyer que contenia 2 mL de medio de cultivo, 18 mL de agua desionizada y 3 gotas
de fenolftaleina al 1 % que se utilizd como indicador. La titulacién se da por terminada al
virar la muestra a un color rosa tenue que sea persistente, se toma la lectura de los mL
gastados de NaOH y se calcula la concentracién de acido lactico mediante la ecuacion

5.

V1+C* . s
g) — V1-€-100 (Ecuacién 5)

nc. Acido lacti (—
Conc. Acido lactico 5 V2eMeq

Donde:

V1= mL de NaOH gastados
V2= mL de muestra

C= Concentracion del NaOH

Meg= Meliequivalente del acido lactico.
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5.3.6 Determinacion de azucares reductores
Durante 48 h se realizaron muestreos cada 4 horas del medio de cultivo liquido y se
determiné la concentracién de azlcares reductores mediante una modificacion del
método utilizado por Miller (1959) utilizando una curva patrén de glucosa (Anexo A). El
meétodo consistio en afiadir 1 mL de muestra a un tubo de ensaye, posteriormente se
agregd 1 mL de reactivo DNS que estaba compuesto por: 16 g/L de hidroxido de sodio
(Macron), 300 g/L de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (J.T. Baker) y 10 g/L de
acido 3,5-dinitrosalisilico (Sigma-Aldrich®), por otro lado, se agregaron a un tubo 1 mL de
reactivo DNS con 1 mL de agua (Tubo Blanco de comparacion),se colocaron los tubos
en bafio maria a 100 °C por 15 minutos seguido de un enfriamiento en bafio de agua con
hielo durante 15 minutos, finalmente se afiadieron 5 mL de agua desionizada y se tomd
lectura de la absorbancia en el espectrofotometro UV visible Thermo Scientific™
GENESYS 10S a una longitud de onda de 575 nm. Mediante una curva patron se obtiene
la ecuacién de la recta (Anexo A) y permitié el calculo de la concentracion de azlcares

reductores.

5.3.7 Determinacion espectrofotométrica de acido lactico
Para la determinacion de acido lactico cada 4 h durante 48 h se tomo muestra del medio
de cultivo fermentado y se realiz6 un andlisis de determinacion espectrofotométrico
utilizando el método propuesto por Borshchevskaya (2016), consistidé en realizar una
curva patron de acido lactico con rango de deteccion 0.166-10.63 g/L (Anexo B), se
tomaron 50 pL de cada dilusién seriada preparada con acido lactico (Meyer®) 85% v/v y
se afiadieron a 2 mL de FeClzal 0.2% (Fermont®), esta reaccién produce lactato de hierro

(1) con una coloracion verde amarillento, se toma lectura de la absorbancia con un
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espectrofotometro UV visible Thermo Scientific™ GENESYS 10S a una longitud de onda
de 390 nm. Para la determinacion de &cido lactico se toman 50 uL de la muestra a
analizar y se afianden a 2 mL de FeCls al 0.2%, se toma lectura de la absobancia con un
espectrofotometro y con la ayuda de la curva patron se calcula la concentracion (g/L) de

acido lactico.

6. Resultados y discusion
Para dar cumplimiento del objetivo 1 el cual fue analizar el potencial de produccién de
acido lactico como alternativa de diversificacion al agregar valor a productos y/o
subproductos y/o coproductos de la agroindustria azucarera mediante modelos

economeétricos, se tiene que:

6.1.1 Inventario de productos, subproductos y coproductos.
El inventario de productos, subproductos y coproductos de la region indicé que: el
bagazo (1287.63 miles de t), cachaza (524.37 miles de t), sacarosa (469.1 miles de t),
melaza (179.67 miles de t) y etanol (460.49 miles de L) son los que mas se producen
(CONADESUCA, 2021). El inventario de reportes del potencial de aprovechamiento de
los coproductos generados en la agroindustria azucarera (Alves de Oliveira et al., 2019;
Anaya-Reza y Lopez-Arenas, 2018) y la poca valorizacién que se les da, permitieron
seleccionar el bagazo y melaza para realizar un analisis con modelos econométricos.
6.1.2 Oferta tedrica de acido lactico.

