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Resumen: Este trabajo presenta el proceso fermentativo probidtico realizado con Lactobacillus rhamnosus al que fueron sometidos residuos
lignoceluldsicos, granos gastados de cerveza artesanal, generando un producto de valor agregado como lo son bioestimulantes para su posterior
aplicacidn en especies comerciales y forestales. Se realizé la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de los granos gastados de cerveza
artesanal (GGCA) obtenidos de la cervecera Altas Cervezas Brewing Co. perteneciente a la regién de Orizaba, Veracruz. El analisis demostré que
este residuo lignoceluldsico tiene un alto contenido de carbohidratos con 14.89 g/L, 19.60 % de proteinas, 3.14 % de nitrégeno total, 3.04 % de
sélidos totales, 2.97 % de sdlidos volatiles y un pH de 5. La fermentacion de los GGCA se realiz6 mediante un proceso anaerobio con Lactobacillus
rhamnosus operado en modo batch durante 3 dias con las condiciones iniciales de un pH de 7, en agitacion constante y a una temperatura de 37
°C. El proceso de fermentacion se realizé con un indculo del Lactobacillus rhamnosus al 5 % presentando una degradacién de carbohidratos por
parte del Lactobacillus rhamnosus conforme el tiempo transcurria permitiendo un crecimiento celular de alrededor de 8 Log UFC/mL. El contenido
inicial de carbohidratos de la diluciéon de los GGCA al inicio del proceso fermentativo fue de 16.28 g/L disminuyendo a 5.5 g/L al final de la
fermentacion, demostrando una notoria degradacidn por parte del Lactobacillus rhamnosus permitiendo la produccion de acido lactico. El
contenido de acido lactico fue determinado mediante la técnica descrita en la NOM-420-S-1982 obteniéndose un valor de 54 g/L al finalizar el
proceso fermentativo. A partir de los resultados obtenidos se concluye que gracias a la composicion de los GGCA y a la naturaleza
heterofermentativa del Lactobacillus rhamnosus permiten la obtencidn de productos de interés como lo es el 4cido lactico que brinda beneficios
para la regulacion de materia organica en los suelos y en los ciclos bioquimicos de las plantas.
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Production of growth biostimulants for forest and commercial species through the
biotransformation of spent grains from artisanal beer using Lactobacillus rhamnosus

Abstract: This work presents a probiotic fermentation process carried out with Lactobacillus rhamnosus, applied to lignocellulosic residues,
specifically spent grains from artisanal beer, generating a value-added product such as biostimulants for subsequent application in commercial
and forest species. Physicochemical and microbiological characterization of the artisanal beer spent grains (ABSG) obtained from Altas Cervezas
Brewing Co., located in the Orizaba region, Veracruz, was performed. The analysis showed that this lignocellulosic residue has a high carbohydrate
content of 14.89 g/L, 19.60% protein, 3.14% total nitrogen, 3.04% total solids, 2.97% volatile solids, and a pH of 5. Fermentation of the ABSG was
conducted through an anaerobic batch process using Lactobacillus rhamnosus over a period of 3 days, under initial conditions of pH 7, constant
agitation, and a temperature of 37 °C. The fermentation process was carried out with a 5% Lactobacillus rhamnosus inoculum, showing
carbohydrate degradation by Lactobacillus rhamnosus over time and allowing cell growth of approximately 8 log CFU/mL. The initial carbohydrate
content of the ABSG dilution at the beginning of the fermentation process was 16.28 g/L, decreasing to 5.5 g/L at the end of fermentation,
demonstrating significant degradation by Lactobacillus rhamnosus and enabling lactic acid production. Lactic acid content was determined using
the method described in NOM-420-5-1982, obtaining a value of 54 g/L at the end of the fermentation process. Based on the results obtained, it
is concluded that the composition of ABSG and the heterofermentative nature of Lactobacillus rhamnosus enable the production of compounds
of interest such as lactic acid, which provides benefits for the regulation of organic matter in soils and in plant biochemical cycles.
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Introduccidn

El aumento de la poblacién ha incrementado la demanda en el sector agroindustrial, lo que ha llevado a acumular
residuos lignoceluldsicos que dafian el medio ambiente si no se gestionan adecuadamente. Estos residuos, que
contienen lignina, hemicelulosay celulosa, pueden ser utilizados por las empresas mediante métodos como compostaje
y fermentacién, generando productos valiosos como bioestimulantes, biofertilizantes, bioenergia y compostaje
(Assandri et al., 2020). La economia circular se propone como una alternativa al sistema lineal actual, ofreciendo
oportunidades comerciales y beneficios ambientales al convertir residuos en recursos Utiles (Ledn,2022). Segun el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2023, México liderd la produccion de cerveza en el sector
agroindustrial, generando un superavit de 343 MDD (SIAP, 2023). Este sector es importante para la economia y el
empleo, ya que México ocupa el cuarto lugar mundial en produccién de cerveza, con alrededor de 125 millones de
hectolitros producidos en 2019 (Vazquez-Alfaro et al., 2022). Sin embargo, la produccion de cerveza también genera
grandes cantidades de residuos, como aguas residuales y granos gastados, que tienen un impacto negativo en el medio
ambiente (Santacruz-Salas et al., 2023).