En la Figura 6 se puede observar la tendencia de generacion de bagazo y melaza (ciclo
productivo 2010-2011 al 2019-2020) asi como también la proyeccion de los volumenes

de produccion tedricos de acido lactico calculados a partir de los rendimientos reportados
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para estos coproductos. Los volumenes tedricos de acido lactico fueron calculados en
miles de t en referencia a los rendimientos reportados por Alves de Oliveira et al., (2019),
para el acido lactico producido a partir de bagazo y por Anaya-Reza y Lopez-Arenas

(2018) para el acido lactico producido a partir de melaza.
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Figura 6 Potencial de produccion de &acido lactico a partir de coproductos de la
agroindustria azucarera de las regiones carfieras de Veracruz, ciclos 2010-2011 al 2019-
2020, a) bagazo, b) melaza, c) volumen tedrico de acido lactico a partir de bagazo y d)
volumen tedrico de acido lactico a partir de melaza.

Fuente: Elaboracion propia con datos de CONADESUCA (2020).
Como se puede observar en la Figura 6, las regiones cafieras Papaloapan-Golfo y
Cordoba-Golfo muestran un mayor potencial de produccién de acido lactico a partir de
los coproductos bagazo y melaza, con una tendencia lineal que proyecta un posible
aumento de los volumenes de produccién respecto al tiempo, demostrando que los

ingenios que pertenecen a éstas regiones pueden considerar la diversificacion mediante
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una produccion sustentable del &acido lactico, adicional a los productos que
tradicionalmente producen.

Adicionalmente la situacion de comercio internacional del acido lactico en México
enfrenta una balanza comercial deficitaria ya que las compras realizadas de este
producto al extranjero superan las ventas al exterior como se aprecia en la Figura 7, lo
cual abre ventana de oportunidad para la diversificaciébn promoviendo el consumo del

mercado nacional y disminuyendo la dependencia de las importaciones del extranjero.
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Figura 7 Histérico del comercio internacional del producto acido lactico en México,
periodo 2010-2019.

Fuente: Elaboracién propia con datos de SIAVI (2020).
6.1.3 Analisis de modelos econométricos.
Por otro lado, el andlisis de variables mediante modelos econométricos fue realizado con
el objetivo de identificar los factores que determinan la oferta potencial de acido lactico

en Veracruz (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Modelos econométricos de factores que determinan la oferta potencial de acido lactico en Veracruz.

. MRL MEM ML10 ML25 ML50
Variable
Coeficiente P-values Coeficiente P-values Coeficiente P-values Coeficiente P-values Coeficiente P-values
Dias de zafra (Dia) 1.004*+* P<0.01 1.003*** P<0.01 14.83%** P<0.01 70.37 N/A 36.12*** P<0.01
NiGmero de coproductos y 0.0202 N/A 0.0204 N/A 4.508* P<0.05 9109 N/A 1655 N/A
subproductos
Grado promedio de 0.053 N/A 0.0531 N/A 0.836* P<0.1 11.99 N/A 7.159** P<0.05
escolaridad (Afios)
Precio medio rural de cafia 0.0879 N/A 0.0878 N/A -1361 N/A -6132 N/A -4699 N/A
(Pesos mexicanos)
Volumen de importaciones -0.103 N/A -0.103 N/A 4164 N/A -1188 N/A 3021 N/A
de acido lactico (t x 1000000)
Regién Papaloapan (0 6 1) 0.345 N/A 0.344 N/A 3302 N/A 18.48 N/A 3328 N/A
Superficie cosechada (ha) 0.0182 N/A 0.0191 N/A 5.052** P<0.05 -3047 N/A 1147 N/A
Precio de importaciones de
acido lactico (Pesos 0.340** p<0.05 0.341% P<0.01 17.82* P<0.1 0 N/A 0 N/A
mexicanos)
L o 1 0.124 N/A 0.119 N/A -3561 N/A -15.75 N/A 3490 N/A
Rendimiento de cafa (t.hat)
Constante -4.153** p<0.05 -4139 N/A -333.6** P<0.05 -345.9 N/A -264.9* P<0.1
Numero de observaciones 160 160 160 160 160
Criterio de informacioén N/A -167.2 88.22 65.3 79.45
Akaike (AIC)
Criterio de informacion N/A -127.2 125.1 99.13 113.3

Bayesiano (BIC)

P-values=*** P<0.01, **P<0.05, *P<0.1; MRL=Modelo de regresién lineal simple; MEM=Modelo de efectos mixtos; ML10=Modelo
logistico al 10 percentil; ML25=Modelo logistico al 25 percentil; ML50=Modelo logistico al 50 percentil.
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Como se observa en el Cuadro 2 siguiendo los criterios para seleccion del modelo que
mas se ajusta a los datos observados de acuerdo con (Cavanaugh y Neath, 2019), el
modelo MEM es el que mejor se adecua debido a que tiene el AIC y BIC més bajos y de
acuerdo con (Rafiq y Kazmi, 2017) se define de la siguiente manera (Ecuacién 6):
Y=XB+Zu+e. (Ecuacion 6)
Donde Y es el vector de observaciones conocidas, con media E(y) = Xp;

B es el vector desconocido de efectos fijos

u es el vector desconocido de efectos aleatorios, con media E (u) = 0 y varianza- matriz
de covarianza var (u) = G;

€ es el vector desconocido de errores aleatorios, con media E(€) =0 y varianza
var(€) = R;

X'y Z son matrices de disefio conocidas que relacionan las observaciones y a f y u
respectivamente.

De acuerdo con (Rafig y Kazmi, 2017) los MEM integran tanto efectos fijos como efectos
aleatorios y describen la relacién entre la variable respuesta y la o las variables
independientes. En este tipo de modelos si un efecto principal es un efecto aleatorio,
entonces cualquier interaccion que involucre tal efecto principal es también un efecto
aleatorio y puede incluir variables invariantes en el tiempo (es decir, género) 6 en caso
del presente proyecto region a la que pertenece el ingenio (Region Papaloapan).
Resultados similares presentd Gilbert et al., (2013), quienes utilizaron un MEM con el
cual concluyeron que las exportaciones agricolas tienen efectos mixtos sobre el

crecimiento econdémico en Camerun.
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En la presente investigacion los modelos estudiados para determinar los factores que
definen la oferta potencial de acido lactico en Veracruz, México muestran que, el factor
Dias de zafra es estadisticamente significativo al 1% en el modelo mas ajustado MEM
asi como también en los modelos MRL, ML10 y ML50 lo cual indica que a mayor nimero
de dias de zafra los ingenios tienen mayor probabilidad de producir acido lactico. Esto
debido a que la disponibilidad de cafia bruta y de subproductos (bagazo y melaza) que
se derivan del proceso industrial es mayor conforme aumentan los dias de zafra. Por
otro lado, el factor Precio de importaciones de acido lactico en México resultdo ser
estadisticamente significativo en los modelos MRL, MEM y ML10 al 5%, 1% y 10%
respectivamente. Esto sugiere que a medida que incrementa el precio de importacion del
acido lactico en México aumenta la probabilidad de producir acido lactico a nivel nacional,
con lo cual se podria reducir los volimenes de importaciones de dicho coproducto. En
estudios realizados por (Benitez-Ramirez et al., 2010), encontraron resultados similares
para identificar las principales determinantes de la oferta y demanda de carne bovina en
canal en México, en los resultados del analisis de su modelo predictivo encontraron que
a medida que el precio de importacion de la carne deshuesada disminuye, se reduce la
oferta nacional.

De la misma manera (Rebollar-Rebollar et al., 2019), en su estudio para determinar la
magnitud del efecto de las importaciones sobre las principales variables econdmicas y
tecnologicas en la oferta de carne se encontraron resultados similares concluyendo que
a mayor precio de importacion se incrementé el volumen de carne de pollo en México.
Adicionalmente, los factores Numero de coproductos y subproductos, superficie

cosechada y Grado promedio de escolaridad, resultaron ser estadisticamente
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significativos en el ML10 al 5%, 5% y 10% respectivamente. Lo que sugiere que a mayor
niamero de coproductos y subproductos producidos en un ingenio aumenta la
probabilidad de diversificar su produccion al ofertar el coproducto &cido lactico,
asimismo, a mayor superficie cosechada en el ingenio azucarero aumenta la
probabilidad de producir acido lactico debido a la disponibilidad de cafia de azucar.
Finalmente a mayor grado promedio de escolaridad aumenta la probabilidad de
produccion del coproducto acido lactico.