Actualmente, los granos de cerveza se utilizan principalmente como alimento para ganado (Leiva, 2021). Este trabajo
de investigacion busca transformar los granos gastados de cerveza artesanal (GGCA) en un bioestimulante usando
Lactobacillus rhamnosus, microorganismo seleccionado por su notoria eficiencia en la produccion de bioestimulantes
de crecimiento vegetal en comparacion de otras especies de bacterias anaerobias, con la finalidad de aplicarse en
especies forestales y comerciales, beneficiando el medio ambiente y a PYMES locales del sector cervecero.
Investigaciones previas han demostrado el uso de la biotransformacion de multiples residuos para la produccién de
bioestimulantes y biofertilizantes para mejorar el crecimiento de diversas plantas. Caballero et al. (2019) crearon un
bioproceso que transforma el suero lacteo en productos valiosos mediante fermentacion con L. rhamnosus. Estos
productos ayudan a las plantas y combaten patdgenos del suelo. Bianco et al. (2024) estudiaron sustratos de GGC como
alternativa a los biofertilizantes minerales para el trasplante de lechuga, comparando diferentes mezclas que
mostraron ser efectivas para el crecimiento de hortalizas. Granget et al. (2024) produjeron acido L-lactico a través de
la hidrdlisis enzimatica de GGC, tomando en cuenta varios parametros para optimizar la produccion.

Materiales y Métodos
Muestreo y pretratamiento de los granos gastados de cerveza artesanal

Los GGCA se obtuvieron de la cervecera artesanal “Altas Cervezas Brewing Co.” ubicada en la zona centro del municipio
de Orizaba, en el estado de Veracruz. El muestreo de los GGCA se realiz6 mensualmente recolectando alrededor de 2
kg ya que al ser una planta artesanal opera con bajos lotes de produccién. Debido a su alto contenido de humedad,
entre el 80 y 90 % (Santacruz-Sales et al., 2023), los GGCA se sometieron a un pretratamiento para facilitar el proceso
de fermentacidn. El pretratamiento consistié en un secado por 24 horas a 105 + 2° C para posteriormente ser molido
para la reduccion de tamafio, tamizarlo con una malla del No.50 y finalmente almacenarlo en bolsas herméticas para
su uso. Para realizar la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de los GGCA se prepard una dilucién de 40 g/L
con el residuo pretratado.

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de los granos gastados de cerveza artesanal

Las caracterizaciones fisicoquimicas y microbioldgicas iniciales de los granos gastados de cerveza artesanal (GGCA)
establecen valores iniciales de referencia que permiten conocer el comportamiento del Lactobacillus rhamnosus
durante el proceso de fermentacion. Los analisis fisicoquimicos como pH se determinaron mediante el método
potenciométrico, sélidos totales (ST) y sélidos totales volatiles (STV) mediante el método 2540 G, Standard Methods,
nitrégeno total con el método 4500-NTC C, SM, carbohidratos con Antrona-sulfurico y proteinas con el método Kjeldahl.
Para las determinaciones microbioldgicas de hongos, levaduras y bacterias acido lacticas y aerobias se utilizé el método
de conteo de colonias mediante el uso de petrifilm.
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Condiciones operativas

El reactor empleado en la fermentacién microbiana de los GGCA
consistid en un reactor batch que se compone de un cilindro de
vidrio de marca Nanshin con un volumen de operaciénde 1 L, placa
de agitacién y bomba de recirculacién de agua de calentamiento
de capacidad de 1.2 L/min (Figura 1). El proceso de
biotransformacion se operd durante 72 h a 37°C y agitacion
constante de 120 rpm. Se operd al 5% v/v de indculo el cual
consistio en una mezcla de 45 mL de GGCAy 5 mL de L. rhamnosus
(matraz semilla). Este matraz semilla se afiadié al reactor que
contenia 950 mL de GGCA diluidos, como se describid
anteriormente.

Figura 1. Esquema del reactor fermentativo
Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de los GGCA pretratados y se compararon
con los resultados presentados por Estrada-Garcia (2024) al mismo residuo. Todas las determinaciones experimentales
se realizaron por triplicado.

Tabla 1. Caracterizacidn fisicoquimica de los GGCA diluidos.