Resultados similares presentod Aguilar-Rivera, (2017b), y demostré que la region cafera
Huasteca tiene un indice de diversificacion promedio de 99.78 % de medio a alto y muy
alto, lo que indica un alto potencial para la diversificacion debido a la interaccion de
factores ambientales como lo es la superficie cosechada, tecnologicos Yy
socioeconémicos como el grado de escolaridad.

En la Figura 8 se puede observar a manera de resumen lo obtenido en el objetivo 1.
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Figura 8 Oferta potencial de acido lactico como alternativa de diversificacion de la
agroindustria azucarera en Veracruz, México.

Fuente: Elaboracion propia con datos de la investigacion.

Para dar cumplimiento al objetivo 2 que fue seleccionar aislamientos de bacterias con
capacidad de produccion de acido lactico, se caracterizaron bioquimicamente 11
ailamientos y se determiné la capacidad de produccién de acido lactico mediante un

analisis FTIR tal como se presenta a continuacion.

6.2.1 Caracterizacion bioquimica de aislamientos bacterianos y preseleccion de
aislamientos bacterianos

Los resultados de la caracterizacion morfolégica que se muestran en el Cuadro 3 indican
gue los aislamientos JF2, ML1, ML2 y JF3 presentan caracteristicas similares a las
bacterias acido lacticas ya que de acuerdo con lo reportado por Islam et al., (2020);

Rahmawati et al., (2021) y Barragan et al., (2020) este grupo de bacterias son Gram
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positivas, catalasa negativas, ademas de que carecen de la enzima citocromo oxidasa
(oxidasa negativas). Asimismo, los aislamientos JF2, ML1, ML2 y JF3 mostraron un
metabolismo anaerobio facultativo de acuerdo a la prueba de Hugh-Leison, dichos
resultados concuerdan con lo reportado por Chauhan y Jindal, (2020) quienes indicaron
gue las bacterias acido lacticas pueden ser anaerobias facultativas o anaerobias
estrictas.

Cuadro 3 Caracterizacion bioquimica de los aislamientos obtenidos del proceso de
extraccion de sacarosa

Aislamiento Origen Gram Forma Catalasa Oxidasa HF-G HF-S
Jugo
JF2 (+) Bacilo ) ) AF AF
filtrado
ML1 Meladura (+) Bacilo ¢ ) AF AE
MA1 Miel A (+) Bacilo (+) ) AF AE
ML2 Meladura (+) Bacilo ) ) AF AF
Jugo
JM1 ) Coco (+) ) AF AF
mezclado
Jugo
JF3 €] Coco ¢ O] AF AF
filtrado
Jugo
JAl ) Coco ) ) AF AF
alcalizado
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JF1

JF4

TAl

JC1

Jugo

(*)

filtrado

Jugo

filtrado

Templa de

()

A

Jugo

()

clarificado

Coco

Coco

Coco

Coco

)

()

(+)

(+)

()

(+)

AF

AF

AF

AF

AF

AF

AE

AF= Anaerobio Facultativo, AE= Anaerobio Estricto, O= Oxidativo, HF-G= Prueba de Hugh-Leifson

Glucosa, HF-S=Prueba de Hugh-Leifson Sacarosa

Los aislamientos bacterianos JF2, ML1, ML2 y JF3 cumplen con las caracteristicas de

ser bacterias &cido lacticas por lo que fueron preseleccionadas para determinar su

capacidad de produccion de acido lactico.

En el ajuste al modelo de Gompertz los pardmetros cinéticos calculados mostraron que

el aislamiento JF2 cuenta con la tasa especifica de crecimiento maximo (Umax) mas alta

6.2.2 Ajuste al modelo de Gompertz

3.0018 h1tal como se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4 Parametros de cinéticos de los aislamientos JF2, ML1, ML2 y JF3.

Parametro estimado

Aislamiento

bacteriano RMAL(g.L™Y) pmax (h™1) R2
JF2 2.5 3.0018 0.9813
ML1 1.45 0.9785 0.9521
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ML2 3.46 2.5494 0.9808

JF3 3.43 2.6303 0.9646
RMAL= Rendimiento maximo de &acido lactico.

El ajuste al modelo de Gompertz indica que no existe relacion directa entre la tasa
especifica de crecimiento maximo (umax) (Cuadro 4) y el rendimiento méximo de &cido
lactico (RMAL), su correlacién no es significativa estadisticamente, posiblemente porque
el acido lactico es un producto extracelular del metabolismo de las bacterias y en
condiciones anaerbbias se favorece principalmente a la produccién de metabolitos
seguido de biomasa, de acuerdo a lo reportado por Von Wright y Axelsson et al., (2012)
en condiciones anaerd@bicas y limitacién de sustrato, las bacterias acido lacticas pueden
utilizar rutas metabdlicas alternativas que generan diferentes productos como acetato,
formato, etanol y 2,3-butanodiol a partir de piruvato.

Resultados similares reporta Stavropolou (2019) donde el comportamiento de las
bacterias y la produccién de metabolitos se ve afectado por las condiciones ambientales,
composicion del medio de cultivo y por el estado fisiologico de las células.

6.2.3 Determinacién de la capacidad de produccion de acido lactico

El analisis FT-IR muestra que el espectro del producto del metabolismo del aislamiento
JF2 presenta la banda C=0 en (1717 cm™) y para ML1, ML2 y JF3 en (1716 cm™), la
banda OH en (1454 cm™) para JF2, ML1, ML2 y JF3, asimismo la banda C-O en (1244
cm) para los aislamientos JF2 y ML1, en (1242 cm™) para ML2 y en (1240 cm™?) para
JF3 por lo que el producto es acido lactico, resultados similares presenté Paucean et al.,
(2017); Medina et al., (2014) y Garcés y Vargas (2017) los cuales indican que las bandas
C=0 (1730-1700 cm™), OH (1440-1400 cm™) y C-O (1320-1210 cm?!) son caracteristicas

de los acidos carboxilicos en los cuales se incluye al acido lactico (Figura 9).
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Figura 9 Espectros FT-IR de acido lactico, A)Aislamiento JF2, B) Aislamiento JF3, C)
Aislamiento ML1, D)Aislamiento ML2.

De acuerdo a los resultados anteriores se seleccionaron los aislamientos JF2, JF3, ML1
y ML2 como productores de &cido lactico, y se determiné el efecto de la fuente de
carbono sobre los rendimientos de acido lactico lo cual se discutira en la siguiente
seccion.

Para contribuir con el objetivo 3 que fue determinar el efecto de la fuente de carbono
sobre los rendimientos de acido lactico, se comparé el efecto de la fuente de carbono

sobre la produccion de &cido lactico, tal como se presenta a continuacion.

6.3.1 Efecto de la fuente de carbono sobre los rendimientos de &cido lactico
Al evaluar el efecto de la fuente de carbono (glucosa, sacarosa y melaza) sobre la

produccién de acido lactico se evidencid cuando se utiliz6 melaza como fuente de
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carbono, los aislamientos JF3 (10.40 g.L1), ML2 (6.82 g.L%), JF2 (6.39 g.LY) y ML1(4.5
g.LY) aumentaron la produccién de acido lactico, asimismo, el aislamiento JF3 fue el que
mostrdé mayores rendimientos (10.40 g/L) a las 28 h (Figura 10, C) posiblemente debido
a que los aislamientos fueron del proceso de extraccion de sacarosa y existe una
adaptacion a la fuente de carbono a diferencia de las otras fuentes de carbono utilizadas(
glucosa y sacarosa) que son de origen comercial.