Parametros GGCA Estrada-Garcia., 2024
Sélidos Totales (%) 3.04+1.66 4.06 £+ 0.07
Sélidos Totales Volatiles (%) 2.97 £0.04 3.91 +0.01
Carbohidratos (g L) 14.89 + 0.34 14.76 +1.24
Proteinas (%) 19.60 + 1.44 11.29 + 0.23
Nitrégeno total (%) 3.14+£0.23 1.80 £+ 0.05

pH 54 0.02 49 +0.01

El contenido de proteinas presentado por Estrada-Garcia (2024) con un valor de 11.29 % es menor al 19.60 % obtenido
en la experimentacion. Esta variacion puede deberse a factores como el pretratamiento y tratamientos fisicoquimicos
a los que son sometidos los GGCA lo que afectan la calidad del contenido proteico como menciona Naibaho et al.
(2022). Factores externos del proceso de produccion de cerveza también afectan las propiedades de los GGCA, tal es
el caso de la variacion genética de los cultivos de cebada utilizados (Naibaho y Korzenjowska, 2021).

Los resultados de las pruebas microbioldgicas de la dilucidn de los GGCA se muestran la Tabla 2 contando con 3.93 log®°
UFC/g de bacterias aerobias debido a la hidratacidn de los granos gastados posterior al pretratamiento. Este resultado
se compard con otros autores, el resultado obtenido esta por debajo del rango reportado por (Wang et al., 2020) (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 microbioldgica.

Tabla 2. Caracterizacién microbioldgica de los GGCA diluidos

Parametros GGCA 1 2

Bacterias aerobias 3.93 6.61 4.62

(1) = Wang et al.,2020, (2) =Dai et al., 2022

Al fermento obtenido tras la cinética con el 5% de indculo se le evalud la variacidn de pH, degradacién de carbohidratos,
conteo celular y acido lactico, las determinaciones antes mencionado se realizaron por triplicado. El pH final del
fermento fue de 3.51 debido a la produccidn de acido lactico por accion del L. rhamnosus ya que al ser una bacteria
acido lactica (BAL) heterofermentativa produce una amplia gama de metabolitos tras su fermentacion, siendo el acido

TERYS 2026, 5(1), 71-76. https://doi.org/10.56845/terys.v5il1.414 73



https://doi.org/10.56845/terys.v5i1.414

Tendencias en Energias Renovables y Sustentabilidad (TERYS) @ ALDESER

lactico el compuesto organico con mayor produccion con un 98 % (Narayanan et al., 2007). En la Figura 2 se muestra el
comportamiento del crecimiento de las células y la degradacién de carbohidratos conforme al paso de los dias. Se
observa que durante las primeras horas de iniciado el proceso fermentativo el crecimiento celular va aumentando por
accion de la presencia de carbohidratos en el medio, alrededor de las 20 horas se observa una disminucién en los
carbohidratos generando que el crecimiento de las células permanezca constante con un valor aproximado a 8 Log
UFC/mL hasta las 60 horas donde el consumo de carbohidratos fue mucho mas rapido consumiéndose por completo.
Esto demuestra que el inéculo de 5 % permitié un metabolismo bacteriano rapido y una biotransformacién eficiente
de los GGCA.
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Figura 2. (a) Comportamiento del pH en el proceso de fermentacidn con L. rhamnosus. (b) Cinética de crecimiento y degradacién
de carbohidratos de L. rhamnosus

Para la determinacién de acido lactico se utilizé la técnica descrita en la NOM-420-S-1982 “Productos alimenticios para
uso humano-Determinacién de acidez en leche fluida”. La técnica descrita en la norma se basa en la titulacion
alcalimétrica con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N, utilizando fenolftaleina como indicador.

La Ecuacion 1 obtenida de la norma previamente mencionada demuestra el calculo realizado para determinar la
cantidad de acido lactico obtenido, se conté con 6.75 g/L de acido lactico en el producto final de la fermentacion
demostrando el adecuado funcionamiento del L. rhamnosus tras la degradacion de carbohidratos para la obtencion de
acido lactico. Donde V representa el volumen de solucién de hidroxido de sodio 0.1 N gastados en la titulacion de la
muestra en cm? ( 15 mL gastados en la determinacién de la dilucién final), N equivale a 0.1 que es el valor de la
normalidad de la solucién de hidréxido de sodio, M es el volumen de la muestra en cm?® (20 mL de la muestra total, 1
mL del fermento obtenido disuelto en 19 mL de agua destilada) y el 90 es un equivalente de acido lactico ya que por 1
cm?de NaOH equivale a 0.0090 g de 4cido lactico.

p V « N %90
Acido lactico = — (1)

En la Tabla 3 se muestran los contenidos de acido lactico en la dilucién de los GGCA antes y después de la fermentacién
probidtica demostrando que por accion del Lactobacillus rhamnosus hubo un aumento en la produccion de acido lactico
del residuo de los GGCA.