Por otro lado, el efecto de la fuente de carbono es un factor que se ha reportado como
relevante, de acuerdo a Castro et al., (2018) en su estudio del efecto de la fuente de
carbono se observd que existen tasas de crecimiento y produccién de acido lactico
significativamente diferentes en los tratamientos estudiados (glucosa, sacarosa y
melaza), la tasa de crecimiento microbiano en el medio que contenia glucosa fue menor
por lo que la fuente de carbono fue un factor importante.

La investigacion cientifica ha estudiado diferentes fuentes de carbono para la produccion
de &cido lactico: Zhou et al., (2013) reportan altos rendimientos de acido lactico (210 g.L"
1) utilizando glucosa; De Oliveira et al., (2021) reporta rendimientos de 175.84 g.L*
utilizando sacarosa, pero la tendencia actual enfoca su atencion al aprovechamiento de
residuos agroalimentarios (Alvarado-Morales et al., 2021; Abdel-Rahman et al., 2021b;
Gali et al., 2021 y Ngouénam et al., 2021). El resultado indicd que la melaza es la fuente
de carbono que genera mayores rendimientos de acido lactico, motivo por el cual existe

potencial para el aprovechamiento de este coproducto en la agroindustria.
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Como se puede observar en la Figura 10,A; 11,A; 12,Ay 13,A existe una relacién inversa
entre los azucares reductores y la biomasa, acido lactico y acidos organicos esto debido
a que a las bacterias metabolizan los azucares reductores (glucosa) para producir
biomasa y metabolitos. Por su parte cuando el metabolismo de las bacterias utiliza
sacarosa o melaza como fuente de carbono (Figura 10,B,C; 11,B,C; 12,B,Cy 13,B,C) se
observa un incremento de los azucares reductores seguido de una disminucion ya que
el metabolismo de las bacterias primero hidroliza la sacarosa produciendo hexosas
metabolizables (glucosa y fructosa) para posteriormente ser asimilados. De acuerdo con
Felis y Dellaglio, (2015) las bacterias acido lacticas homofermentativas son capaces de
fermentar hexosas para la produccién exclusiva de &cido lactico siguiendo la ruta
Embden- Meyerhof- Parnas (EMP) también llamada glucdlisis, mientras que las pentosas
y el gluconato no puede ser fermentado debido a la deficiencia de fosfocetolasas.

Por otra parte, las bacterias acido lacticas heterofermentativas degradan hexosas por la
via del fosfogluconato y producen lactato, etanol o &cido acético y diéxido de carbono; la

mayoria de las pentosas se fermentan por esta ruta.
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Por otro lado existe una relacion inversa entre el pH y la produccion de acido lactico y
acidos organicos (Figuras 10, 11, 12 y 13), a medida que incrementa la concentracion de
acidos disminuye el pH. Como se observa en la Figura 11,C el aislamiento ML2 al inicio
de la fermentacion presenta un pH de 5.96 disminuyendo a 3.93 debido a la produccion
de &cidos. Los resultados coinciden de acuerdo a lo reportado por Cardenas et al., (2018)
guienes al evaluar a la melaza como medio de cultivo para la produccion de acido lactico
observaron una disminucién del pH (5.33 a 3.89), esto debido a la accién metabdlica de

las bacterias acido acticas y la produccién de &cido lactico.
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Por otra parte el resultado de la produccion de &cido lactico (método espectrofotométrico)
y de acidos organicos (método de acidez titulable) (Figura 10, 11, 12 y 13) muestran que
existe diferencia en la produccion de acido lactico y acidos organicos lo que infiere que
posiblemente los aislamientos JF3, ML2, JF2 y ML1 tengan metabolismo
heterofermentativo. De acuerdo a lo reportado por Castillo-Martinez et al., (2013) las
bacterias homofermentativas producen acido lactico como principal compuesto, mientras
que, las bacterias heterofermentativas producen un mayor nimero de compuestos aparte