Tabla 3. Contenido de acido lactico antes y después del proceso fermentativo

Generacion de acido lactico

Dilucion de GGCA
(/L)

Inicial (antes de la fermentacion) -
Final (posterior a la fermentacion) 54+ 0.5
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En base a lo mencionado por Lech (2021) la produccién de acido lactico por la especie de Lactobacillus rhamnosus se
ve altamente influenciado por la eficiencia celular, ya que al hidrolizar los GGCA, método eficiente para la degradacion
de lignocelulosa, se generan subproductos que pueden afectar a los microorganismos en el proceso fermentativo como
lo son el 4cido furfural, acético, formico y galico. Se ha demostrado que el dcido formico es perjudicial ya que alrededor
de 0.2 g/L de este acido provoca el envenenamiento de las células disminuyendo su capacidad de producir acido lactico
(Lech, 2021).

Tras el proceso fermentativo se realizé la caracterizacidn fisicoquimica al fermento con L. rhamnosus al 5 %, en la Tabla
4 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 4. Resultados fisicoquimicos y conteo celular del fermento con L. rhamnosus

Parametros Fermento (indculo 5 %)
Sélidos Totales (%) 2.11 £ 0.65
Sélidos Totales Volatiles (%) 1.80+0.11
Nitrégeno total (%) 0.12 £ 0.10
Proteinas (%) 0.75+0.23

pH 3.51+0.15
Conteo celular (Log UFC/ mL) 8

El porcentaje de nitrégeno total es menor al porcentaje de nitrogeno presente en el caldo MRS (0.28 %) que, como
menciona Duarte-Manchego et al., (2019), es ampliamente utilizado como referente para conocer el comportamiento
de crecimiento de bacterias de los Lactobacillus gracias a su rico contenido en compuestos nitrogenados. En base a la
literatura, se han reportado alrededor del 0.3 % de nitrégeno total en el medio tras realizar el proceso fermentativo
con Lactobacillus, sin embargo, debido al bajo contenido reportado de 0.12 % se requiere realizar el proceso
fermentativo con porcentajes de indculo de L. rhamnosus mayores al 5 % para determinar si la produccion de nitrégeno
incrementa o disminuye.

En la Tabla 5 se realiza una comparacién entre un bioestimulante comercial y bioestimulante probiético fermentado
con Lactobacillus rhamnosus a partir de residuos de Caballero et al. (2019).

Tabla 5. Comparacion entre bioestimulante comercial y el fermento probidtico con L. rhamnosus

Bioestimulante comercial Bioestimulante probiodtico
(AGROSTEMIN-GL) (Caballero et al. 2019)
Sales minerales (%) 0.17 0.024
Potasio (%) 3.6-4 0.128
Calcio (%) 0.03-0.05 0.030
Sodio (%) - 0.028
Fosforo (%) 0.25-0.75 0.034
Nitrégeno (%) 0.25-0.5 0.916

Debido al alto contenido de potasio, calcio y fosforo con el que contd el fermento de Caballero et al. (2019), demostrd
tener una eficiente aplicacidn en la nutricion de plantas gracias a su fraccion inorgdnica, sin embargo, su alto contenido
de sales como el cloruro de calcio (NaCl) puede tener afectaciones negativas en la estructura fisicoquimica del suelo al
que el bioestimulante sea aplicado.

Es por ello que, para fines de este trabajo el fermento obtenido representa una via alterna a los bioestimulantes
guimicos gracias a su contenido de nitrégeno, macronutriente primario benéfico para las plantas para su desarrollo
morfoldgico (raices, tallos y hojas) y en procesos quimicos como la fotosintesis y la sintesis de clorofila, para ser aplicado
en especies comerciales como la cebada y especies forestales como encinos.
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Conclusiones

Gracias a la composicion de los GGCA, han demostrado ser un residuo con gran potencial de explotacion en diversas
areas principalmente como sustrato para procesos fermentativos con bacterias acido lacticas. Debido a su alto
contenido en carbohidratos, lo convierte en una alternativa de sustrato econémicamente atractivo el cual al trabajar
junto con el L. rhamnosus, bacteria acido lactica heterofermentativa, ha demostrado una produccién eficiente de acido
lactico beneficiando al bioestimulante probidtico para su posterior aplicacion en especies comerciales y forestales.

Los bioestimulantes a base de fermentacidn probidtica con bacterias acido lacticas brindan multiples beneficios a la
salud del suelo vy la fertilidad de las plantas, esto se debe a la presencia de macro y micro nutrientes que benefician a
un desarrollo eficiente de las plantas. De igual forma, fortalecen el microbiota del suelo disminuyendo el uso de
bioestimulantes quimicos al igual que ser una alternativa sostenible agricola favoreciendo la productividad de cultivos
y reforestacién de una forma respetuosa con el medio ambiente.
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