del &cido lactico, incluyendo acido acético, etanol y CO2.
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Los resultados obtenidos por el aislamiento JF3 con mayores rendimientos de acido
lactico (Figura 10,C) utilizando melaza se encuentran por debajo a lo reportado por
Abdel-Rahman et al., (2021b) los cuales utilizando melaza como fuente de carbono
estudiaron diferentes estrategias de fermentacion para mejorar la produccion de acido
lactico obteniendo 36.79 g/L utilizando Enterococcus hirae ds10 a las 36 h. Por su parte
Vidra et al., (2017) utilizando melaza en fermentaciones discontinuas con
Lactobacilluscasei y Lactobacillus sp. MKT878 obtuvieron 83 g/L de acido lactico. Por su
parte, Sun et al., (2019) para la fermentacion de melaza utilizaron un consorcio de
microorganismos de un aislamiento de origen animal obteniendo 112.34 g/L de acido
lactico. Debido a lo anterior como consideraciones a futuro se hace notoria la necesidad
de optimizar el proceso para mejorar los rendimientos de produccién de acido lactico del

aislamiento JF3.

7. Conclusion
El uso de bacterias acido lacticas permitio el disefio de un proceso de producciéon de

acido lactico como alternativa de diversificacion de la agroindustria azucarera. Los
modelos econométricos utilizados para el andlisis del potencial de produccion de acido
lactico de la agroindustria azucarera en Veracruz demostraron que las cuatro regiones
analizadas tienen potencial para la diversificacion destacando las regiones Papaloapan-
Golfo y Cérdoba-Golfo. Asimismo, se identifico al bagazo y melaza como los coproductos
mas adecuados para la produccion del acido lactico y con ello iniciar una diversificacion
productiva mediante la valorizacion de coproductos. Se demostré6 que de los 11
aislamientos bacterianos utilizados, 4 (JF2, ML1, ML2 y JF3) presentaron potencial para

la produccion de é&cido lactico, siendo el aislamiento JF3 el que presenta una mayor
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produccion (10.40 g.L 1), también se demostré que hay un efecto de la fuente de carbono
sobre la produccion de acido lactico, siendo la melaza la que dio mejores rendimientos
lo cual muestra el potencial que tiene la melaza para ser utilizada en una posible

diversificacién productiva.
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Anexos

A.Curva patron de azucares reductores (Rango de deteccion: 0.078-5 g/L)

Absorbancia
Concentracién de Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 3 Prom Desv. Est.  Error.

glucosa (g/L) Est.
5 1.548 1.561 1.560 1.556 0.007 0.004

25 0.783 0.793 0.790 0.788 0.005 0.002

1.25 0.294 0.284 0.299 0.292 0.007 0.004
0.625 0.143 0.17 0.144 0.152 0.015 0.008
0.312 0.066 0.056 0.052 0.058 0.007 0.004
0.156 0.034 0.014 0.018 0.022 0.010 0.006
0.078 0.002 0.013 0.003 0.006 0.006 0.003
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B. Curva patron para determinacion de acido lactico (rango de deteccion: 0.166-

10.63 g/L)

25
Glucosa (g/L)

3 35

4.5 5

Concentracién de

Absorbancia

acido l4ctico (g/L) Repeticion 1  Repeticién 2 Repeticion 3 Promedio Desv. Est.  Error. Est.
10.63 1.502 1.636 1.544 1.56066667 0.06853709 0.03956991
5.31 0.82 0.829 0.83 0.82633333 0.00550757  0.0031798
2.66 0.403 0.401 0.349 0.38433333 0.0306159  0.0176761
1.33 0.195 0.223 0.118 0.17866667 0.05437217 0.03139179
0.66 0.058 0.068 0.063 0.063 0.005 0.00288675
0.33 0.038 0.022 0.029 0.02966667 0.00802081 0.00463081
0.166 0.002 0.003 0.015 0.00666667 0.00723418 0.00417665
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C. Reactivos del medio Hugh-Leifson.

Para 1 L de medio se requiere:

Reactivo Marca Cantidad (g)
Peptona de caseina BD Bioxon 2
Extracto de levadura BD Bioxon 1

NacCl J.T. Baker 5
Fosfato dipotasico Fermont 0.3
Azul de Bromotimol SIM 0.08
Agar-Agar BD Bioxon 2.5
Glucosa Meyer 10
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